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IVADAS

Arthrobacter yra Gram-teigiamos GC turtingos bakterijos (Jones ir
Keddie, 2006), kurios priklauso Actinomycetales eilés, Micrococcaceae Seimai
(Stackebrandt ir Schumann, 2006; Zhi ir kt., 2009). Atskiros §iy bakterijy rusys
yra mezofilai arba psichrofilai (Jones ir Keddie, 2006). Sios genties bakterijos
yra labiausiai paplitusios dirvozemyje (Jones ir Keddie, 2006), taip pat
aptinkamos ledynuose (Margesin ir kt., 2004), nutekamyjy vandeny nuosédose
ir dumble (Bieszkiewicz ir kt., 1995; Kampfer ir kt., 1996; Kim ir kt., 2008; Li
ir kt., 2008; Molokwane ir kt., 2008; Wu ir kt., 2010). Keletas riiSiy buvo
i§skirta 18 gyvinuy (Osorio ir kt., 1999) ir Zmoniy klinikiniy méginiy (kraujo,
Slapimo) bei zaizdy (Funke ir kt., 1996; Wauters ir kt., 2000; Huang ir kt.,
2005; Mages ir kt., 2008). Siy bakterijy dominavima lemia atsparumas
i8dziivimui ir badavimui bei mitybos jvairiapusiSkumas, kuri lemia
sugebéjimas skaidyti natiiralius ar sintetinius aromatinius ir heterociklinius
junginius (Jones ir Keddie, 2006).

Pastaruoju metu tiek mezofiliniy, tiek psichrofiliniy Arthrobacter spp.
bakteriju metaboliniai keliai yra intensyviai tiriami. IleSkoma naujy fermenty,
kurie galéty buiti pritaikyti {vairiy sri¢iy pramongje ir biotechnologijoje.
Nustatyta, kad $iy bakteriju genai, koduojantys kataboliniy keliy fermentus, yra
dazniausiai susitelke plazmidése (Pohlenz ir kt., 1992; Hayatsu ir kt., 1999;
Chauhan ir kt., 2000; Turnbull ir kt., 2001; Eaton, 2001; Mongodin ir kt., 2006;
Igloi ir Brandsch, 2003; Parschat ir kt., 2007; Monnet ir kt., 2010). Siuo metu
yra zinomi genai, koduojantys ftalio riigsties (Eaton, 2001), nikotino (Igloi ir
Brandsch, 2003), herbicidu: atrazino (Sajjaphan ir kt., 2004; Mongodin ir kt.,
2006), fenilkarbamato (Pohlenz ir kt., 1992) ir diurono, (Turnbull ir kt., 2001)
skaidymo baltymus. Maziau Zinoma apie kitus Arthrobacter spp. katabolinius
kelius ir juose dalyvaujancius fermentus, pavyzdziui, piridino ir jo metilinty

bei hidroksilinty dariniy skaidyma.



Siuo metu Arthrobacter spp. geny ir ju koduojamy baltymy tyrima
apsunkina tai, kad daZznai Sios genties bakteriju baltymai, susintetinti
Escherichia coli lastelése, yra neaktyviis. Esamos problemos sprendima
palengvinty hibridiniai vektoriai, kurie patikimai veikty Arthrobacter genties
bakterijose.

Tokiy vektoriy konstravimui biity labai naudingi mazyjy Sios genties
plazmidziy replikonai, taciau S$iuo metu yra zinomos tik trys mazos
Arthrobacter spp. plazmidés: pA3 (Grosse, 1993), p54 (Miteva ir kt., 2008),
pRE117-2 (Monnet ir kt., 2010). Viena i$ juy, p54, buvo panaudota pirmo ir kol
kas vienintelio hibridinio vektoriaus pSVJ1, turincio replikona i§ Arthrobacter
sp., konstravimui (Miteva ir kt., 2008). Zinomi dar du atvejai, kai buvo kuriami
vektoriai Sios genties bakterijoms, taciau abu kartus buvo panaudoti replikonai
18 kity Actinomycetales bakteriju.

Sio darbo tikslas yra Arthrobacter spp. kataboliniy ir mazy plazmidziy

tyrimas ir hibridiniy vektoriy konstravimas.

Darbo uZzdaviniai:

e Nustatyti Arthrobacter sp. 68b kamieno bakterijose aptikty didelés
molekulinés masés plazmidziy lemiama fenotipa;

o [stirti ftalio rugsties skaidymo kelia;

e [stirti 2-metilpiridino ir piridino skaidymo kelia;

e Nustatyti geny, koduojanciy 2-hidroksipiridino skaidymo baltymus,
vieta Arthrobacter rhombi PRH1 ir VP3 bakteriju genome;

o [stirti A. rhombi PRH1 ir VP3 mazasias plazmides;

e Konstruoti hibridinius vektorius panaudojant Arthrobacter spp.

plazmidés/(-dziy) replikona/(-us).

Mokslinis naujumas:
Sio darbo metu buvo nustatyta, kad Arthrobacter sp. 68b kamienas,
sugebantis skaidyti ftalio riigsti, 2-metilpiridina, piriding ir nikotina, turi bent

dvi didelés molekulinés masés katabolines plazmides. Atlikus minéto kamieno



ir jo mutanty, praradusiy gebéjima skaidyti iSvardytus cheminius junginius,
DNR analiz¢ buvo nustatyta, kad Arthrobacter sp. 68b bakterijose ftalio
rugsties, 2-metilpiridino ir piridino skaidymo baltymus koduojantys genai yra
vienoje beveik 113 kb p2MP plazmidéje, nikotino — kitoje pNIC 68b
plazmidéje.

Arthrobacter sp. 68b bakterijose 2-metilpiridino ir piridino skaidymas
yra indukuojamas procesas. Abiem atvejais yra indukuojamas baltymas —
hipotetiné monooksigenaze, kuri strukttiriSkai yra panaSiausia i Rhodococcus
pyridinovorans AK37 hipoteting monooksigenaze, priklausancia liuciferaziy
Seimai.

Nustatyta, kad tiriamo kamieno bakterijos skaido ftalio riigsti
3,4-dioksigenazeés keliu, kuris yra budingas Gram-teigiamoms bakterijoms.
Sios bakterijos taip pat gali paversti chinolino riigsti i hidroksilinta produkta.
Ankscéiau tokia savybé buvo nustatyta tik bakterijose, kurios ftalio riigstj skaidé
4,5-dioksigenazés keliu.

2-Hidroksipiriding skaidanciose Arthrobacter rhombi PRHI1 ir VP3
bakterijose buvo aptikta po viena didelés molekulinés masés plazmide ir po
viena plazmide, mazesng nei 10 kb. Tyrimai parodé, kad PRH1 kamieno
bakterijose 2-hidroksipiridino skaidymo genai yra didziojoje plazmidéje.
Nustatytos abiejy kamieny mazujy plazmidziy nukleotidy sekos, aptikti atviri
skaitymo rémeliai ir jvardyti ju koduojami baltymai. Atlikus tyrimus,
paaiskéjo, kad PRH1 kamieno plazmidés minimalus replikonas yra sudarytas i$
repAB geny. Remiantis replikacijos baltymy homologija, minimalaus replikono
sandara ir ori sekos panaSumu, buvo padaryta iSvada, kad minéto kamieno
plazmidé priklauso teta tipo replikacijos ColE2 Seimos pAL5000 poseimiui.

Naudojant PRH1 plazmidés minimaly replikona, buvo sukonstruoti
hibridiniai vektoriai pRMUS824, pRMUS824Km ir pRMUS824Tc, kurie
sékmingai replikuojasi Arthrobacter spp., Rhodococcus spp. ir Escherichia coli

DH5a kamienuose.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

Arthrobacter sp. 68b bakterijose genai, koduojantys piridino,
2-metilpiridino, nikotino ir ftalio rugsties skaidymo baltymus, yra
i§sidéste katabolinése plazmidése.

Arthrobacter sp. 68b ftalio rugsti skaido 3,4-dioksigenazés keliu ir
sugeba hidroksilinti chinolino riigsti.

Arthrobacter sp. 68b bakterijose 2-metilpiridino ir piridino skaidyme
dalyvauja indukuojama monooksigenaze.

Arthrobacter rhombi PRHI1 kamieno bakterijose 2-hidroksipiridino
biodegradacijos genai yra katabolinéje plazmidéje.

Arthrobacter rhombi PRHI bakteriju mazosios plazmidés pPRH
minimalus replikonas yra repAB, ji replikuojasi teta budu.

Sukonstruoti  hibridiniai vektoriai pRMU824, pRMUS824Km ir
pRMUS824Tc sékmingai replikuojasi Arthrobacter spp., Rhodococcus
spp. ir Escherichia coli DH5a kamienuose ir gali biiti panaudojami

funkcinei geny atrankai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Arthrobacter genties charakteristika

Arthrobacter yra Gram-teigiamos bakterijos, kuriy chromosomineés
DNR GC nukleotidai sudaro 59-66 % (Jones ir Keddie, 2006). Sios genties
bakterijos  priklauso  Actinomycetales  eilés  Micrococcaceae  $eimai
(Stackebrandt ir Schumann, 2006; Zhi ir kt., 2009). Ja sudaro Micrococcus,
Acaricomes, Arthrobacter, Citricoccus, Kocuria, Nesterenkonia,
Renibacterium, Rothia ir Zhihenglivella gentys (Zhi ir kt., 2009). Sios Seimos
bakterijoms yra biidingas L-lizinas peptidoglikano sluoksnyje ir izo- ir anteizo-
Sakoty lastelés riebaly riig8ciy dominavimas, taciau jos tarpusavyje labai
skiriasi tarppeptidiniy tilteliy, menachinono ir poliniy lipidy struktiira
(Stackebrandt ir Schumann, 2006).

Remiantis peptidoglikano sandara, Arthrobacter genties bakterijos yra
suskirstytos | dvi grupes. 4. globiformis/A. citreus grupés bakterijos turi A3a
tipo peptidoglikana, kurio tarppeptidiniai tilteliai yra sudaryti i§
L-aminortgs¢iy arba glicino, arba abieju kartu. A. micotianae grupés
bakterijoms budingas A4o tipo peptidoglikanas, kuriame tarppeptidiniai
tilteliai yra sudaryti i§ dikarboksilinty aminortigsciy (Stackebrandt ir
Schumann, 2006).

Arthrobacter spp. bakterijos yra aerobai arba fakultatyviniai anaerobai.
Jaunose kultiirose lastelés yra lazdelés formos, véliau jos tampa kokoidinémis.
Sios bakterijos yra nejudrios, sudaro apvalias arba netaisyklingu formy
kolonijas. Optimali augimo temperatiira yra 25-30 °C, taciau daugelis gali
augti 10-35 °C temperaturoje, daug rasiy auga ir 5 °C, o kelios riiSys gali augti
ir 37 °C temperatiiroje. Kai kurios psichrofilinés riiSys gali dalintis esant - 5—
20 °C temperaturai (Jones ir Keddie, 2006).

Arthrobacter genties bakterijos dazniausiai aptinkamos dirvoZemyje.

Ivairiose pasaulio vietose jos sudaro didzigja dali kultivuojamy dirvos bakterijy
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(Jones ir Keddie, 2006). Ju dominavima lemia ypa¢ didelis atsparumas
idzitvimui ir badavimui. Zinoma, jtakos turi ir mitybos jvairiapusikumas
(Jones ir Keddie, 2006). Gounot (1967) apras¢ pirmasias psichrofilines
Arthrobacter spp. rusis, i$skirtas i§ ledynu. Per paskutinius 15 mety, tyrinéjant
ledyny mikroflora, Sios genties bakterijos buvo i$skirtos i§ aukstikalniy ir jury
ledyny arktyje ir antarktyje (Bowman ir kt., 1997; Lonhienne ir kt., 2001;
Margesin ir kt., 2004; Miteva ir kt., 2008; Salwan ir kt., 2010; Hinsa-Leasure ir
kt., 2010; Lee ir kt., 2011). Nustatyta, kad tirtuose méginiuose Arthrobacter
spp. bakterijos sudaré didziaja mikroorganizmy dalj (Hinsa-Leasure ir kt.,
2010; Lee ir kt., 2011). Sios genties bakterijy taip pat aptinkama nutekamyju
vandeny nuosédose ir dumble (Bieszkiewicz ir kt., 1995; Kampfer ir kt., 1996;
Kim ir kt., 2008; Li ir kt., 2008; Molokwane ir kt., 2008; Wu ir kt., 2010). Kai
kurios Sios genties rtiSys buvo aptiktos gyviiny vidaus organuose (Osorio ir kt.,
1999) ir Zzmoniy klinikiniuose méginiuose (kraujo, Slapimo) bei Zaizdose
(Funke ir kt., 1996; Wauters ir kt., 2000; Huang ir kt., 2005; Mages ir kt.,
2008), todél kai kurios Arthrobacter sp. rusys yra laikomos oportunistiniais
patogenais (Huang ir kt., 2005).

Arthrobacter genties bakterijos gali panaudoti daugeli organiniy
junginiy, tarp ju D-gliukoze, D-fruktoze, D-ksilozg, sacharozeg, maltoze,
acetata, sukcinata, L-malata, citrata, gliukonata, etanoli, propanoli, gliceroli
kaip vienintelj anglies $altinj, bet negali skaidyti D-manozés, D-galaktozés,
sorbozés, L-arabinozés, celobiozés, piruvato, malonaty. Jos hidrolizuoja
zelating ir kazeina, nitrata vercia nitritu (Jones ir Keddie, 2006).

Tyrimais nustatyta, kad Arthrobacter spp. bakterijos gali skaidyti ir
panaudoti kaip vieninteli anglies ir energijos Saltini aromatinius (ftalio roigsti,
fenantrena) (Eaton, 2001; Kallimanis ir kt., 2009) bei heterociklinius (nikotina,
piriding ir jo darinius, chinaldina) junginius (Brandsch ir kt., 1986; Shukla,
1974; Kolenbrander ir Weinberger, 1977; Zefirov ir kt., 1994; O'Loughlin ir
kt., 1999; Seménaite ir kt., 2003; Overhage ir kt., 2005; Parschat ir kt., 2007;
Khasaeva ir kt., 2011a; Khasaeva ir kt., 2011b), taip pat gali skaidyti jvairiy

rasiy pesticidus: herbicidus (atrazina, diurona, fenilkarbamata) (Pohlenz ir kt.,
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1992; Turnbull ir kt., 2001; Rousseaux ir kt., 2002; Sajjaphan ir kt., 2004;
Aislabie ir kt., 2005; Mongodin ir kt., 2006), insekticidus (karbarila) (Hayatsu
ir kt., 1999) ir fungicidus (p-nitrofenoli) (Hanne ir kt., 1993; Chauhan ir Jain,
2000; Chauhan ir kt., 2000).

Kadangi Arthrobacter genties bakterijos dominuoja ivairiy tipy
skirtingy geografiniy viety dirvozemyje bei sugeba skaidyti ivairius natiiralius
ar sintetinius cheminius junginius, taip pat ir pesticidus (Jones ir Keddie,
2006), todél jas biity galima panaudoti uzterSto dirvozemio, nutekamuyjy
vandeny valymui ir pavojingy atlieky nukenksminimui (Li ir kt., 2008). Sioms
bakterijoms yra biidinga mitybiné jvairove, tod¢l yra idomis ju gaminami
fermentai. Jie galéty biiti naudojami cheminiy junginiy, sunkiai gaunamy
Zinomais organinés chemijos metodais, sintez¢je. Kai kurios Arthrobacter spp.
rusys gali gaminti eritromicing, gliukozés izomeraze (Shaw ir Hartley, 1988),
biologinés kilmés detergentus (Morikawa ir kt., 1994), augaly hormonus ar
riboflaving (Jones ir Keddie, 2006).

Psichrofiliniy rai§iy fermentai dél savo iSskirtiniy savybiy sulauké
didelio démesio, nes gali biiti panaudoti biotechnologiniy procesuy kiirimui.
Proteazés gali biti pritaikomos pieno, odos ir farmacijos pramong¢je. Sarminiy
proteaziy turincios psichrofilinés bakterijos gali biiti naudojamos pramoniniy ir
buitiniy organiniy atlieky, kuriose daug baltymy, nukenksminimui (Salwan ir
kt., 2010). Psichrofiliniy bakteriju fermenty didziausias aktyvumas yra zemoje
temperatiroje (Lonhienne ir kt., 2001; Salwan ir kt., 2010), todél, vykdant
reakcijas, sutaupoma energijos, o tai teikia ekonoming nauda. Be to, esant
bitinybei, fermentai gali biiti lengvai termiskai inaktyvuojami (Salwan ir kt.,
2010).

Arthrobacter spp. bakteriju fermentai galéty buti naudingi jvairiy
sri¢iy pramongje ir biotechnologijoje. Deja, jie néra placiai naudojami, nes
daugelis Sios genties baltymu yra neaktyviis Escherichia coli lastelése. Todél
hibridiniai vektoriai, kurie patikimai veikty Arthrobacter spp. bakterijose,

palengvinty Sios problemos sprendima.
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Literatiiros apzvalgoje yra apraSytos Arthrobacter spp. bakteriju
didelés (katabolinés) ir mazosios plazmidés, Sioms bakterijoms sukurti
hibridiniai vektoriai. Taip pat pateikiami heterocikliniy (piridino ir jo dariniy)
ir aromatiniy (ftalio riigties) junginiy, kuriuos sugeba skaidyti minétos genties

bakterijos, degradacijos keliai.

1.2. PlazmidZiy charakteristika

Plazmidés yra dvigrandinés DNR molekulés, kurios sugeba
savarankiskai replikuotis (Couturier ir kt., 1988, Dennis, 2005). DaZniausiai jos
blina ziedinés struktiiros, taciau vis daugiau aptinkama ir linijiniy (Hayes,
2003). Plazmidziy dydis biina nuo dviejy (savarankiskai besireplikuojantys
elementai) iki keliy Simty ar tikstanciy (megaplazmidés) kilobaziy. Paprastai
dideliy plazmidziy kopiju skaicius lasteléje yra stabilus — viena ar dvi kopijos,
o mazyjy gali biiti deSimtys ar net Simtai kopiju, tenkanciy vienai chromosomai
(Hayes, 2003; Miljkovic-Selimovic ir kt., 2007).

Daugelis plazmidziy yra apibiidinamos kaip kriptinés, kadangi
bakterijai Seimininkei jos nesuteikia jokiy pastebimy fenotipiniy pozymiy
(Hayes, 2003; Miljkovic-Selimovic ir kt., 2007), taciau jos gali apsaugoti
lastele Seimininke nuo giminingy svetimy plazmidziy patekimo arba gali tapti
naujy didesniy plazmidziy pirmtakémis (Hayes, 2003). Daugelis kity
plazmidziy bakterijoms suteikia savybiy, kurios padeda prisitaikyti ir iSgyventi
pavojingoje ar pakitusioje aplinkoje (Hayes, 2003), kadangi jose yra genai,
lemiantys bakteriocino ir kolicino, antibiotiky, enterotoksinuy, chemolizino
gamyba, taip pat atsparuma antibiotikams, sunkiesiems metalams (Svinui,
gyvsidabriui, cinkui) ar UV spinduliavimui (Hayes, 2003; Miljkovic-Selimovic
ir kt., 2007). Genai, koduojantys baltymus, kurie dalyvauja ivairiy toksiniy
junginiy (aromatiniy angliavandeniliy, heterocikliniy junginiy bei ju dariniy)
skaidyme, taip pat paprastai yra susitelke plazmidése (Hayes, 2003). Zinoma,

kad plazmidés turi genus, reikalingus ju funkcionavimui ir padalijimui
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lastelése. Siy geny produktai dalyvauja replikacijoje, konjugacijoje ir uztikrina
plazmidziy stabiluma (Miljkovic-Selimovic ir kt., 2007).

Plazmideés tarp bakteriju gali plisti horizontalaus geny perdavimo biidu
vykstant konjugacijai ar transdukcijai (Dennis, 2005; Miljkovic-Selimovic ir
kt., 2007). Atskiroms plazmidziy dalims ar genams padeda iSplisti mobiliis
genomo elementai: transpozonai, integronai, iterptinés sekos (IS, angl.
insertion sequence), genominés salelés ir integruoti konjugaciniai elementai.
Mobiliis genomo elementai supa daugeli operony, kuriuose yra genai,
koduojantys cheminiy junginiy skaidymo baltymus ar lemiantys atsparuma
antibiotikams, sunkiesiems metalams, radiacijai (Dennis, 2005; Vedler, 2009).

Katabolinés plazmidés turi genus, kurie koduoja cheminiy junginiy
skaidyme dalyvaujancius fermentus. Paprastai tokios plazmidés yra didelés
(nuo 50 kb iki 1 ar daugiau Mb) ir mazakopijinés. Siu plazmidziy dydj lemia
tai, kad jose yra genai, reikalingi replikacijai ir perdavimui dukterinéms
lasteléms, taip pat kataboliniai genai ar operonai, reikalingi pilnai cheminiy
junginiy degradacijai, be to, jose gausu transpozony ar IS elementy (Dennis,

2005; Vedler, 2009).

1.2.1. Plazmidziy replikacijos tipai

Plazmidés, kaip ir chromosomos, replikuojasi lastelés ciklo metu, kad
abi dukterinés lastelés gauty bent po viena plazmidés kopija. Didelés
plazmidés daznai turi daugybe replikony, iSsibarsiusiy skirtingose plazmideés
vietose, arba koduoja skirtingus replikacijos baltymus. Skirtingi plazmidés
replikacijos mechanizmai uztikrina jos funkcionavima keliy tipy bakterijose
(Hayes, 2003).

Daugeliui mazy (<10 kb) ziediniy plazmidziy biidingi trys pagrindiniai
replikacijos tipai: teta, riedanc¢io rato ir grandinés iSstimimo. Plazmidése yra

genai arba sritys, dalyvaujancios replikacijoje ir jos kontroléje. DNR
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replikacija prasideda nuo pradzios srities ori (nuo angl. origin), kuri yra tipiska
kiekvienam replikonui (Del Solar ir kt., 1998).

Teta replikacija yra biuidinga ir Gram-neigiamy, ir Gram-teigiamy
bakterijuy plazmidéms. Vykstant teta tipo replikacijai, yra iSskiriamos motininés
DNR grandinés, susintetinamas RNR pradmuo ir, ji prijungus, inicijuojama
DNR sintezé. Vienoje i§ grandiniy (pirmaujancioje) DNR sintezé yra
nenutriikstanti, kitoje (atsiliekancioje) nutrukstanti (1.1 pav.). DNR sintezé gali
prasidéti nuo vienos ar keliy ori sri¢iy, replikacija gali biti vienakrypté arba

dvikrypté (Del Solar ir kt., 1998).

Motininé (matrica)
RNR  (papki  grandiné
Replikaciné ~ pradmuo fragmentas
ori Sakuté Dukteriné
(nauja) /
grandiné
_—

1.1 pav. Teta tipo replikacijos schema (remiantis Rocha, 2004; Campbell ir
Reece, 2008).

Riedancio rato replikacijos mechanizmas lemia DNR sintez¢ viena
kryptimi. Sis procesas laikomas asimetriniu, kadangi pirmaujanéiosios ir
atsiliekanciosios grandiniy sintezé yra atskirta. Vienas svarbiausiy $io
replikacijos tipo pozymiy yra tas, kad naujai susintetinta pirmaujancioji (plius)
grandin¢ lieka susijungusi su ta pacia motinine plius grandine (Del Solar ir kt.,
1998). Riedancio rato biidu replikuojasi ir Gram-teigiamy, ir Gram-neigiamy
bakterijuy plazmidés (Khan, 1997; Del Solar ir kt., 1998). Plazmidés
pirmaujancios grandinés replikacija prasideda nuo dvigrandinés DNR ori
(DSO; angl. double-strand ori) ir vyksta viena kryptimi. Pilnai
funkcionuojantis DSO yra sudarytas i§ maziau nei 100 bp. Replikacijos
baltymams prisijungus prie DSO, susiformuoja kryziaus pavidalo strukttros.

Atsiliekanciosios grandinés replikacija prasideda nuo viengrandinés DNR ori
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(SSO; angl. single strand ori), kuri daZniausiai yra netoli DSO. Sios grandinés
sintezéje dalyvauja tik lastelés Seimininkés baltymai. RNR polimerazé
prisijungia prie SSO ir susintetina mazdaug 20 nt RNR pradmeni. Tuomet
DNR polimerazé I pradeda DNR sinteze, kurig véliau tesia DNR polimerazé 111
(1.2 pav.) (Khan, 1997). SSO funkcionuoja tik viengrandinés DNR busenoje,
taigi atsilieckanCios grandinés replikacija néra inicijuojama tol, kol
pirmaujancioji grandiné néra pilnai susintetinta. Lasteléje esanti viengrandiné
plazmidiné DNR irodo, kad plazmidé¢ replikuojasi riedancio rato mechanizmu

(Khan, 1997).

Rep baltymas

ss0 3 350 @)
_

06

RNR

‘I S : (+)  pradmuo (

1.2 pav. Riedancio rato replikacijos schema (pagal Espinosa ir kt., 1995)

+

Grandinés iSstimimo replikacijoje dalyvauja ori, trys plazmidés
koduojami replikacijos baltymai: RepA, RepB, RepC, ir DNR Pol III bei SSB.
Minimaly ori regiong sudaro trys tapatis 20 bp iteronai ir 174 bp sritis, kurioje
yra GC-turtingas ir AT-turtingas segmentai, taip pat dvi mazos palindrominés
sekos, kuriose yra ssid ir ssiB sritys, iSsidésCiusios prieSingose grandinése.
Pirmoje replikacijos stadijoje RepC prisijungia prie ori iterony, RepA helikazé

prie abieju grandiniy AT-turtingy regiony, tuomet dupleksas iSsilydo ir
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aktyvuojamos ssi sritys (jose iniciacija gali vykti nepriklausomai). Jas atpaZzista
RepB praimazé ir pradeda nenutrikstama sintez¢, RepA helikazé iSstumia

nereplikuojama motining granding, kuri sudaro D kilpa (1.3 pav.).

ssiA

Y
O

\ ssiA ssiA
ssiAd /

%
O

ssiA ssiA
\ ssid

ssiA

/
\

00
CO

1.3 pav. Grandinés iSstimimo replikacijos schema (remiantis Scherzinger ir
kt., 1991; Brown, 2002).

Grandinés iSstimimo  replikacijos  galutiniai  produktai yra
viengrandiniai ziedai ir dvigrandiniai superspiralizuoti Ziedai. Viengrandinés
DNR molekulés gali atitikti bet kuria DNR granding ir turéti arba ssi4, arba
ssiB sekas. Jos yra naudojamos komplementarios grandinés sintezés iniciacijai,

tuomet gaunami dvigrandiniai superspiralizuoti ziedai (Del Solar ir kt., 1998).



1.2.2. Plazmidziy (ne)stabilumas ir (ne)suderinamumas

Plazmidziy stabilumas yra dvieju tipy: strukttrinis ir iSskyrimo
(segregacinis). Delecijos, insercijos, rekombinacija ar kiti veiksniai, susij¢ su
DNR, biina dazniausia struktiirinio nestabilumo priezastimi. ISskyrimo
(segregacini) nestabiluma lemia nevienodas plazmidziy paskirstymas lastelés
dalijimosi metu. Plazmidziy stabilumui itakos turi genetiniai (plazmidés kopiju
skaiCius, lastelés Seimininkés savybés) ir aplinkos (mitybiné aplinka,
temperatiira, deguonies kiekis) veiksniai (Zhang ir kt., 1996).

Vienas svarbiausiy veiksniy yra kopijy skaiciaus kontrol¢. Gamtinés
plazmidés turi tokios kontrolés sistema, kuri uztikrina, kad kiekvienos
plazmidés replikacija vykty bent karta lastelés ciklo metu. Daugiakopijinés
plazmidés dazniausiai biina palyginti mazos ir, manoma, kad juy stabilumas
priklauso nuo atsitiktinio kopiju pasiskirstymo lastelés dalijimosi metu. Deja,
ne visos daugiakopijinés plazmidés yra tokios stabilios, kaip galima bty
tikétis. Ju nestabiluma lemia kopiju skai¢iy mazinantys veiksniai: nevienodas
plazmidziy kopiju skaicius atskirose lastelése, plazmidziy telkiniai (Ebersbach
ir Gerdes, 2005) arba plazmidziy multimerizacija vykstant homologinei
rekombinacijai. Taigi, daugelis gamtiniy plazmidziy turi vietai savitas
skaidymo sistemas, kurios plazmidziy multimerus suskaido i monomerus
(Ebersbach ir Gerdes, 2005; Bahl ir kt., 2009).

Mazakopijinés plazmidés suteikia lastelei Seimininkei maZesng
metaboling nasSta, nors ir yra didesnés uz daugiakopijines. Mazakopijiniy
plazmidziy stabilumo negali uztikrinti atsitiktinis kopiju paskirstymas
(Ebersbach ir Gerdes, 2005). Todél Sios plazmidés turi padalijimo sistema
(Ebersbach ir Gerdes, 2005; Bahl ir kt., 2009), kuria sudaro genuy parA ir parB
koduojami baltymai. Sie baltymai, saveikaudami tarpusavyje ir su DNR,
sudaro nukleoproteinini kompleksa, kuris veikia kaip i centromera panasus
elementas ir prie§ dalijimasi paskirsto plazmidinés DNR kopijas dukterinéms
lasteléms (Bahl ir kt., 2009). Be to, daugelis mazakopijiniy plazmidziy turi dar

vieng efektyvy stabilumo mechanizma — zudymo po pasidalijimo sistema
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(Ebersbach ir Gerdes, 2005; Bahl ir kt., 2009), dar Zinoma kaip toksino—
antitoksino sistema (Bahl ir kt., 2009). Ja sudaro bent dviejuy genuy operonas.
Vienas genas koduoja stabily toksina, kitas — atitinkama nestabily antitoksina
(Bahl ir kt., 2009). Zudymo po pasidalijimo sistema lemia plazmidés i§laikyma
lasteléje, nes plazmidés neturincios lastelés ztina (Ebersbach ir Gerdes, 2005).
Dar vienas plazmidziy stabilumo mechanizmas yra horizontalus plazmidés
perdavimas, kuris gali biiti ivardinamas kaip reinfekcija po pasidalijimo,
kadangi konjugacinés plazmidés gali elgtis kaip parazitiniai DNR elementai ar
savanaudiska DNR (Bahl ir kt., 2009).

»Papildomo bagazo* teorija teigia, kad esant neatrankioms salygoms,
lastelés, neturincios plazmidés, nukonkuruos plazmides turincias lasteles, todél
plazmidés tampa nereikalingos ir yra pametamos (Bahl ir kt., 2009). Be to,
kiekviena plazmidé yra papildoma metaboliné nasta lastelei Seimininkei
(Zhang ir kt., 1996). Taigi, kad lastelé Seimininké kuo ilgiau iSlaikyty
plazmidg, ji turi teikti lastelei papildomas funkcijas, lemiancias pranasSuma,
arba turéti efektyvia sistema, kuri uztikrinty tiksly kopiju paskirstyma lastelés
dalijimosi metu, arba elgtis kaip parazitinis elementas, plintantis horizontaliu
geny perdavimo biidu (Bahl ir kt., 2009).

Plazmidziy nesuderinamuma lemia funkciSkai vienodi replikacijos
vienetai, kuriy neatskiria lastelés Seimininkés replikacijos ir kopiju padalijimo
mechanizmai (Petersen, 2011). Nesuderinamos plazmidés negali stabiliai
funkcionuoti toje pacioje lastel¢je, tod¢l vienas atsitiktinis replikonas iSnyksta
po daugelio lastelés pasidalijimy. Nustatyta, kad trys tipinio plazmidinio
replikono elementai: cop, rep/ori, par, lemia plazmidziy nesuderinamuma
(Novick, 1987). Esant replikaciniam nesuderinamumui, vienos plazmidés
replikacija reguliuojantys veiksniai (iteronai, antiprasminé RNR ir kiti) gali
daryti jtaka ir kitos plazmidés replikacijai. Padalijimo nesuderinamumas yra
siejamas su plazmidziy, turin€iy vienoda 1 centromera panasy elementa,
abipusiu nestabilumu. Tokios plazmidés varzosi dél riboty savity prisijungimo
viety dukterinése lastelése. Likusios neprisijungusios plazmidés atsitiktinai

i§sibarsto ir daznai yra prarandamos. Sio tipo nesuderinamuma taip pat gali
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lemti vieno ar kito padalijimo baltymo (ParA arba ParB) perteklius (Bouet ir
kt., 2007). Visos plazmidés yra skirstomos | nesuderinamumo grupes.
Plazmidés, turin¢ios suderinamus replikonus ir skirtingus genetinius
zymenis, gali buti naudojamos keliy baltymy raiskai toje pacioje lasteléje. Tai
puikus genetinis irankis, palengvinantis baltymo-baltymo saveikos, daugybiniy

kompleksy susirinkimo tyrimus, biocheminiy keliy analizg (Novy ir kt., 2002).

1.3 Arthrobacter genties bakterijy plazmidés

Arthrobacter spp. bakterijos yra intensyviai tiriamos, kadangi gali
skaidyti jvairius aromatinius, heterociklinius junginius, taip pat ir pesticidus.
Tyrimais nustatyta, kad daugelis rasiy turi katabolines plazmides (lentelé 1.2),
kuriose yra minéty cheminiy junginiy skaidymo genai. Aptikty plazmidziy
genetinio iStyrimo lygis skiriasi. AnksCiausiai aprasytoms plazmidéms yra
priskirta tik tam tikry junginiy skaidymo funkcija. Véliau tiriant plazmides,
buvo nustatomos plazmidziy fragmenty, kuriuose yra skaidymo genai, ar
atskiry geny nukleotidy sekos. Paskutiniu metu literatiiroje pasirodo vis
daugiau duomeny apie pilnai nustatytas Arthrobacter spp. bakterijy plazmidziy
(pAO1 (A. nicotinovorans), pAL1 (A4. nitroguajacolicus Ri6la), pSI-1
(Arthrobacter sp. AK-1), pFB24-104 ir pFB24-105 bei pFB24-136
(Arthrobacter sp. FB24), pChrl5 (Arthrobacter sp. Chrl5)) ir genomu (4.
aurescens TC1, A. arilaitensis Rell7, A. phenanthrenivorans Sphe3) sekas.
Tolesniuose skyreliuose zinomos Arthrobacter genties plazmidés, pradedant
nuo anksCiausiai aprasyty literatiiroje, bus nagrinéjamos smulkiau. Bakterijy
plazmidés, lemiancios to paties junginio skaidyma, bus minimos bendrame
skyrelyje. Verta paminéti, kad kol kas néra nustatytas nei vienos katabolinés
plazmidés replikacijos tipas.

Informacijos apie mazas Arthrobacter spp. plazmides (lentelé 1.1)
literatiroje néra daug. Siuo metu yra Zinomos tik trys plazmidés: pA3, p54,

pRE117-2. Jos taip pat bus aptariamos atskirame skyrelyje.
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1.3.1. Arthrobacter spp. katabolinés plazmidés

1.3.1.1. Arthrobacter oxydans P52 plazmidé

A. oxydans P52 kamienas, iSskirtas i§ dirvos, sugeba skaidyti
fenilkarbamato (3-metoksikarbonil-aminofenil-3-metilkarbonilatas) herbicidus
(fenmedifama ir desmedifama) hidrolizuodamas juy centrini karbamatini rysi.
Nustatyta, kad Siy junginiy degradacijoje dalyvauja fermentas fenilkarbamato
hidrolazé (fenmedifamo hidrolazé) (Pohlenz ir kt., 1992). Si fermenta koduoja
ped genas, esantis 41 kb dydzio pHP52 plazmidéje. Geno tyrimams 3,3 kb
plazmidés fragmentas buvo klonuotas i pUCI9 vektoriy. Siame fragmente
buvo nustatyta 1867 bp seka bei joje nustatytas vienas atviras skaitymo rémelis
(asr), koduojantis 55 kDa molekulinés masés baltyma (Pohlenz ir kt., 1992).

Fermentas yra labai specifiskas substratui. Difenilkarbamatai,
fenmedifamas ir desmedifamas yra hidrolizuojami pana$iu greiciu, tuo tarpu
fenizofamo (prie karbamato azoto prijungta papildoma alkilo grupe) hidrolizés
greitis yra labai mazas. Chlorprofamas (prie karbamato grupés prijungtos arilo
ir alkilo lickanos) hidrolizuojamas apie 100 karty 1é¢iau nei fenmedifamas.
Karbamato hidrolazé neatakuoja herbicido diurono (N-(3,4-dichlorofenil)-N,N-
dimetil uréjos) (Pohlenz ir kt., 1992).

1.3.1.2. Arthrobacter spp. rusiy, degraduojanciy p-nitrofenolj, plazmidés

Hanne ir kt. i§skyré keleta Actinomycetales eilés bakterijy, sugebanciy
skaidyti p-nitrofenoli (Hanne ir kt., 1993). IS Arthrobacter aurescens TW17
kamieno lasteliy buvo iSskirtos dvi didelés plazmidés. Nustatyta, kad
bakterijos, turincios abi plazmides, gali skaidyti p-nitrofenolj, o netekusios §ios
savybés bakterijos yra praradusios didesniaja plazmidg. Tai irodo, kad joje yra
genai, koduojantys p-nitrofenolio skaidymo baltymus (Hanne ir kt., 1993).



A. aurescens TW17 sugeba degraduoti nitrofenolius, turinCius nitro
grupeg ne tik para, bet ir meta padétyje, taip pat 4-nitrokatecholj ir 3-metil-4-
nitrofenolj. Kamienai, i$§gydyti nuo plazmidziy, nesugeb¢jo skaidyti nei vieno
i§ $iu junginiy. Degradacijoje dalyvaujantys fermentai yra indukuojami
substratu arba i substrata panasiais junginiais (Hanne ir kt., 1993).

Arthrobacter  protophormiae RKJ100 kamienas gali skaidyti
o-nitrobenzoata (3-nitrobenzoata) (Chauhan ir Jain, 2000), p-nitrofenoli ir
4-nitrokatecholi (4-nitro-benzen-1,2-dioli) (Chauhan ir kt., 2000) kaip
vienintelj anglies, azoto ir energijos $altinj. o-Nitrobenzoatas yra skaidomas
deguoniui nejautriu redukciniu keliu (Chauhan ir Jain, 2000), o kiti du
junginiai oksidaciniu keliu (Chauhan ir kt., 2000).

Sio kamieno bakterijos turi 65 kb dydZio plazmide, kuri koduoja
fermentus, dalyvaujanCius naujai nustatytame o-nitrobenzoato degradacijos
kelyje (Chauhan ir Jain, 2000) ir p-nitrofenolio bei 4-nitrokatecholio skaidyme
(Chauhan ir kt., 2000). Netekgs plazmidés, kamienas praranda sugebéjima
degraduoti visus $iuos junginius (Chauhan ir Jain, 2000; Chauhan ir kt., 2000).
Tyrimy rezultatai taip pat parodé, kad 4. protophormiae RKJ100 bakterijos 65
kb plazmidéje turi atsparuma kobaltui lemianti geng (Chauhan ir Jain, 2000).

1.3.1.3. Arthrobacter sp. RC100 plazmidés

RC100 bakterinis kamienas sugeba panaudoti karbarila (1-naftilo
metilkarbamata) kaip vienintelj anglies Saltini. Pagal 16S rRNR geno seka Sis
kamienas yra giminingiausias Arthrobacter globiformis (panasumas 96,9%).
Nustatyta, kad RC100 kamienas turi tris dideles plazmides: 110, 120 ir 130 kb,
jos atitinkamai pavadintos pRC1, pRC2, pRC3 (Hayatsu ir kt., 1999).

Atlikus tyrimus, paaiskéjo, kad pRC1 plazmidéje yra genai,
koduojantys karbarilo hidrolizés baltymus. Baltymu, skaidanciy 1-naftoli iki
2,5-dihidroksibenzoinés rigsties, genai, buvo nustatyti plazmidéje pRC2.

Bakterijos, praradusios abi S§ias plazmides, netenka sugeb¢jimo skaidyti

25



I-naftilo  metilkarbamata  ir I-naftoli, taCiau  gali  panaudoti
2,5-dihidroksibenzoing riigsti kaip vienintelj anglies Saltini. Tai rodo, kad Sios
rugsties skaidymo kelio baltymai yra koduojami chromosomoje. Plazmidziy
pRCI1 ir pRC2 dalyvavima atitinkamy medziagy metabolizme irodé ir ju
perkélimas konjugacijos biidu. Tuo paciu buvo irodyta, kad pilnai karbarilo

degradacijai reikia abiejy plazmidziy (Hayatsu ir kt., 1999).

1.3.1.4. Arthrobacter globiformis D47 plazmidés

Bakterinis kamienas D47, sugebantis skaidyti herbicida diurona
(N-(3,4-dichlorofenil)-N,N-dimetil uréja) buvo isskirtas i§ dirvos. Jis priklauso
A. globiformis rasiai (Cullington ir Walker, 1999). Sios bakterijos, auginamos
minimalioje terpéje, taip pat gali skaidyti kitus herbicidus, turincius uréjos:
izoproturona, chlortolurona, linurona ir monolinurona. D47 kamieno
bakterijose buvo aptiktos dvi plazmidés: pHRIM620 (47 kb) ir pHRIM621 (35
kb). Daugelis genu, koduojanciy degradacijos fermentus, buvo priskirti
plazmidéms (Turnbull ir kt., 2001).

Bakterijos, sugebancios skaidyti diurona, turi arba abi, arba didesniaja
plazmide, o bakterijos, praradusios §i sugeb¢jima, turi tik mazesniaja arba
neturi nei vienos plazmidés. Atlikus DNR sekos analizg, nustatyta, kad
fermenta, dalyvaujanti diurono degradacijoje, koduoja 1368 bp dydzio atviras
skaitymo rémelis. Genas, pavadintas puhA, koduoja 456 amino rigsciy,
apytiksliai 48,9 kDa dydzio baltyma — feniluréjos hidrolazg, kuri Sioje
herbicidy grupéje skelia jungti tarp dvieju anglies atomu (Turnbull ir kt.,
2001).

1.3.1.5. Arthrobacter keyseri 12B plazmidés

A. keyseri 12B (Keyser, 1974) vercia ftalata (1,2-benzendikarboksi-
rigsti) { 3,4-dihidroksibenzoing riigsti (Eaton, 2001). Sio kamieno bakterijos
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turi tris plazmides: pREl (130 kb), pRE2 (80 kb), pRE3 (70 kb). Norint
nustatyti, kurioje plazmidéje yra genai, koduojantys ftalato skaidyme
dalyvaujancius baltymus, bakterijos buvo gydomos nuo plazmidziy. Visi
kamienai, kurie galéjo skaidyti ftalata, turéjo didziaja plazmid¢ pRE1. Buvo
nustatyta jos 26274 bp dydzio fragmento nukleotidy seka (Eaton, 2001).

DNR analizé parod¢, kad fragmenta sudaro keletas skirtingy genetiniy
vienety: pht operonas, kuri sudaro genai fermenty, dalyvaujanciy ftalato
degradacijoje iki 3,4-dihidroksibenzoinés riigsties; pcm operonas, koduojantis
minétos rugsties skaidymo fermentus; numanomas ptr operonas, kuriame yra
galimo ftalato, 3,4-dihidroksibenzoinés riigSties ar ftalato esterio neSiklio
genas; galimas ftalato esterio hidrolazés genas, pehd; ir transpozono rezolvazés
genas, tnpR (Eaton, 2001).

A. keyseri 12B kamienas taip pat sugeba transformuoti ir ftalato
analogus:  2-trifluorometilbenzoata,  2-nitrobenzoata,  2-jodobenzoata,
2-chlorobenzoata, 2-bromobenzoata, 2-acetilbenzoata, 2-metoksibenzoata, 2,6-
diclorobenzoata, 2-chloro-6-fluorobenzoata, monometilftalata ir 2-fluoro-6-

jodobenzoata (Eaton, 2001).

1.3.1.6. Arthrobacter spp. kamieny, skaidanéiy atrazina, plazmidés

Rousseaux ir kt. (2002) isskyré 25 kamienus, sugebancCius skaidyti
atrazina (2-chloro-4-ctilamino-6-izopropilamino-1,3,5-triazing). Trys (Cit2,
Dijl, Epl) i§ ju priklauso Arthrobacter crystallopoietes ruSiai. Visi Sie
kamienai turi po tris plazmides, kuriy dydis yra 426, 182 ir 117 kb. Sios
bakterijos atrazing verCia i 1,3,5-triazintrioli. a#zBC genai, koduojantys
fermentus, kurie dalyvauja atrazino skaidyme, yra issidést¢ 117 kb dydzio
plazmidéje. Nustatyta, kad A. crystallopoietes kamienai neturi atzA geno,
tadiau turi triazino hidrolazés gena — t7zN (Rousseaux ir kt., 2002).

Kelios mokslininky grupés: Sajjaphan su bendradarbiais bei Mongodin

su bendradarbiais, tyré Arthrobacter aurescens TC1 kamieno bakterijas,
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galinCias panaudoti atrazina kaip vienintelj anglies ir azoto Saltinj (Sajjaphan ir
kt., 2004; Mongodin ir kt., 2006). Anksciau buvo nustatyta, kad TC1 kamienas
gali metabolizuoti 23 skirtingus s-triazino (1,3,5-triazino) junginius (Strong ir
kt., 2002). Sis kamienas, veikiant trijuy geny (zzN, atzB, atzC) produktams,
skaido atrazina iki cianuro rugsties (1,3,5-triazintriolio), kuri iSskiriama i
augimo terpe (Sajjaphan ir kt., 2004; Mongodin ir kt., 2006).

Nustatyta, kad TC1 kamienas turi dvi plazmides: pAA1 ir pAA2, kuriy
dydis atitinkamai yra 380 ir 290 kb (Sajjaphan ir kt., 2004). Mongodin ir kt.
(2006) nustaté TC1 kamieno viso genomo nukleotidy seka. Tuomet paaiskéjo,
kad plazmidés pTCl (pAAl) ir pTC2 (pAA2) atitinkamai yra 328237 ir
300725 bp dydzio. Kadangi pTCl plazmidé turi SeSias tapaCias 16 kb
pasikartojancio regiono kopijas, tad galutinis plazmidés dydis yra apie 408 kb
(Mongodin ir kt., 2006). Abi mokslininky grupés nepriklausomais tyrimais
nustaté, kad genai, koduojantys atrazino skaidymo fermentus, yra didesnéje
plazmidéje (Sajjaphan ir kt., 2004; Mongodin ir kt., 2006).

Sajjaphan ir kt. tyré didesnés plazmidés 161264 nukleotidy dydzio
fragmenta. Nustacius jo seka, paaiskéjo, kad GC sudaro 63,5%, buvo aptikti
178 atviri skaitymo rémeliai. Atlikus DNR analizg, buvo nustatyti tik trys
genai, koduojantys amidohidrolaziy superSeimos baltymus (TrzN, AtzB,
Atz(C). Kiti Sio fragmento genai atrazino katabolizme nedalyvauja. trzN, atzB,
atzC genai yra apsupti jvairiy IS elementy arba transpozonu. Manoma, kad ju
raiSka vyksta nepriklausomai vienas nuo kito. Be to, tirtame regione aptikti
genai, lemiantys atsparuma metalams ir atliekantys transportavimo funkcija
Gram-teigiamose bakterijose (Sajjaphan ir kt., 2004).

Mongodin ir kt. teigimu pTCI1 plazmidés GC sudaro 64,6 %, joje
aptikti 297 atviri skaitymo rémeliai. ISanalizavus sekas, visi trys triazino
hidrolazés genai, #7zN, atzB ir atzC buvo aptikti tik didesn¢je (pTCl)
plazmidéje. Sie genai buvo aptikti pagal panasuma i genus i§ Pseudomonas sp.
ADP bakteriju pADP-1 plazmidés. Nustatyta, kad triazino hidrolazés genas,
trzN, yra minétame 16 kb pasikartojanCiame regione. Didelis Sio geno, kurio

koduojamas baltymas dalyvauja pirmasis s-triazino skaidymo kelyje, kopiju
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skaiCius gali turéti svarbia reikSme $iy bakterijy sugebéjimui katabolizuoti
dideli s-triazino junginiy kieki kaip vieninteli azoto ir anglies S$altini
(Mongodin ir kt., 2006).

16 kb pasikartojanéiame regione taip pat nustatyta tiksli
topoizomerazés-praimazeés domeno (konservatyvi DNR praimazés sritis) geno
duplikacija. Si konservatyvi sritis atitinka topoizomerazés-praimazés domena,
btudinga DnaG praimazéms, topoizomerazéms ir RecR/M DNR reparacijos
baltymams. pTC1 plazmidéje yra 14 transpozony ir/arba IS elementy. Visa
grupé geny (ipu), koduojancéiy izopropilamino skaidymo baltymus, aptikta
abiejose TCI1 bakterijy plazmidése. Greiciausiai Siy geny produktai skaido
keleta s-triaziny, todél bakterijos juos gali panaudoti kaip vienintelj anglies ir
azoto Saltini. pTC1 ir pTC2 plazmidése esantys ipu genai sudaro grupe, taciau
nesuformuoja vieno operono (Mongodin ir kt., 2006).

pTC1 plazmidés genai yra mazai homologiski kity plazmidziy, kuriy
sekos nustatytos, genams. DvideSimt SeSi baltymai, kuriy genai yra pTCl1
plazmidéje, pagal aminoriigs¢iy seka yra labiausiai panaStus i baltymus i$
A. nicotinovorans pAO1 plazmidés. Tarp zinomy baltymy didziausias
panasumas nustatytas | galima Soj/Par Seimos baltyma (88 %), galima ParB
padalijimo baltyma (51 %), DNR invertazg (70 %) (vietai savitos
rekombinazés/rezolvazés Seimos baltyma). Tai leidzia teigti, kad pTCl ir
pAO1 genai, dalyvaujantys plazmidziy paskirstyme, turi bendra protévi
(Mongodin ir kt., 2006).

A. aurescens TC1 kamieno chromosomoje ir plazmidéje pTC1 yra
aptikti penki vienodi genai, susij¢ su citochromu c: trys citochromo ¢
biosintezés genai, vienas numanamo citochromo ¢ surinkimo baltymo ir vienas
citochromo ¢ oksidazés subvieneto III. TC1 bakterijose yra penki
chromosominiai genai, kurie lemia atsparuma kobaltui-cinkui-kadmiui, ir
septyni pTC1 plazmidés genai, lemiantys atsparuma variui (Mongodin ir kt.,
2006).

Plazmidé pTC2 turi 275 atvirus skaitymo rémelius, jos GC sudaro

61,3 %. Didele dalis joje esanciy geny koduoja baltymus, dalyvaujancius azota
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turin€iy junginiy skaidyme, energijos metabolizme, taip pat transkripcijos
reguliatorius. Sioje plazmidéje yra devyni transpozonai ir/arba IS elementai.
Joje taip pat nustatyti trys genai, lemiantys atsparuma variui, keturi — arsenui ir
vienas — kobaltui-cinkui-kadmiui (Mongodin ir kt., 2006).

Arthrobacter nicotinovorans HIM bakterijos, sugebancios skaidyti
atrazina, buvo iSskirtos i§ dirvozemio (Aislabie ir kt., 2005). Jos taip pat
sugeba skaidyti pesticidus: simazina, terbutilazina, propazing ir prometrina, ir
panaudoti kaip azoto Saltini, bet nesugeba utilizuoti terbumetono.
A. nicotinovorans HIM, kaip ir anksCiau apraSytos bakteriju riiSys, skaido
atrazing iki cianuro rigsties. Atrazino skaidymo baltymus koduojantys genai
(atzA, atzB ir atzC) buvo aptikti PGR biidu. Véliau nustatyta, kad $is kamienas
turi dvi plazmides (96 kb ir 53 kb). Atlikus tyrimus, paaiskéjo, kad visi trys
genai yra didesnéje plazmideje (Aislabie ir kt., 2005).

1.3.1.7. Arthrobacter nicotinovorans 165 kb plazmidé pAOI1

Dirvos bakterijos 4. nicotinovorans gali panaudoti nikoting (3-[(25)-1-
metilpirolidin-2-il]piridino) kaip anglies ir azoto Saltini (Igloi ir Brandsch,
2003). Sia savybe suteikia bakterijose esanti kataboliné plazmidé — pAO1. Joje
yra genai, koduojantys L-nikotino degradacijos baltymus: nikotino
dehidrogenaze, kuri hidroksilina nikotino piridino ziedo C6 atoma,
6-hidroksi-L-nikotino oksidaze, atveriancia nikotino pirolidino Zieda, ir ketony
dehidrogenaze, hidroksilinan¢ia piridino ziedo C2 atoma. Kai nikotinas
naudojamas kaip vienintelis anglies ir azoto $altinis, bakterijos sugeba skaidyti
ir 2,3,6-trihidroksipiriding (Igloi ir Brandsch, 2003).

Plazmidéje yra taip pat aptikti angliavandeniy skaidymo baltymy
genai. Nustatyti trys operonai, kuriuos valdo transkripcijos reguliatorius,
transkribuojamas | prieSinga pus¢ nei struktiiriniai genai. Pirmojo operono
genai koduoja baltymus, kurie galéty dalyvauti glikolipidu katabolizme.

Heksoziy oksidavime dalyvaujanciy baltymy genai sudaro antraji operona.
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TreCiajame operone nustatyti genai, kuriy baltymai dalyvauja skirtingy
angliavandeniy pernesime (Ganas ir kt., 2009).

Ziediné plazmidé yra sudaryta i§ 165139 bp, GC sudaro 59,7 %.
Nustatyta, kad genai sudaro 83,2 % plazmidés DNR. Buvo nustatyti 165 atviri
skaitymo rémeliai, i§ ju 126 asr buvo ivardyti. 39-iy asr koduojamy baltymy
homologai nebuvo nustatyti. pAO1 plazmidés struktiira yra moduling, ji yra
sudaryta i§ DNR segmenty, kuriuos supa transpozonai, homologiski
Staphylococcus aureus Tn554 ir Tn552, ir IS/473 bei elementai, panasiis i
IS71473 (1.4 pav.). Didzioji dalis geny, koduojan¢iy nikotino skaidymo
baltymus, yra iSsidést¢ DNR segmente, kuri supa Tn552 ir IS/473. Fragmento
GC sudaro 56,7 %, §i reikSmé yra maZesné nei kity plazmidés segmenty,
kuriuose yra angliavandeniy skaidymo, plazmidés replikacijos, paskirstymo,

padalijimo ir konjugacijos genai (Igloi ir Brandsch, 2003).

1.4 pav. Plazmidés pAOIl struktiiriné
schema. Nurodytos sritys, kuriose yra
metabolizmo ir plazmidés funkcijos
genai: mélyna — nikotino skaidymo,
zalia — molibdeno kofaktoriaus
biosintezes, raudona — angliavandeniy
skaidymo, geltona — genai, susij¢ su
plazmidés replikacija, padalijimu ir
konjugacija (Ganas ir kt., 2009).

1S1473

Atviry skaitymo rémeliy, koduojanciy galimus replikacijos baltymus,
telkiniai yra iSsibarst¢ po visa pAO1 plazmidg. Joje aptikti ParA ir ParB
baltymus koduojantys genai. Sie baltymai dalyvauja DNR kopijy padalijime.
pAO1 plazmidéje nejprasta yra tai, kad ParB yra sudarytas i$ trijy atskiry geny
produkty, o ParA genas yra nutolgs nuo parB mazdaug 28 kb atstumu ir ji supa
asr, kuriy produktai néra panasSiis i zinomus baltymus. Kiti baltymai ar
elementai reikalingi replikacijai pAO1 plazmidéje néra aptikti, kol kas

plazmidés replikacijos ori seka néra nustatyta (Igloi ir Brandsch, 2003).
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Plazmidéje aptikti keli asr, giminingi baltymams, atlieckantiems pilés
biogenezés, pavirsiaus atskyrimo ir konjugacinés DNR metabolizmo funkcijas.
Taigi, galima teigti, kad pAO1 yra konjugaciné plazmidé (Igloi ir Brandsch,
2003).

1.3.1.8. Arthrobacter nitroguajacolicus Rii61a linijiné plazmidé pAL1

A. nitroguajacolicus Rii6la kamienas gali panaudoti chinalding
(2-metilchinoling), kuris yra anglies dervos sudedamoji dalis, kaip vieninteli
anglies ir energijos Saltinj. Sis kamienas minéta medzZiaga skaido antranilato
keliu iki anglies monooksido ir N-acetilantranilato (Overhage ir kt., 2005), o
pastarasis paverc¢iamas antranilatu susidarant acetatui (Parschat ir kt., 2007).
Pastebéjus, kad bakterijos spontaniskai praranda gebéjima skaidyti chinaldina,
1H-4-oksochinalding ir N-acetilantranilata, buvo iSkelta hipotezé, kad genai,
koduojantys chinaldino skaidymo baltymus, yra plazmidéje (Overhage ir kt.,
2005).

Genominés DNR tyrimas parodé, kad A. nitroguajacolicus Rii6la
bakterijos turi apie 100 kb linijing plazmidg, pavadinta pALl. Tolimesni
tyrimai patvirtino, kad baltymai, skaidantys chinalding iki antranilato, yra
koduojami plazmidéje. Nustatyta, kad mutantai, prarade plazmidg ir negalintys
skaidyti chinaldino, sugebéjo skaidyti antranilata. Tai rodo, kad §io junginio
skaidymo baltymus koduojantys genai greiCiausiai yra chromosomoje
(Overhage ir kt., 2005).

Véliau buvo nustatyta pAL1 plazmidés (112992 bp) seka. Jos GC
sudaro 60,87 %, nustatyti 103 atviri skaitymo rémeliai, kurie dengia 84,6 %
plazmidés sekos, 49 galimy genuy funkcija nebuvo ivardyta. Chinaldino
skaidymo baltymuy genai ir genai, kurie, manoma, koduoja antranilato
degradacijos baltymus, sudaro 31 kb dydzio telkini. DNR mobilizacijos,

plazmidés padalijimo ir DNR replikacijos bei reparacijos baltymy genai yra
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aptinkami 53 kb dydZio plazmidés fragmente (1.5 pav.). Sioje plazmidéje
transpozony ir IS elementy neaptikta (Parschat ir kt., 2007).

- A N .
1bp 112992 bp

1.5 pav. Plazmidés pAL1 struktiiriné schema. Genai pagal funkcija yra
suskirstyti { sritis: mélyna — dalyvaujantys chinaldino ar antranilato skaidyme;
geltona — susij¢ su DNR mobilizacija konjugacijos ar transpozicijos budu;
raudona — DNR replikacijos, reparacijos, modifikacijos ir plazmidés padalijimo
baltymy; zalia — jvairiy funkcijy; pilka — genai, koduojantys hipotetinius
baltymus (pagal Parschat ir kt., 2007).

Kaip minéta anks€iau, manoma, kad antranilato skaidymo baltymy
genai yra chromosomoje, taciau plazmidés asr seky analizé, leidzia daryti
prielaida, kad A. nitroguajacolicus Rii6la bakterijose yra dar vienas §io

junginio skaidymo kelias (Parschat ir kt., 2007).

1.3.1.9. Plazmidés i§ Arthrobacter sp. AK-1, FB24 ir Chrl5 kamieny

Plazmidé pSI-1 (99213 bp) buvo iSskirta i§ Svinui atsparaus
Arthrobacter sp. AK-1 kamieno. Nustatyta, kad Arthrobacter sp. kamienas
FB24, isskirtas i§ ksilenu ir chromatu uzterSto dirvozemio, turi tris plazmides:
pFB24-104 (96488 bp), pFB24-105 (115507 bp) ir pFB24-136 (159538 bp).
Arthrobacter sp. Chrl5 kamienas buvo iSskirtas i§ dirvozemio auginant ant
terpés, turin¢ios kalio chromato. Siame kamiene aptikta plazmidé pChrl5 yra
49633 bp dydzio. Minéty plazmidziy GC sudaro 61,9—65,0 %. Visos plazmidés
lemia atsprauma sunkiesiems metalams (Jerke ir kt., 2008).

Visose plazmidése aptikti genai, koduojantys plazmidziy padalijime
dalyvaujanti baltyma ParA. Galimi genai, koduojantys ParB baltyma, buvo
nustatyti tik pSI-1, pFB24-105, pChrl5 plazmidése. Manoma, kad plazmidése
pFB24-104 ir pFB24-136 parB genai galéjo biti neaptikti dél ju sekuy

nepanasumo | zinomy baltymy sekas. Nustatyta, kad pard ir parB genai
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plazmidése, kurios turi juos abu, yra nutol¢ vienas nuo kito bent 20 kb atstumu
(Jerke ir kt., 2008).

pSI-1 plazmidés srityje, esancioje prie§ parA gena, buvo aptiktos sekos
panasios i iteronus ir DnaA prisijungimo sritis. pChrl5 analizé parodé, kad
greta parA geno, yra iterony sritis, kurioje yra didelis AT kiekis. Kitose
plazmidése nustatyta, kad prie§ pard gena yra nepilnai tiesiogiai
pasikartojangiu sekuy, kuriy ilgis yra 6-11 nt, jos gali veikti kaip iteronai. Sie
rezultatai rodo, kad plazmidés replikacijos ori galéty biiti prie§ parA genus

(Jerke ir kt., 2008).

1.3.1.10. Arthrobacter arilaitensis Rel17 plazmidés

A. arilaitensis Rell7 yra tipinis kamienas, aptinkamas ant brandinto
stirio pavirSiaus (Monnet ir kt., 2010). Jo genomas yra sudarytas i§ ziedinés
chromosomos ir dviejy plazmidziy: pRE117-1 (50407 bp) ir pRE117-2 (8528
bp) (zr. sk. 1.3.2.). Nustatyta, kad didzioji plazmidé koduoja 47 baltymus,
daugelio ju (28) funkcija nenustatyta. Mazdaug 10 % plazmidés sekos sudaro
IS elementai. pRE117-1 koduoja tris DNR mobilizacijos baltymus ir galima
sekretuojama peptidazg. DeSimt Sios plazmidés baltymy yra panaSiausi i kity

Arthrobacter spp. plazmidziy baltymus (Monnet ir kt., 2010).

1.3.1.11. Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3

A. phenanthrenivorans Sphe3 kamienas, galintis skaidyti fenantrena ir
panaudoti ji kaip vieninteli anglies ir energijos Saltini, buvo iSskirtas i$
dirvozemio. Jis taip pat gali skaidyti ir antraceng (Kallimanis ir kt., 2009).
NustaCius $io kamieno genomo seka paaiskéjo, kad jis turi dvi dideles
plazmides: pASPHE301 (190450 bp) ir pASPHE302 (94456 bp) (Kallimanis ir

kt., 2011). Smulkesné plazmidZziy geny analiz¢ literatiiroje nepateikta.
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1.3.2. Arthrobacter spp. mazosios plazmidés

Pirmoji GenBank duomeny bazéje uzregistruota Arthrobacter sp. maza
plazmidé yra pA3 (AJ131246), kurios dydis yra vos 2205 bp. Joje nustatyti 5
atviri skaitymo rémeliai, taciau koduojami baltymai néra ivardyti (Grosse,
1993).

Neseniai Arthrobacter agilis GIC54 kamieno bakterijose, i$skirtose 1§
Grenlandijos ledo, aptikta viena maza plazmidé p54. Ji yra 1950 bp dydzio,
GC sudaro 59,6 % (Miteva ir kt., 2008). Nors plazmidéje nustatyti 7 atviri
skaitymo rémeliai, didesni nei 50 aminoriigsCiy, taciau tik keli i§ jy buvo
panasiis | zinomos funkcijos baltymus. Taip pat aptikta trumpa seka (22 nt),
kuri buvo 100 % panasi { mazy teta biidu besireplikuojanciy Rhodococcus sp.
plazmidziy pB264, pKNRO2 ir pKA22 sekas. Nustatytos trys i§ eilés einancios
tiesiogiai pasikartojancios sekos ir vienas invertuotas pasikartojimas, kurie
greiiausiai yra susij¢ su teta replikacija. Be to, aptikta nemazai IS elementy.
Dalis ju yra kilg i§ Leifsonia xyli, Corynebacterium spp., Rhodococcus spp. ir
kity Gram-teigiamy bakterijuy, kurioms buidingas didelis GC kiekis (Miteva ir
kt., 2008).

Arthrobacter arilaitensis Rel17 kamiene be minétos didelés plazmideés
(zr. sk. 1.3.1.10.) buvo aptikta ir maza plazmidé pRE117-2 (8528 bp). Joje
nustatyta 13 atviry skaitymo rémeliy, i§ ju devyni yra hipotetiniai. Manoma,

kad du genai koduoja mobilizacijos baltymus (Monnet ir kt., 2010).

1.4. Hibridiniai vektoriai, sukurti Arthrobacter spp. bakterijoms

1.4.1. Pirmieji hibridiniai vektoriai

Naudodami Corynebacterium glutamicum pCG100 ir Brevibacterium
linens pBL100 plazmides, Shaw ir Hartley (1988) sukonstravo hidribinius
vektorius Arthrobacter sp. NRRL B3728 kamieno, naudojamo gliukozés

izomerazés gamybai pramongje, bakterijoms. Buvo sukurtos trys hibridinés
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plazmidés: pBL2100, pCG2100 ir pCG1100. pBL2100 sukurta naudojant
E. coli plazmide¢ pBR322 ir kripting plazmid¢ pBL100; pCG2100 ir pCG1100
naudojant plazmides pBR322 ir pCG100 (Shaw ir Hartley, 1988).

Plazmidé pBR322 turi atsparumo ampicilinui ir tetraciklinui genus
(Bolivar ir kt., 1977). Zinoma, kad atsparumo ampicilinui genai tinkamai
neveikia Actinomycetales bakterijose, o atsparumo kanamicinui genai veikia
gerai (Batt ir kt., 1985; Martin ir kt., 1987). Taigi, genas, lemiantis atsparuma
kanamicinui, i§ plazmidés pNCAT4 buvo klonuotas | hibridines plazmides.
Arthrobacter NRRL B3728 protoplastai buvo transformuoti sukonstruotais
vektoriais. Transformacija visomis trimis plazmidémis buvo sékminga ir
pavyko gauti kolonijas, atsparias kanamicinui. pCG2100 vektoriuje, pasalinus
1 kb dydzio fragmenta, buvo gauta pCG2120 hibridiné plazmide, kuri taip pat
gali biiti naudojama kaip vektorius (Shaw ir Hartley, 1988). Arthrobacter
NRRL B3728 bakterijose sukonstruotos hibridinés plazmidés yra spontaniskai
prarandamos, jei néra selektyviu salygu. Sukurtos plazmidés gali buti
naudojamos kaip vektoriai ne tik Arthrobacter sp., bet ir Corynebacterium
glutamicum ir Brevibacterium lactofermentum bakterijose (Shaw ir Hartley,

1988).

1.4.2. pART grupés vektoriai

pART2 (4634 bp) ir pART3 (5406 bp) hibridiniai vektoriai buvo
sukurti geny raiSkos tyrimui Arthrobacter nicotinovorans bakterijose (Sandu ir
kt., 2005). Juy konstravimui panaudoti DNR fragmentai i§ A. nicotinovorans,
Corynebacterium glutamicum ir Escherichia coli plazmidziy. pART
plazmidése yra 1,9 kb dydzio fragmentas i§ C. glutamicum ATCC 13058
kriptinés plazmidés pCG100. Jame yra replikacijos ori, todél plazmidés gali
autonomiskai replikuotis 4. nicotinovorans ir A. globiformis. Sukurtose
plazmidése taip pat yra ColE1l ori i§ E. coli ir kan (atsparumo kanamicinui)

genas i§ Tn903. Geny raiska reguliuoja 6-D-hidroksinikotino oksidazes (hdnO)

36



geno promotorius/operatorius i§ A. nicotinovorans plazmidés pAO1 (Sandu ir
kt., 2005).

Plazmidé pART2 yra nuolatinés geny raiskos vektorius, o pART3 yra
skirta kontroliuojamai geny raidkai tirti Arthrobacter spp. bakterijose. Si
plazmidé turi hnoR gena — hdnO slopikli. HnoR baltymas jungiasi prie AdnO
IR1 ir IR2 operatoriy ir blokuoja Sio promotoriaus reguliuojamy geny raiska.
pART3 suteikia galimybe tirti geny raiSka, priklausoma nuo nikotino ir nuo
6-hidroksinikotino, A. nicotinovorans ir A. globiformis arba kitose
Arthrobacter sp. riiSyse, kurios turi nikotino panaudojimo sistema (Sandu ir kt.,
2005).

Plazmidziy pART2 ir pART3 veiklos ir reguliacijos tyrimui buvo
panaudota zaliai fluorescuojancio baltymo geno raiska. Klonavus fermento
2,6-dihidroksipiridino 3-hidroksilazés gena i pART vektorius, buvo tiriama
galimybé baltymus gaminti A. nicotinovorans bakterijose ir véliau juos
iSgryninti (Sandu ir kt., 2005).

Klonavus malE gena | vektoriu pART2, buvo gauta plazmidé
pART2malE (Kolkenbrock ir Fetzner, 2010). [ minéta gena, koduojanti
maltozg suriSanti baltyma, galima klonuoti tiriamo baltymo gena. Tuomet,
vykstant geno raiskai, gaunami sulieti baltymai. Maltoze suriSantis baltymas
uztikrina, kad sulieto baltymo raiSka vykty citoplazmoje, taip pat palengvina
baltymy gryninima. Paveikus jungti tarp suliety baltymuy tam tikra proteaze,
gaunamas grynas tiriamas baltymas (Maina ir kt., 1988, LaVallie ir McCoy,
1995).

1.4.3. Hibridinis vektorius pSVJ21

Pirmasis hibridinis vektorius pSVI21, turintis Arthrobacter sp. ori,
buvo sukonstruotas panaudojant plazmides p54 i§ Arthrobacter agilis GIC54,
pUCI18 ir pKSV7 18§ Bacillus sp. (Miteva ir kt., 2008). Hidrolizuotos plazmidés

p54 ir pUCI18 buvo sujungtos, o paskui { jas buvo klonuotas atsparumo
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chloramfenikoliui genas i§ pKSV7. Gautas 6002 bp konstruktas, kuris turi
atsparumo ampicilinui ir chloramfenikoliui genus, Gram-teigiamy ir
Gram-neigiamy bakterijy replikonus (Miteva ir kt., 2008).

Istyrus pSVIJ21 vektoriaus struktiirinj ir segregacini stabiluma,
padarytos iSvados, kad, auginant terpéje su antibiotiku, jis yra labai stabilus
visuose tirtuose kamienuose. Esant neatrankiom salygom, nustatytas mazesnis
segregacinis stabilumas, kuris skyrési priklausomai nuo kamieno ir auginimo

temperatiiros (Miteva ir kt., 2008).

Siuo metu yra apraSyti trys atvejai apie sukonstruotus hibridinius
vektorius, skirtus butent Arthrobacter sp. bakterijoms. Kol kas vienintelis
vektorius, turintis minétos genties replikona, yra pSVJ21, kity anksCiau
apraSyty hibridiniy plazmidziy kirimui buvo naudojami kity Actinomycetales

genciy bakterijy replikonai (1.2 lentelé).
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1.5. Piridino ir jo dariniy skaidymas

Piridinas — yra SeSianaris heterociklinis junginys, kurio vienas anglies
atomas yra pakeistas azotu. Piridinas ir jo dariniai naudojami dazy, tirpikliy,
sprogmenu, pesticidy gamyboje. Sie junginiai susidaro kaip atliekos anglies
pramongje, ju aptinkama naftos perdirbimo ir farmaciniy imoniuy nuoteky
vandenyje (Sims ir O'Loughlin, 1989).

Piridinas ir jo dariniai yra vieni i§ didziausig susiriipinima kelianciy
aplinkos tersaly, kadangi pasizymi toksisku ir teratogeniniu poveikiu. Jie
aptinkami pavirS§iniame ir popavir§iniame dirvoZzemyje. Dél savo heterociklinés
prigimties jie geriau tirpsta vandenyje nei ju analogai, sudaryti tik i§ anglies
atomy (turintys benzeno Zieda), todél gali lengviau prasiskverbti | pozeminius
vandenis (Kaiser ir kt., 1996).

Paprastai piridinas ir jo dariniai pagal mikrobiologinio skaidymo
lengvuma yra iSsidéste tokia tvarka: piridino karboksiriigStys > piridinas =
monohidroksipiridai > metilpiridinai > aminopiridinai = chloropiridinai

(Fetzner, 1998).

1.5.1. Piridino skaidymas

Cheminiu poziiiriu piridino ziedas yra linkes redukuotis, tuomet ji
atakuoja nukleofilinis agentas (C2 arba C4 padétyse) (Fetzner, 1998). Nors
tyrimai rodo, kad nemazai mikroorganizmy sugeba skaidyti heterociklinius
aromatinius junginius, taciau piridino ziedo skilimo mechanizmas vis dar yra
neaikus (Kaiser ir kt., 1996; Fetzner, 1998). Siuo metu yra isskiriami du
pagrindiniai piridino bakterinio skaidymo keliai: pirmas, hidroksilinimo
reakcijos, po kuriy seka redukcija; antras, redukcija néra inicijuojama
hidroksilinimo (Fetzner, 1998).

Shukla (1973) isskyré i§ dirvozemio Corynebacterium spp. ir

Brevibacterium spp. bakterijas, sugebancias skaidyti piriding. Tiriant piridino



skaidyma abiejy rusiy bakterijose, nustatyta, kad susidaro skruzdziy riigstis ir
amoniakas, kurie yra iSskiriami | terpg. Kai terpéje yra slopiklis pusiau
karbazidas, tai kaip tarpinis produktas kaupiasi gintaro rigSties pusiau
aldehidas (Shukla ir Kaul, 1974; Shukla ir Kaul, 1975).

Watson ir Cain (1975) tyré piridino skaidymo metabolinius kelius
Bacillus sp. 4 kamieno bakterijose. Jie nustaté tokius pat piridino skilimo
produktus kaip ir Corynebacterium sp. bei Brevibacterium sp. bakterijose.
Eksperimentai su Zymétu ['*C2] piridinu parodé, kad skruzdziy ragstis susidaro
i§ heterociklinio Ziedo antro anglies atomo. Tai rodo, kad piridino ziedas yra
skeliamas tarp 2 ir 3 anglies atomy. Taigi, buvo pasitilytas piridino skaidymo
kelias (1.6 pav.), kuris budingas ne tik Bacillus sp. 4 (Watson ir Cain, 1975),
bet ir Corynebacterium sp. bei Brevibacterium sp.

Nustatyta, kad Siame piridino skaidymo kelyje dalyvauja piridinu
indukuojama nuo NAD priklausoma gintaro riigsties pusiau aldehido

dehidrogenazé ir formamidazé (Watson ir Cain, 1975).

CHO COOH
CHO CHO

NHz + HCOOH «—— [NH,CHO]

1.6 pav. Piridino skaidymas Bacillus sp. 4, Corynebacterium sp.,
Brevibacterium sp., Micrococcus luteus bakterijose. 1 — piridinas, 2 — 1,4-
dihidropiridinas, 3 — 4-(N-formil)-amino-buten-3-enoin-1-aldehidas, 4 — 4-(N-
formil)-amino-buten-3 enoiné riigstis, 5 — formamidas, 6 — skruzdziy riigstis, 7
— amoniakas, 8 — gintaro rugsties pusiau aldehidas, 9 — gintaro riigstis (Watson
ir Cain, 1975).
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Veéliau, buvo isskirtos Micrococcus luteus bakterijos, galin¢ios skaidyti
piriding. Tiriant jo skaidymo mechanizmga minétose bakterijose, gauti
duomenys leidzia teigti, kad jos piriding skaido tuo paciu keliu kaip Bacillus
sp. 4, Corynebacterium sp. ir Brevibacterium sp. (Sims ir kt., 1986). Visos
aprasytos bakterijy rusys, galincios panaudoti piriding kaip vienintelj anglies ir
energijos Saltini, nesugeba augti ant monohidroksipiridiny, o ju lasteliu
suspensijos ar ekstraktai neoksiduoja mono- arba dihidroksipiridiny (Sims ir
kt., 1986).

Shukla ir Kaul (1986) pavyko isskirti Nocardia sp. bakterijas, kurios
galéjo skaidyti ne tik piriding, bet ir piridino-N-oksida bei 2-hidroksipiridina.
Naudojant pusiau karbazida, piridino transformacijos metu kaip tarpinis
produktas susidaré gintaro riigSties pusiau aldehidas. Taigi, buvo padaryta
iSvada, kad Nocardia sp. bakterijos skaido piriding tokiu pat keliu kaip
Bacillus sp. 4 (Shukla ir Kaul, 1986).

Warson ir Cain (1975) tyré piridino skaidyma ir Nocardia sp. Z1
kamiene ir nustaté, kad kaip tarpinis produktas susidaro glutaro riigSties pusiau
aldehidas. Penkis anglies atomus turin¢io produkto susidarymas rodo, kad
piridino ziedas turéty buti skeliamas tarp heteroatomo ir antro anglies atomo.
Taigi, jie pasiiilé dar viena piridino skaidymo kelia (1.7 pav.) (Watson ir Cain,
1975).

Piridino ziedui skilus tarp heteroatomo ir C2 atomo, susidargs
produktas yra deamininamas, tuomet susidaro glutaro dialdehidas, kuris véliau
virsta glutaro rugsties pusiau aldehidu, glutaro riigstimi, glutaril-CoA ir
galiausiai acetil-CoA. Skaidyme dalyvauja piridinu indukuojamos nuo NAD
priklausoma glutaro riigSties dehidrogenazé ir izocitrazé (Watson ir Cain,

1975).
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1.7 pav. Piridino skaidymas Nocardia sp. Z1, Azoarcus sp. pF6 bakterijose. 1 —
piridinas, 2 — 1,4-dihidropiridinas, 3 — amoniakas, 4 — glutaro dialdehidas, 5 —
glutaro rugsties pusiau aldehidas, 6 — glutaro riigstis, 7 — glutaril-CoA (Watson
ir Cain, 1975).

Azoarcus sp. pF6 bakterijos sugeba skaidyti piriding aerobinémis ir
anaerobinémis (esant nitratui) salygomis (Rhee ir kt., 1997). Nustatyta, kad
terpéje su piridinu auginty lIasteliu ekstraktai nesugeba skaidyti nei 2-, 3-,
4-hidroksipiridiny, nei 2,3-, 2,4-, 2,6-dihidroksipiridiny, tad greiiausiai Siy
bakterijy piridino skaidymo kelyje hidroksipiridinai nesusidaro. Gauti
rezultatai rodo, kad pF6 bakterijose piridinas indukuoja nuo NAD priklausoma
glutaro riigsties dialdehido dehidrogenazg bei izocitraze, ir leidzia teigti, kad
Siose bakterijose piridinas skaidomas tuo paciu keliu kaip ir Nocardia sp. Z1
(Rhee ir kt., 1997).

Anks¢iau apraSytuose piridino skaidymo tyrimuose hidroksilinti
piridino dariniai nebuvo aptinkami (Kaiser ir kt., 1996; Fetzner, 1998), taciau
Rhodococcus opacus ir Arthrobacter crystallopoietes kamieny kultirinio
skys¢io ekstraktuose buvo nustatyta nemazai hidroksilinty piridiny,
susidariusiy piridino skaidymo metu (Fetzner, 1998).

Korosteleva ir kt. (1981), remdamiesi tyrimy rezultatais su Nocardia
sp. KM-2 kamieno bakterijomis, pirmieji pasitlé piridino skaidymo kelia,

kurio pirmame etape susidaro hidroksipiridinas (1.8 pav.). Tolimesniy reakcijy
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metu jis verCiamas iki gintaro riigSties iSsiskiriant amoniakui ir skruzdziy

rig8ciai (Korosteleva ir kt., 1981).

oforTe
olH /CHO
NG 1 7 5 (H] N

H,O
NH; + HCOOH «—— NH,CHO
6 5 4
NADt NADH
COOH COOH
COOH 8 CHO 7

1.8 pav. Piridino skaidymas Nocardia sp. KM-2 bakterijose. 1 — piridinas, 2 —
3-hidroksipiridinas, 3 — 4-(N-formil)-amino-buten-3-enoin-1-aldehidas, 4 —
formamidas, 5 — skruzdziy rugstis, 6 — amoniakas, 7 — gintaro riigSties pusiau
aldehidas, 8 — gintaro ruigstis (Korosteleva ir kt., 1981).

Arthrobacter crystallopoietes it Rhodococcus opacus bakterijose
piridino skaidymo tarpiniy metabolity struktiiros buvo nustatomos panaudojant
UV ir IR spektroskopija ir dujy chromatografija/masiy spektrometrija.
ISanalizavus gautus rezultatus, buvo pasitlyti nauji §io junginio skaidymo
keliai, kuriy metu susidaro hidroksipiridinai (1.9 pav.) (Zefirov ir kt., 1994).

A. crystallopoietes piridino ziedo skaidymas prasideda hidroksilinimu
treCioje padétyje, toliau seka 2,3-dihidroksipiridino susidarymas ir Ziedo
skilimas, po kurio susidaro gintaro rtgsties pusiau aldehidas. Nustatytas
tarpinis produktas — 2,6-dihidroksipiridinas, leidzia teigti, kad hidroksilinimas
gali vykti ir kitokiu eiliSkumu. Tuomet gali susidaryti trihidroksipiridinas,
kuris arba ver¢iamas i 2,3-dihidroksigintaro riigSties monoamida, arba i§ jo
susidaro mélynos spalvos pigmentas. R. opacus piridino skaidymas vyksta
susidarant 2-hidroksipiridinui, paskui 2,6-dihidroksipiridinui, kuris yra

suskaidomas iki 3-pentenoinés riigsties monoamido (Zefirov ir kt., 1994).
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1.9 pav. Piridino skaidymas Arthrobacter crystallopoietes (A.c.) ir
Rhodococcus opacus (R.0.) bakterijose. 1 — 2-hidroksi-1,2-dihidropiridinas; 2 —
piridino-N-oksidas; 3 — 2,6-dihidroksi-1,2,3,6-tetrahidropiridinas; 4 — 2-
hidroksipiridinas; 5 — 3-hidroksi-piridinas; 6 — 2,6-dihidroksi-1,2-
dihidropiridinas; 7 —  2,3-dihidroksipiridinas; 8-  1,2-dihidro-2,5,6-
trihidroksipiridinas; 9 — 2,6-dihidroksipiridinas; 10 — 5-amino-2-okso-4-
pentanoiné rugstis; 11 — 3-pentanoinés riigSties monoamidas; 12 — gintaro
rugsties pusiau aldehidas; 13 — tartaro riigSties monoamidas. Junginiai
skliausteliuose yra galimi tarpiniai metabolitai (Zefirov ir kt., 1994).

Arthrobacter sp. KM-4 bakterijos, galin¢ios skaidyti piridina,
2-metilpiridina, 4-metilpiriding ir 2,6-dimetilpiridina, buvo iSskirtos 1§
dirvozemio (Khasaeva ir kt., 2011a). Jose piridino skaidymo kelias buvo
tiriamas panaudojant duju chromatografija/masiy spektrometrija. Nustate
aptiktus produktus, autoriai pasiiilé nauja Sio junginio skaidymo kelia (1.10

pav.) (Khasaeva ir kt., 2011a).
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Autoriy teigimu pirmieji piridino skaidymo etapai yra ziedo
hidroksilinimas i§ pradziy antroje, paskui trecioje padétyse. Dalis
dihidroksipiridino ver¢iama i 2,3,6-trihidroksipiridina, o kitas dalis i piperidin-
2,3-diona. Toliau i§ 2,3,6-trihidroksipiridino susidaro 4-formilamino-butano
rugstis, kuri ver¢iama 2,5-piroldionu, tuomet, manoma, kad susidaro maleino
rugSties pusiau aldehidas, i§ jo — furanonas-2, paskui butirolaktonas ir
galiausiai gintaro riigsties pusiau aldehidas. Sis junginys taip pat susidaro ir i§

piperidin-2,3-diono (Khasaeva ir kt., 2011a).

OH
SN - S TN
-1 (0= |
‘-LN':-’*: “\N’f:-l H:}H/HN",;Z ~oH H“nh i
1 2 ¥

Y

o]

= e
4
/‘ 2 .:E -
HO N OH e 0
j’ 3 b
T
/|/ COoH [’/\‘cook
CHO
D; "x,N_r ““H’CFD

1.10 pav. Piridino skaidymas Arthrobacter sp. KM-4 bakterijose. 1 —
hidroksipiridinas, 2 — dihidroksipiridinas, 3 — trihidroksipiridinas, 4 -
piperidin-2,3-dionas, 5 — 4-formilamino-butano riigstis, 6 — 4-formilamino-4-
oksobutano rtigstis, 7 — 2,5-piroldionas; 8 — maleino riigsties pusiau aldehidas,
9 — furanonas-2, 10 — butirolaktonas, 11 — gintaro rigsties pusiau aldehidas.
Junginiai skliausteliuose yra galimi tarpiniai metabolitai (Khasaeva ir kt.,
2011a).
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Piridino skaidymo tyrimai vykdomi jau daugeli mety. Nustatytos dvi
piridino Ziedo skaidymo strategijos: pirmoji, kai pradiniuose etapuose vyksta
hidrinimo reakcijos ir tarp tarpiniy metabolity néra hidroksipiridiny; antroji,
kai vyksta hidroksilinimas ir susidaro mono-, di- arba trihidroksipiridinai. Nors
pasitlyti piridino skaidymo keliai skiriasi, ta¢iau daugeliu atveju kaip galutinis
produktas susidaro gintaro riigsties pusiau aldehidas arba gintaro riigstis.

Nepaisant to, kad daugelis piridino skaidymo tarpiniy metabolity yra
nustatyti, taciau beveik nieko nezinoma apie reakcijose dalyvaujancius
fermentus ir juos koduojanéius genus. Siuo metu yra zinoma, kad Arthrobacter
crystallopoietes KM-4a bakterijy, skaidanciy 2,6-dimetilpiriding ir piriding
(Agapova ir kt., 1992), ir Pseudomonas sp. P12, skaidanc¢iy piriding (Mohan ir
kt., 2003), genai yra plazmidése (Agapova ir kt., 1992; Mohan ir kt., 2003).

1.5.2. Bakterinis metilinty piridiny skaidymas

Bakterinis alkilpiridiny skaidymas gali prasidéti piridino ziede arba
alkilintame pakaite. Heterociklinio Ziedo oksidacija lemia piridino-N-oksido
arba hidroksipiridiny susidaryma. Oksiduojant alkilo grupe turintj radikala,
susidaro hidroksialkilpiridinai (Kaiser ir kt., 1996).

Arthrobacter sp. bakterijos, skaidancios 2-metilpiriding (2-pikoling),
kaip alternatyvius substratus galé¢jo panaudoti 2-etilpiriding arba piperidina
(Shukla, 1974). Lastelés, augintos terpéje su 2-metilpiridinu, gali oksiduoti
2-etilpiriding ir atvirksciai. Tirtos bakterijos neskaidé 2-pikolinato ir 2-metil-6-
hidroksipiridino, tai rodo, kad 2-metilpiridino skaidymas neprasideda nei
metilo grupés oksidavimu, nei hidroksilinimu 6 ziedo padétyje. 2-Metilpiridino
skaidymo tyrimai, naudojant Arthrobacter sp. intaktiniy lasteliu suspensija,
kurioje yra slopintojo pusiau karbazido, parodé, kad kaupiasi gintaro riigsties
pusiau aldehidas ir piruvatas (Shukla, 1974). Kadangi kiti tarpiniai metabolitai

nebuvo nustatyti, skaidymo kelias nepateiktas.
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Tiriant Arthrobacter sp. R1 (O'Loughlin ir kt., 1999), Pseudomonas
sp. ir Nocardia sp. (Padoley ir kt., 2009) 2-metilpiridino skaidyma, nustatyta,
kad augimo terpéje atsiranda amoniako, kurio didé¢jantis kiekis tiesiogiai
koreliuoja su mazéjanciu 2-metilpiridino kiekiu (O'Loughlin ir kt., 1999;
Padoley ir kt., 2009). Tai leidzia teigti, kad, vykstant skaidymui, azotas yra
atpalaiduojamas i$ ziedo (O'Loughlin ir kt., 1999). Nors Arthrobacter sp. R1
atveju tarpiniai metabolitai nebuvo nustatyti, pastebéta, kad vélyvoje
logaritminéje augimo faz¢je terpé tampa blyskiai geltona. Atlikus
chromatografing analize, nustatyti du chromoforai: riboflavinas ir lumichromas
(riboflavino  darinys) (O'Loughlin ir kt., 1999). Minéty bakterijy
2-metilpiridino skaidymo keliai néra pateikti.

Khasaeva ir kt. (2011b) tyringjo Arthrobacter sp. KM-2MP kamieno
bakterijas, kurios gali panaudoti 2-metilpiriding kaip vienintelj anglies, azoto ir
energijos Saltinj. Joms augant skystoje mineralinéje terpéje, susidaro geltonas,
greiciausiai azachinony tipo, pigmentas (Khasaeva ir kt., 2011b).

2-Metilpiridino skaidymo metu susidar¢ metabolitai buvo aptinkami ir
analizuojami panaudojant duju chromatografija/masiy spektrometrija. Tarp
2-metilpiridino skaidymo tarpiniy produkty buvo nustatyti N-acetilpirolas ir
N-formil-2-metilpirolas. Tai pirmas kartas, kai pirolai yra nustatomi kaip
bakterinio piridino dariniy skaidymo tarpiniai junginiai. Manoma, kad
N-acetilpirolas susidaro hidroksilinto piridino Ziedui atsiveriant tarp C2 ir C3
atomy ir susijungiant anglies (buvusios 3 piridino Ziedo padétyje) ir azoto
atomams. Nors chemiskai toks jungties skilimas yra negalimas, taciau
katalizuojant fermentams visai ijmanomas. N-formil-2-metilpirolas greiciausiai
susidaro panaSiu budu, kaip ir N-acetilpirolas, bet fermentinis piridino ziedo
skilimas vyksta tarp C5 ir C6 atomy, tuomet susijungia anglies (buvusios 5
piridino ziedo padétyje) ir azoto atomai. Minéti pirolo dariniai véliau yra
skaidomi iki pirolo, tuomet vyksta ziedo atidarymas issiskiriant amoniakui ir
susidarant 1,4-butandioliui, i§ kurio susidaro anglies dioksidas po eilés

oksidacijos reakciju (Khasaeva ir kt., 2011b).
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4-Oksopentanoiné riigStis taip pat buvo nustatyta kaip tarpinis
2-metilpiridino skaidymo produktas Arthrobacter sp. KM-2MP bakterijose. Ji
ver¢iama | 2-butanona, kuris oksiduojamas iki 2-oksopropanoingés, o paskui iki
oksalo rugsties. Didzioji dalis dihidroksi-2-metilpiridino, susidariusio
2-metilpiridino skaidymo metu, yra toliau hidroksilinama ir gaunamas
trihidroksi-2-metilpiridinas. I$ jo susidaro azochinoninés struktiiros pigmentas
vykstant 2,3,6-trihidroksipiridino autooksidacijai. Pastarasis junginys yra
laikomas piridino Ziedo tarpiniu metabolitu ir pigmento pirmtaku (Khasaeva ir

kt., 2011b).
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1.11 pav. 2-Metilpiridino skaidymas Arthrobacter sp. KM-2MP bakterijose. 1
— 5-hidroksi-2-metilpiridinas; 2 — 3-hidroksi-2-metilpiridinas; 3 — 5,6-
dihidroksi-2-metilpiridinas; 4 — 3,6-dihidroksi-2-metilpiridinas; 5 — 3,5,6-
trihidroksi-2-metilpiridinas; 6 — N-formil-2-metilpirolas; 7 — 4-oksopentanoiné
rugstis; 8 — N-acetilpirolas. Junginiai skliausteliuose yra galimi tarpiniai
metabolitai (Khasaeva ir kt., 2011Db).

Apibendring gautus rezultatus, autoriai pateiké 2-metilpiridino
skaidymo kelia Arthrobacter sp. KM-2MP bakterijose (1.11 pav.) ir teigia, kad
Sis junginys skaidomas vykstant tokioms reakcijoms. Pirma, skaidymas

prasideda hidroksilinimu piridino ziedo 3 ir 5 padétyse ir susidaro hidroksi-2-
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metilpiridinas. Antra, 3-hidroksi-2-metilpiridino Ziedas atsidaro per C2-C3
ry$i, paskui susidaro 5 atomus turintis ziedas — N-acetilpirolas. Kitu atveju, 5-
hidroksi-2-metilpiridino ziedas atsidaro per rysi, esanti tarp C5 ir C6 atomuy, ir
susiformuoja  N-formil-2-metilpirolas. Hidroksi-2-metilpiridinai yra
oksiduojami { dihidroksi-2-metilpiridinus. I$ 5,6-dihidroksi-2-metilpiridino,
atsidarant  ziedui, susiformuoja 4-oksopentanoiné rugStis. Tolimesnis
3,6-dihidroksi-2-metilpiridino hidroksilinimas lemia trihidroksi-2-metilpiridino
susidaryma, kuris virsta azochinoninés struktiiros pigmentu (Khasaeva ir kt.,
2011b).

Nustatyta, kad Pseudomonas sp. KM-3 bakterijos, kurios skaido
3-metilpiriding (3-pikolina), pirmiausia oksiduoja metilo grupe ir gaunamas
3-hidroksimetilpiridinas. Jis yra oksiduojamas ir susidaro nikotino riigstis.
Vykstant tolimesniam oksidavimui, susidaro 2,5-dihidroksipiridinas. Toliau ji
skaidant, i$siskiria amoniakas ir susidaro maleatas (Korosteleva ir kt., 1981).

Gordonia nitida LE31 (Yoon ir kt., 2000) skaido 3-metilpiridina.
Nustatyta, kad aromatiniai ar alifatiniai tarpiniai metabolitai nesusidaro, taciau
1 terpe yra iSskiriamas amoniakas (Lee ir kt., 2001). Tyrimai parodé¢, kad
3-metilpiridino skaidymo metu Ziedas yra skeliamas tarp C2-C3 atomy,
susidaro levulino rugstis ir formamidas, kuris skaidomas iki skruzdziy rtgsties
ir amoniako (Lee ir kt., 2001).

Pseudonocardia sp. M43 bakterijoms skaidant 4-metilpiriding
(4-pikoling), amoniako koncentracija terpéje didéja. Tai rodo, kad aromatinis
ziedas yra skeliamas atsiskiriant jo azoto atomui. Nustatyta, kad 2-hidroksi-4-
metilpiridinas yra tarpinis skaidymo produktas (Lee ir kt., 2006). Anksciau $is
junginys buvo nustatytas kaip tarpinis anaerobinio 4-metilpiridino skaidymo

metabolitas (Kaiser ir kt., 1993).
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1.5.3. 2-hidroksipiridino skaidymas

Kolenbrander ir Weinberger (1977) aprasé triju Arthrobacter genties
risiw:  A. crystallopoietes, A. pyridinolis ir A. viridescens, bakterijas,
sugebancias skaidyti 2-hidroksipiriding kaip vieninteli anglies ir energijos
Saltini. Visy rusiy bakterijos, kultivuojamos skystoje terpéje su
2-hidroksipiridinu, iSskiria mélynos spalvos uzlastelini kristalini pigmenta
(4,5,4',5'-tetrahidroksi-3,3'-diazodifenochinono-(2,2")). Kultivuojant bakterijas
ant agarizuotos terpés, pigmento kristalai yra istrige koloniju maséje, todél $is
yra matomas blizgancios Zalios spalvos (Kolenbrander ir Weinberger, 1977).

Nustatyta, kad visose trijose tirtose Arthrobacter spp. rusyse
pirmajame 2-hidroksipiridino oksidacijos etape dalyvauja fermentas -
monooksigenazé. FMN stimuliuoja §i fermenta, o FAD ir riboflavinas ne.
Flavino analogas, kvinakrinas, ji slopina. 2-Hidroksipiridino fermentinei
oksidacijai reikia molekulinio deguonies, NADH ir substrato lygiomis dalimis.
Tokios fermentiniy reakciju salygos biidingos kelioms monooksigenazéms —
salicilato hidroksilazei, imidazolacetato monooksigenazei ir
2,6-dihiroksipiridino oksidazei (Kolenbrander ir Weinberger, 1977).

A. crystallopoietes bakterijose 2-hidroksipiridino monooksigenaze
koduojantys genai yra i$sidéste plazmidéje, o 4. pyridinolis ir A. viridescens —
chromosomoje. Nustatyta, kad 4. crystallopoietes netenka sugebéjimo skaidyti
2-hidroksipiriding ir gaminti uzlastelini pigmenta spontaniSkai arba naudojant
gydomasias medziagas — akridino oranza ir mitomicing C. A. pyridinolis ir
A. viridescens nepraranda Sio sugebéjimo bet kuriuo atveju (Kolenbrander ir
Weinberger, 1977).

Veliau A. crystallopoietes tyrimai buvo atliekami su bakterijomis,
isskirian¢iomis pigmenta (Pig') ir jo neisskirian¢iomis (Pig"). Nustatyta, kad ir
Pig", ir Pig  bakterijos turi plazmides, tadiau, analizuojant genoming DNR,
buvo pastebéti kiekybiniai ir kokybiniai skirtumai. Atlikus papildomus
tyrimus, paaiskéjo, kad Pig™ bakterijos turi dvi plazmides: viena identiska Pig~
kriptinei plazmidei, o kita truputi didesng. Padaryta iSvada, kad genai,
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koduojantys 2-hidroksipiridino skaidymo fermentus, yra didesnéje plazmidéje
(Weinberger ir Kolenbrander, 1979).

Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyriuje buvo iSskirta keliolika bakteriniy kamieny, galin¢iy skaidyti
2-hidroksipiriding. Atlikus ju 16S rRNR geny analizg, buvo nustatyta, kad jie
priklauso Rhodococcus ir Arthrobacter gentims (Seménaité ir kt., 2003).

Geny, koduojan¢iy 2-hidroksipiridino skaidymo fermentus, vietai
genome nustatyti buvo tiriamos Rhodococcus sp. PY 11, Arthrobacter oxydans
PY21 ir Arthrobacter rhombi PY22 bakterijos. Atliekant tyrima, buvo gauti
Rhodococcus sp. PY11 mutantai, kurie nesugeba panaudoti 2-hidroksipiridino
kaip vienintelio anglies Saltinio. Tai galéty buti siejama su katabolinés
plazmidés praradimu. Deja, kol kas Sio kamieno bakterijose plazmidés
(plazmidziy) nepavyko aptikti nei horizontalios, nei pulsuojancio lauko

A. oxydans PY21 ir A. rhombi PY22 bakterijose buvo aptikta po viena
didel¢ plazmide. Norint nustatyti plazmidziy funkcija, buvo bandoma gauti
klonus, kurie neaugty ant terpés su 2-hidroksipiridinu. Sugebéjimas skaidyti $i
jungini nebuvo prarandamas spontaniskai. Todél, naudojant etidzio bromida ar
novobiocing, bakterijos buvo gydomos nuo plazmidziy. A. oxydans PY21
bakterijos,  netekusios  plazmidés, prarado  sugebéjima  skaidyti
2-hidroksipiriding. Visos pastangos gauti A. rhombi PY22 bakterijas, kurios
nesugebéty panaudoti 2-hidroksipiridino, buvo nesékmingos. Teigiama, kad
Siame kamiene genai, atsakingi uz 2-hidroksipiridino skaidyma yra
chromosomoje. Taigi, abu Arthrobacter spp. kamienai turi plazmides, taciau
tik 4. oxydans PY21 kamieno plazmidé dalyvauja 2-hidroksipiridino skaidyme
(Bondareva ir kt., 2000).
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1.6. Ftalio rugsties skaidymas

Ftalio rugstis (benzen-1,2-dikarboksirtigstis) yra benzendikarboksi-
rigsties orto-izomeras. Kiti Sios riigSties izomerai yra: meta — izoftalio rigstis
(benzen-1,3-dikarboksiriigstis), para — tereftalio riigStis (benzen-1,4-
dikarboksiriigstis) (Liang ir kt., 2008). Ftalio rugstis yra pagrindinis ftalato
esteriy ir kai kuriy policikliniy aromatiniy angliavandeniliy (pireno,
fenantreno, fluoreno ir fluorantreno) skaidymo tarpinis metabolitas (Choi ir kt.,
2007). Ftalatai ir ju esteriai yra pramoniniai cheminiai preparatai, placiai
naudojami plastiko gamyboje (Chatterjee ir Dutta, 2008). Jie yra statybiniy
medziagy, maisto pakuociy, zaisluy, klijy, fotojuosty, medicinos priemoniy,
kosmetikos sudedamoji dalis (Vamsee-Krishna ir Phale, 2008), taip pat ieina i
ivairiy purSkaly (iskaitant pesticidus) sudéti (Chatterjee ir Karlovsky, 2010).
D¢l plataus vartojimo ftalato esteriai yra aptinkami nutekamyjy vandeny
nuosédose, vandens telkinivose, dirvoZzemyje ir vandens organizmuose
(Chatterjee ir Dutta, 2008; Chatterjee ir Karlovsky, 2010). Taip pat $iu junginiy
yra rasta geriamajame vandenyje, ore ir maiste (Chatterjee ir Karlovsky, 2010).
Ftalato esteriai pasizymi teratogeniniu (Liang ir kt., 2008; Vamsee-Krishna ir
Phale, 2008), kancerogeniniu, toksiniu kepenims (Liang ir kt., 2008) poveikiu,
sukelia reprodukcinés sistemos sutrikimus (Vamsee-Krishna ir Phale, 2008).

Didelis ftalio riig§¢iy ir ju esteriy paplitimas lémeé tai, kad
mikroorganizmai, gyvenantys uzterStoje aplinkoje, sugeb¢jo iSvystyti naujus
ftalaty ir ju esteriy skaidymo kelius. Bakteriné degradacija yra veiksminga, nes
Sie junginiai yra arba biotransformuojami, arba pilnai suskaidomi (Vamsee-
Krishna ir Phale, 2008). Paprastai ftalaty skaidymas susideda i$ dvieju procesy:
pirmas, ftalato diesteriy skaidymas iki ftalato monoesteriy ir tuomet iki ftalio
rugsties; antras, jos skaidymas iki anglies dvideginio arba/ir metano (Staples ir
kt., 1997). Be to, nustatyta, kad ftalato esteriy skaidymas yra tuo létesnis, kuo
ilgesné ju Soniné grandiné. Didelés S$iy junginiy ir/arba ju metabolity

koncentracijos slopina ju skaidyma (Liang ir kt., 2008).
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Ftalio rugsties izomerai ir juy esteriai gali biiti metabolizuojami tiek
aerobiniu, tiek anaerobiniu biidu, taiau paprastai anaerobinis skaidymas
vyksta daug 1é¢iau nei aerobinis (Liang ir kt., 2008; Vamsee-Krishna ir Phale,
2008). Anaerobiniu biidu ftalatus daugiausia skaido metanogeniniy bakterijy
bendrijos. Jos skaido visus tris ftalato izomerus ir ju esterius iSskirdamos
acetata ir metana kaip galutinius produktus (Vamsee-Krishna ir Phale, 2008).
Nustatyta, kad anaerobinémis salygomis greiCiausiai yra skaidomas ftalatas,
tuomet tereftalatas, o ilgiausiai izoftalatas (Kleerebezem ir kt., 1999).
Anaerobai, skaidantys ftalio ruigsties esterius, priklauso Clostridium, Bacillus
(Chang ir kt., 2005), ir Pelotomaculum (Qiu ir kt., 2006) gentims. Bakterijos
Pseudomonas pseodoalcaligenes B20bl (Benckiser ir Ohow, 1982),
Agrobacterium sp. DMT (Cheung ir kt., 2007), Thauera sp. DMP,
Xanthobacter sp. DMI (Liang ir kt., 2008), Rhodococcus sp. Y22 (Wu ir kt.,
2007) skaido ftalatus mazai deguonies turincioje aplinkoje (Liang ir kt., 2008).
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1.12 pav. Pradiniai ftalio rugsties skaidymo Gram-neigiamose (A) ir Gram-
teigiamose (B) bakterijose keliai. 1 — ftalio rugstis; 2 — cis-4,5-dihidroksi-4,5-
dihidroftalatas; 3 — 4,5-dihidroksiftalatas; 4 — cis-3,4-dihidroksi-3,4-
dihidroftalatas; 5 — 3,4-dihidroksiftalatas; 6 — protokatechuatas. Fermentai: a —
ftalato 4,5-dioksigenazé; b - cis-4,5-dihidroksi-4,5-dihidroftalato
dehidrogenazé; ¢ — 4,5-dihidroksiftalato-2-dekarboksilazé; d — ftalato 3,4-
dioksigenazeé; e — cis-3,4-dihidroksi-3,4-dihidroftalato dehidrogenazeé; f —
3,4-dihidroksiftalato-2-dekarboksilazé (pagal Choi ir kt., 2007).

Zinomi du aerobinio ftalio ragsties skaidymo keliai, kuriy metu kaip

galutinis produktas susidaro protokatechuatas (1.12 pav.). Gram-neigiamoms
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bakterijoms (Burkholderia cepacia, Pseudomonas spp.) oksiduojant ir
dehidrinant ftalato C4 ir C5 atomus, susidaro 4,5-dihidroksiftalatas, kuris po
dekarboksilinimo virsta protokatechuatu (Eaton, 2001). Gram-teigiamoms
Arthrobacter  keyseri 12B, Terrabacter sp. DBF63, Mycobacterium
vanbaalenii PYR-1, Rhodococcus spp. RHA1, DK17 ir TFB bakterijoms yra
budingas 3,4-dioksigenazés kelias, kai i$ pradziy ftalatas yra oksiduojamas ir
susidaro 3,4-dihidro-3,4-dihidroksiftalatas (ftalato dihidrodiolis), kuris yra
dehidrinamas ir dekarboksilinamas, kad susidaryty protokatechuatas (Eaton,
2001; Habe ir kt., 2003; Stingley ir kt., 2004; Patrauchan ir kt., 2005; Choi ir
kt., 2005; Tomas-Gallardo ir kt., 2006).

Gram-teigiamy bakterijy pht operona sudaro genai, koduojantys
fermentus, kurie dalyvauja ftalio riigSties skaidyme iki protokatechuato (Eaton,
2001). Paprastai $i operona sudaro 6 genai: phtdaAdbAcAd koduoja
dioksigenaze (didiji, mazaji, feredoksino ir reduktazés subvienetus), phtB —
dehidrogenazg, phtC — dekarboksilazg (Eaton, 2001). M. vanbaalenii PYR-1
bakterijos neturi dekarboksilazés geno (Stingley ir kt., 2004). Nustatyta, kad
Rhodococcus sp. DK17, TFB, M. vanbaalenii PYR-1 ir Terrabacter sp.
DBF63 bakterijose i pht operona yra isiterpg¢ po viena nezinomos funkcijos
gena (Choi ir kt., 2005; Tomas-Gallardo ir kt., 2006; Stingley ir kt., 2004;
Habe ir kt., 2003). Minéty kamieny bakteriju geny iSsidéstymas operono viduje
skiriasi.

Nustatyta, kad M. vanbaalenii PYR-1 bakterijose pht operonas yra
chomosomoje (Stingley ir kt., 2004), 4. keyseri 12B ir Rhodococcus sp. TFB —
plazmidé¢je (Eaton, 2001; Tomas-Gallardo ir kt., 2006). Rhodococcus sp. DK17
turi po pht operono kopija dviejose plazmidése (pDK2, pDK3) (Choi ir kt.,
2007). Ftalio rugsties skaidymo operonas yra dviejose linijinése Terrabacter
sp. DBF63 (pDBF1, pDBF2) (Nojiri ir kt., 2002) ir Rhodococcus sp. RHA1
(pRHL1, pRHL2) plazmidése (Patrauchan ir kt., 2005).

phtR koduoja operono reguliatoriy (Eaton, 2001). Sis genas A. keyseri
12B ir Terrabacter sp. DBF63 kamienuose yra uz operono ir transkribuojamas

ta pacia kryptimi (Eaton, 2001; Habe ir kt., 2003). Rhodococcus sp. DK17,
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RHA1, TFB ir M. vanbaalenii PYR-1 operono reguliatoriaus genas yra pries
operong ir transkribuojamas priesinga operonui kryptimi (Choi ir kt., 2005;

Patrauchan ir kt., 2005; Tomas-Gallardo ir kt., 2006; Stingley ir kt., 2004).

Taigi, Arthrobacter spp. bakterijos yra placiai paplitusios dirvoZemyje,
ledynuose, nutekamyjy vandeny nuosédose ir dumble. Didzioji dalis Sios
genties bakterijy sugeba skaidyti ivairius natiiralius ar sintetinius aromatinius ir
heterociklinius junginius. Daugelis apraSyty riGsiy turi viena ar kelias
katabolines plazmides, kurios lemia mitybing jvairoveg. Plazmidése koduojami
baltymai galéty buti naudojami cheminiy junginiy sintezéje, biotechnologiniy
procesu kiirime, pritaikomi pramonéje. Deja, daugelis Arthrobacter spp.
baltymy néra aktyviis Escherichia coli lastelése, o patikimy vektoriy, kurie
veikty Sios genties bakterijose, kol kas néra sukurta.

Atsizvelgiant | tai Sio darbo pagrindiniai tikslai buvo iStirti
Arthrobacter spp. bakterijuy, skaidanciy piriding ir jo darinius, didelés
molekulinés masés plazmides, kuriose yra susitelk¢ degradacijos genai. Taip
pat istirti Arthrobacter rhombi VP3 ir PRH1 kamienuose aptiktas plazmides,
mazesnes nei 10 kb. Panaudojant vienos ar abiejy mazyjy plazmidziy

replikonus, konstruoti hibridinius vektorius.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Reagentai

MedzZiagos
Kanamicinas, Tris
Glicerolis
Acto rugstis
Etilo alkoholis
f-merkaptoetanolis
5-bromo-4-chloro-indolil-B-D-
galaktopiranozidas (X-gal), izopropil-p-D-
galaktopiranozidas (IPTG).
Restrikcijos endonukleazés, T4 ligazé,
CIAP, FastAP, T4 polinukleotidkinazé,
Proteinazé K, DNA isskyrimo i$ gelio
rinkinys, Gene Ruler DNA ladder Mix ir
MassRuler High Range DNA Ladder
molekuliniy masiy Zymenys, Unstained
Protein Molecular Weight Marker —
baltymy molekuliniy masiy Zymenys,
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix,

TrueStart Taq DNA Polymerase, TrueStart
Taq buferis, MgCl,

Amonio acetatas, ampicilinas, chinolininé
rigstis, kalio acetatas, tetraciklinas

K,HPO,

AccuPrime Pfx DNA polymerase
Gliukoze

KCl, MgSQO,, NaCl

Agaras, dimetilformamidas (DMF), NaOH,
nikotinas, p-nitroanilinas

Mieliy ekstraktas, NA (nutrient agar), NB
(nutrient broth)

CaCl2
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Saltinis
AppliChem, Vokietija
Barta a Cihlar, Cekija
Chempur, Lenkija
Vilniaus degtiné, Lietuva.
Ferak, Vokietija

Fermentas — Thermo Fisher
Scientific, Lietuva

Fluka, Vokietija

Girochem, Slovénija
Invitrogen, JAV
Lach-Ner, Cekija
Lachema, Cekija
Merck, Vokietija

Oxoid, Anglija

Penta, Cekija



CaCl,*x2H,0, chloroformas, FeSO4x7H,0,
ftalio riigstis, gintaro riigstis (sukcinatas),
K;PO,, KH,POy,, lizocimas, MgCl,,
MgSO4X7H20, MHSO4X4H20, NazHPO4,
NaNO,, (NH4),S0,4, NH4CI, piridinas

Akrilamidas, etilendiamintetraacto riigstis
(EDTA), fenolio-chloroformo mis$inys

Agaroze, etidzio bromidas,
chloramfenikolis

2-hidroksipiridinas, 2-metilpiridinas,

Reachim, Rusija

Roth, Vokietija

Serva, Vokietija

Sigma—Aldrich, Vokietija

3-metilpiridinas, 4-metilpiridinas

Natrio dodecilsulfatas (SDS)
ZYMO Plasmid PREP

Pradmenys

Sigma, JAV

JAV

Zymo Research Corporation,

Metabion, Vokietija; Integrated
DNA technology, Vokietija.

2.2. Bakteriniai kamienai ir plazmidés

Bakteriniai Genotipas, savybés Saltinis
kamienai
Escherichia coli $80dlacZAM 15 A(lacZY-argF) U169 | Pharmacia

DH5a

deoR recAl endAl hsdR17(rg mg")
sup E44 thi-1 gyrA96 relAl

Arthrobacter sugeba panaudoti 2-hidroksipiridina | Seménaité ir kt.,
rhombi: kaip vieninteli anglies ir energijos | 2003
PRH1, VP3; Saltinj.
A. oxydans PY21
Arthrobacter sp. sugeba panaudoti 2-metilpiridina, | Gasparaviciiite,
68b nikoting, ftalio rugsti, piriding kaip | 2008
vienintelj anglies ir energijos Saltini.
Arthrobacter sp. Arthrobacter sp. 68b 2-metilpiridino | Gasparaviciiite,
68b mut4, mut5 ir piridino katabolizmo mutantai. 2008
Arthrobacter sp.. sugeba panaudoti 2-metilpiriding, | Gasparaviciiite,
83; 85 nikotina kaip vieninteli anglies ir | 2008
energijos Saltinj.
Rhodococcus sp. sugeba panaudoti Kutanovas,
TMP1 2,3,5,6-tetrametilpirazing kaip nepublikuota

vienintelj anglies ir energijos Saltinj.
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Arthrobacter NRRL B-2979 ARS culture
globiformis collection
Rhodococcus ATCC 4277-1 Quan ir Dabbs,
erythropolis SQ1 1993
Plazmidés Savybés Saltinis
pTZ57R Ap", lacZ, f1,2,9 kb Mead ir kt., 1986
pACYC184 Cm®, TcR, 4,2 kb Chang ir Cohen,
1978; Rose, 1988
p34S-Tc ApR, Tc?, 4,1 kb Dennis ir Zylstra,
1998
pART2 Km®, 4,6 kb Sandu ir kt., 2005
pART2gfp Km®, 5,3 kb Sandu ir kt., 2005
pPRH 5,0 kb plazmideé i§ 4. rhombi PRH1 | Sis darbas
pPRHHind4 pPRH klonuota i pTZ57R, ApR, 7,9 | Sis darbas
kb
pAPrepAB4 pPRH repAB klonuota | pART2, | Sis darbas
kurio pCG100 ori pasalintas, Km",
4.4 kb
pAPrepA2 pPRH repA klonuota i pART2, | Sis darbas
kurios pCG100 ori pasalintas, Km",
4,1 kb
pRMUS replikonai i§ pPRH ir pACYC184, | Sis darbas
Cm", 3,2 kb
pRMUS24 replikonai i§ pPRH ir pACYC184, | Sis darbas
lacZ, Cm", 4,0 kb
pRMUS824Km replikonai i§ pPRH ir pACYC184, | Sis darbas
lacZ, Cm®, Km~, 4,9 kb
pRMUS824Tc replikonai i§ pPRH ir pACYC184, | Sis darbas
lacZ, Cm", Tc®, 5,3 kb
pVP3 6,1 kb plazmidé i§ A. rhombi VP3 R. Meskiené
(nepublikuota)
pVP3Sal24 pVP3 klonuota | pTZ19, ApR, 9,0 kb | R. Meskiené
(nepublikuota)
pVPAD2 3,4 kb pVP3 fragmentas klonuotas i | Sis darbas

pART?2, kurio pCG100 ori
pasalintas, KmX, 5,9 kb
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pVPAMI11 2,7 kb pVP3 frgamentas klonuotas i | Sis darbas
PART2, kurio pCG100 ori
pasalintas, KmR, 5,3 kb
2.3. Pradmenys
Pradmens Seka 5'—3'
pavadinimas

MI13/pUCF GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
M13/pUCR GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG
pradmuo
T7 terminator TATGCTAGTTATTGCTCAG
pradmuo
DP1 AACCAGCAATAGACATAAGCGGCT
RP1 ATCGATGATAAGCTGTCAAAC
DP2 TGGTCAAACCGTGCGGGGACCCTT
RP2 AGATCTAACCTAGGTGGCCATCAGGCCGTCACCTT
DP3 GAAGAGATCTTTTTACGGTT
RP3 TGAACCTAGGCTTACAATTTCCA
DP4 AACCTAGGGAACAATAAAACTGTCTGCT
RP4 AACCTAGGTCTGATTAGAAAAACTCATC
DP5 TACCTAGGGCTCATGTTTGACAGCTTAT
RP5 ATCCTAGGGCTTCCATTCAGGTCGAGGT
rep R CCAGTGCTTCCGAATCG
repB F AGCCTCGACATGAATTCCTGG
CmF TTCCGGATGAGCATTCATCAGG
HFDH F CTAGAGATGCCCGCCTAGATATAC
HFDH R GGTTCTGGTATGAAGAGAATGGA
FOXGF GAGATCCGTCCATGACTGACCAC
FOXGR GTCCTCTTCTTCGCCTTCCCATT
FOXGS F GAGGACGAGCAGTCGCCCCAGAACA
FOXGS R CTGCCTTTGCTCTTCGTGGGCCAC
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FDK F CAGCGTGCAGGAACTCCGGGACAAAC

FDK R CGCATGCTTTGTATCGTACCCAGCGC

FEH F GACATCCGAACAGTTTAGGAAGAGG

FEH R GTATATCTAGGCGGGCATCTCTAG

fruF1 ATTGGATCCGCAGGATTGGCAATGTTCACTAC

fruR1 TAGGGATCCATTAGTACCAATCCTTAAGTGAG

c00419F1 GCGGGAGCCCATGCAAATCA

c00419R1 CGACACGTGGAACGGTCCAT

hpyD F AACATATGGCATTGAAAGCAACGATCGTCG

hpyD R TTTACGCGGCCGCTGTTGAGAGAGAAGCGGTCG

hpyE F TGCATATGGCACTTGACCGGAAAATCGTCC
hpyE R TTCATGCGGCCGCTGCGTCGAGCTCGCGCAAGT

GlyOX68F GGAAACCAATGGCAGATCCCCGCCATACC

GlyOX68R TTCCCTCGAGTTTGATGTTCATGCTGTTTCC
2.4. Terpés ir auginimo salygos

Terpé Sudétis

NA 28 g/l NA (nutrient agar)

NB 13 g/l NB (nutrient broth)

> NB 6,5 g/l NB (nutrient broth)

EFA 10 g/l K;HPOy, 4 g/l KH,PO,, 1 g/1 (NH,),SO4, 0,5 g/l
mieliy ekstrakto, 0,4 g/l MgSO,x7H,0, 10 ml/l drusky
tirpalo

EFAA (EFA EFA + 15 g/l agaro

agarizuota)

Drusky tirpalas 2 g/l CaCl,x2H,0, 1 g/l MnSO4x4H,0, 0,5 g/l

FeSO,x7H,0, viskas istirpinta 0,1N HCI

Visos terpés buvo autoklavuojamos 30 min. 121 °C temperatiiroje

esant 1 atmosferos slégiui.

Escherichia coli DH5a bakterijos ant agarizuoty terpiu buvo

auginamos 37 °C, o Arthrobacter spp., Rhodococcus spp. bakterijos 30 °C

61




temperatiiroje. Skystose terpése visu kamieny bakterijos buvo auginamos

30 °C temperatiiroje aeruojant.

2.5. Plazmidinés DNR i§skyrimas

Bakterijos auginamos NB terpéje 30 °C temperatiiroje aeruojant per
nakti. Suspensija centrifuguojama 10 min. 3220xg Saldant. Supernatantas
nupilamas, o lastelés suspenduojamos viename tiiryje I-o tirpalo ir laikoma 15—
20 min. kambario temperatiroje (Sambrook ir kt., 1989). Kai plazmidé
skiriama i§ Arthrobacter spp. ir Rhodococcus sp. kamieny, tuomet i I-3 tirpala
dedama sauso lizocimo (galutiné koncentracija 10 mg/ml) (Denis—Larosa ir kt.,
1997). Po to ipilama 2 tariai II-o tirpalo ir laikoma 15-20 min. kambario
temperatiroje. Kai tirpalas tampa skaidrus, ipilama 1,5 tiirio 7,5 M amonio
acetato ir laikoma 2-3 val. ledo vonioje, kol iSkrenta varSkés pavidalo
nuosédos. Gauta suspensija centrifuguojama (15 min. 3220xg Saldant).
Supernatantas perpilamas i Svary mégintuvéli ir uzpilama 2 tdriais etilo
alkoholio ir dedama | — 20 °C Saldytuva maziausiai vienai valandai. ISkritus
nuosédoms, tirpalas centrifuguojamas 15 min. 3220%g Saldant. Supernatantas
nupilamas, nuosédos iSdziovinamos ir iStirpinamos nedideliame kiekyje
vandens (Sambrook ir kt., 1989).

I-as tirpalas: 250 ul 40 % gliukozés, 50 ul 1 M Tris-OH (pH 8,0), 20 ul 0,5 M
EDTA, 680 ul H,O.
II-as tirpalas: 0,2N NaOH, 1 % SDS.

2.6. Genominés DNR skyrimas

Genominé DNR i§ Arthrobacter sp. 68b kamieno buvo skiriama
pakeistu Woo ir kt. (1992) pasiiilytu DNR skyrimo metodu. Bakterijos buvo
auginamos tris paras 200 ml 2 NB terp¢je su 0,1 % 2-metilpiridino. Suspensija

centrifuguojama 20 min. 3220xg Saldant. Supernatantas nupilamas, o lastelés

62



suspenduojamos 5 ml TNE buferio. Suspensija centrifuguojama 10 min.
minétomis  salygomis. Tuomet supernatantas nupilamas ir lastelés
suspenduojamos 2 ml TNE buferio. Uzpilama 2 ml TNE buferio, kuriame yra
2 % Triton X-100. [dedama sauso lizocimo (10 mg/ml) ir inkubuojama 30 min.
37 °C temperatiiroje. Tada idedama 200 pl proteinazés K ir inkubuojama 2 val.
65 °C. Gautas tirpalas centrifuguojamas 15 min. 3220xg Saldant. Supernatantas
perpilamas i Svary mégintuvélj ir uzSaldomas.

TNE buferis: 50 mM Tris-OH (pH 7,5), 140 mM NaCl, 5 mM EDTA.

2.7. DNR hidrolizé, defosforilinimas ir fosforilinimas

DNR buvo hidrolizuojama jprastomis arba FastDigest restrikcijos
endonukleazémis. DNR defosforilinimui naudojama CIAP (verSelio zarny
Sarminé fosfatazé¢) arba FastAP (Silumai jautri Sarminé fosfatazé). DNR
fosforilinimui naudota T4 PNK (T4 polinukleotidkinaze), reakcija vyko A
buferyje. Visos reakcijos buvo atlickamos laikantis Fermentas — Thermo Fisher

Scientific pateikty rekomendaciju.

2.8. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé buvo atlickama horizontaliame 0,8—1,0 % agarozés
gelyje TAE buferyje (Sambrook ir kt., 1989). Po elektroforezés gelis buvo
dazomas etidzio bromido tirpalu ir analizuojamas ultravioletinéje Sviesoje.
DNR fragmenty molekulinés masés buvo nustatomos naudojant Gene Ruler™
DNA Ladder Mix.

50 x TAE: 121 g Tris-OH, 18,6 g Na,EDTA, 28,6 ml acto rugsties, H,O iki
500 ml.
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2.9. Pulsuojancio lauko elektroforezé

DNR méginiai buvo sumaiSyti su 1,2 % Zemoje temperatiiroje
besilydancia (low-melting) agaroze ir suleidziami | 1,2 % agarozés gelio
Sulinélius. Pulsuojancio lauko elektroforezé buvo vykdoma Gene Navigator
sistemoje (Pharmacia Biotech) 0,5 % TBE buferyje 24 valandas 8 °C
temperattroje. Pulso trukmé: 10 s —4 val.; 15 s—4 val.; 20 s — 6 val.; 25 s— 10
val. Tada gelis buvo dazomas 30 min etidzio bromido (0,5 pug/ml) tirpale, po to
atplautas distiliuotu vandeniu ir analizuotas ultravioletingje Sviesoje.

5 % TBE: 54 g/l Tris-OH, 27,5 g/I boro rugsties, 20 ml/1 EDTA (pH 8,0).

2.10. DNR fragmenty gryninimas i$ gelio

Tiriama DNR buvo hidrolizuojama pasirinktomis restrikcijos
endonukleazémis ir frakcionuojama agarozés gelyje. Reikiamy dydziy
fragmentai buvo iSpjaunami i$§ gelio ir iSskiriami naudojant DNR gryninimo

rinkinj laikantis Fermentas — Thermo Fisher Scientific pateikty rekomendacijy.

2.11. DNR klonavimas

DNR buvo klonuojama i plazmidini vektoriy, hidrolizuota atitinkama
(-omis) restrikcijos endonukleaze (-€mis), naudojant T4 DNR ligazg 10 °C
temperatiiroje 16 val. arba 1 val. kambario temperatiroje (22 °C). Reakcijos
miSinys, norint inaktyvuoti ligazg, buvo kaitinamas 15 min 65 °C. Po to

atvésinus misinj, juo buvo transformuojamos bakteriju lastelés.
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2.12. Escherichia coli DHSo. elektroimliyjy lasteliy ruoSimas ir
elektroporacija

Escherichia coli DH5u lastelés buvo uzséjamos 1 5 ml NB terpés ir
auginamos per naktj (15—16 val.) 30 °C temperatiiroje aeruojant. 1 ml naktinés
kultiros buvo uzsé¢jama i 20 ml NB terpés. Auginama aeruojant 37 °C
temperatiroje iki optinio tankio (Agy) 0,5-0,9. Tuomet lastelés atvésinamos
laikant 15 min. ledo vonioje. Paskui centrifuguojama 10 min 3220%g Saldant,
supernatantas pasalinamas. Lastelés praplaunamos 10 ml, paskui 5 ml Salto
10 % glicerolio tirpalo: jos resuspenduojamos ir surenkamos centrifuguojant
anksciau minétomis salygomis. Po to lastelés suspenduojamos 1 ml Salto 10 %
glicerolio tirpalo (Sharma ir Schimke, 1996).

Elektroporacijai naudojamos lastelés ir kiuvetés atSaldomos ledo
vonioje. [ 100 pL elektroimliyjy lasteliy ijdedama 1 pg DNR ir inkubuojama
kelias minutes lede. Tuomet lasteliy suspensija su DNR perkeliama i atSaldyta
kiuvete. Po elektros Soko (20 kV/cm), kurio impulso trukmé 4,8-5,6 ms, ant
lasteliy nedelsiant uzpilama 100 pl NB terpés. Suspensija perkeliama i
meégintuveli. Lastelés inkubuojamos 45 min 37 °C temperatiiroje, surenkamos
centrifuguojant 1 min 16100xg ir iSs¢jamos ant NA terpés su atitinkamu

antibiotiku (Sharma ir Schimke, 1996).

2.13. Arthrobacter spp. ir Rhodococcus spp. elektroimliyjy Iasteliy
ruoSimas ir elektroporacija

Arthrobacter spp. ir Rhodococcus spp. lastelés uzsé¢jamos i 5 ml NB
terpés ir auginama per naktj (15-16 val.) 30 °C temperatiiroje aeruojant. 1 ml
naktinés kultiiros uzsé¢jamas i 20 ml NB terpés ir auginama aeruojant 30 °C
temperatiroje, kol optinis tankis (Asgy) pasieks 0,5. Suspensija atSaldoma
laikant ledo vonioje 15 min Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min
3220x%g, po to suspenduojamos 10 ml Salto 10 % glicerolio tirpalo. [dedama

100 pl lizocimo (4 mg/ml) ir inkubuojama 30 °C temperatiiroje 30 min.
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Lastelés vél surenkamos centrifuguojant ir du kartus praplaunamos Saltu 10 %
glicerolio tirpalu, paskui suspenduojamos 1 ml Salto 10 % glicerolio tirpalo
(Gartemann ir Eichenlaub, 2001).

I 100 pL paruosty lasteliu idedama 1 pug DNR. Elektroporacijos
salygos: itampa 20 kV/cm, impulso trukmé 4,8-5,6 ms. Po reakcijos ant
lasteliy nedelsiant uzpilama 100 ul. NB terpés. Suspensija perkeliama i
mégintuveéli ir inkubuojama 30 °C temperatiroje per nakti. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 1 min. 16100xg ir iSs¢jamos ant NA terpés su

atitinkamu antibiotiku.

2.14. Plazmidinés DNR ruoSimas seky nustatymui ir jy analizé

Plazmidinés DNR skyrimas nukleotidy sekos nustatymui. Plazmidés buvo
skiriamos naudojant ZYMO Plasmid PREP rinkini.

DNR koncentracijos nustatymas. DNR koncentracija buvo nustatoma
agarozés gelyje elektroforezés biidu 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
Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre (Lietuva)
arba Macrogen (Piety Koréja).

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 aminortigsciy seky palyginimai buvo atlickami BLAST grupés

programomis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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2.15. Nukleotidy ir aminorugsc¢iy filogenetiné analizé

Nukleotidy (16S rRNR geny) ir aminortgsciy (ftalio ragsties skaidymo
ir reguliacijos baltymy bei 2-metilpiridino skaidyme dalyvaujancios
monooksigenazes) seky filogenetiné analizé buvo atliekama naudojant MEGA
5.0 (Tamura ir kt., 2011) programa. Evoliucinés kilmés analizé buvo atlickama
artimiausiy grupiy apjungimo metodu (Saitou ir Nei, 1987). Analizuojamy
taksonominiy vienety evoliucijai atspindéti buvo paimtos ikélos (bootstraps) i$
1000 pakartojimy. Procentiné ikélos sutapimo su tiriamu taksonominiu vienetu
iSraiSka nurodyta Salia atsiSakojimo (Felsenstein, 1985). Evoliuciniai atstumai
buvo apskaiciuoti Poisson korekcijos metodu (Zuckerkandl ir Pauling, 1965) ir
yra pateikti tokiais vienetais: pakeisty nukleotidw/aminorugsciy skaicius
tenkantis vienai pozicijai. I$§ duomeny apskaic¢iavimo pasalintos visos pozicijos
su tarpais ir pozicijos apie kurias duomeny néra (pilno paSalinimo funkcija;
complete deletion option).

Arthrobacter rhombi PRHI1 plazmidés pPRH replikacijos baltymuy
filogenetinei analizei buvo naudojama Mr. Bayes-3.1.2 programa

(Huelsenbeck, Ronquist, 2001).

2.16. Genomo sekos nustatymas

Arthrobacter sp. 68b genomo nukleotidy sekos buvo nustatomos
naudojant 454 platforma ir ILLUMINA techonologija Macrogen (Piety Koréja)
ir GATC (Vokietija).

2.17. Baltymy de novo sekos nustatymas

Baltymai, iSpjauti i§ poliakrilamidinio gelio, buvo ruoSiami peptidy
masiy spektrometrinei analizei: peptidy molekulinés masés ir de novo seky

nustatymui, pagal Vilniaus universiteto Biochemijos institute Proteomikos
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centro reikalavimus. Siame centre buvo atliekama peptidu masiy
spektrometriné analizé. Pagal nustatyty peptidu sekas, naudojant programa
BioEdit 7.1.3 (Hall, 1999), buvo ieskoma geno, koduojancio indukuota
baltyma.

2.18. Bakterijuy gydymas nuo plazmidziy

Kultivavimas aukS$tesnéje nei optimali temperatiiroje. Bakterijos buvo
kultivuojamos 1 ml NB terpés 35 °C, 37 °C, 40 °C, 42 °C ir 45 °C
temperatiiroje per naktj (18 val.) acruojant. Tuomet 20 pL lasteliy kulttros
buvo iSs¢jama ant NA su 0,2 % 2-hidroksipiridino arba EFAA su 0,2 %
2-hidroksipiridino.

Kultivavimas su novobiocinu. Bakterijos buvo kultivuojamos 5 ml NB terpés
be novobiocino ir su 5, 10 ir 15 pg/ml novobiocino per nakti (18 val.) 30 °C
temperatiiroje aeruojant. Po inkubacijos matuojamas optinis tankis (Agg) ir
ivertinamas novobiocino poveikis lasteliy dauginimuisi. Tuomet 20 pL lasteliy
kultiros buvo i$séjama ant NA su 0,2 % 2-hidroksipiridino. Véliau atskiros

bakterijy kolonijos buvo persétos ant EFAA su 0,2 % 2-hidroksipiridino.

2.19. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

Siame darbe PGR (i§skyrus fragmenty padauginima vektoriaus
konstravimui) buvo naudojama 2X Maxima Hot Start Green PCR Master Mix.
Reakcijos miSinys buvo paruostas laikantis gamintojo rekomendacijy. PGR
buvo atliekama T personal thermocycler (Biometra) ir Mastercycler epgradient
S (Eppendorf) aparatais.

PGR programa: 94 °C 10 min.; 94 °C 30 s, 50—60 °C 30 s, 72 °C 1 min/kb — 30
cikly; 72 °C 5 min.
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2.20. Kiekybiné PGR analizé plazmidés pRMU824Km kopijy skaiciaus
nustatymui Arthrobacter sp. 68b kamiene

Kiekybiné tikro laiko PGR buvo vykdoma 15 pL reakcijos miSinyje
0,1 ml mégintuvéliuose naudojant Rotor-Gene Q 6plex aparata (Qiagen).
kPGR reakcijos miSini sudaré: 200 nM kiekvieno pradmens, 200 uM dNTP,
3mM MgCl,, 1,5 uM Syto9 (Invitrogen-Molecular Probes), 0,04 U/uL
TrueStart™ Taq DNA Polymerase, TrueStart™ Taq buffer ir 1 pL tiriamos
DNR, kurios pavyzdziai (50 pg/ml) pries ju analiz¢ buvo praskiesti 100 ir 1000
karty.

Chromosomoje esantis genas buvo panaudotas kaip vienos kopijos
standartas. Neigiama kontrolé buvo naudojama nustatyti nespecifinj pradmeny
prisijungima. Kopiju skai¢ius buvo apskai¢iuotas nuo slenkstinio ciklo (C"). Jo
vertés buvo apskai¢iuojamos automatiskai pagal padauginimo plota (duomenys
nepateikti). Tuomet buvo apskai¢iuojamas chromosominio ir plazmidés
fragmenty-taikiniy C" veréiy vidurkiy skirtumas.

kPGR programa: 95 °C 4 min.; 95 °C 20 s, 56 °C 60 s ir 72 °C 60 s —
35 ciklai. Fluorescencijos duomenys buvo uzraSomi po pradmens prilydymo

etapo. Eksperimentas buvo kartojamas tris kartus.

2.21. Minimalaus replikono nustatymas

Plazmidés pPRH ori seka su repAB operonu (1,9 kb BamHI-Sall
fragmentas) ir ori seka su repA genu (1,6 kb BamHI-Xhol fragmentas) buvo
klonuoti | plazmide pART2, hidrolizuota Bg/ll ir Sall restrikcijos
endonukleazémis. Tokios hidrolizés metu yra paSalinamas pART2 esantis
pCG100 replikacijos operonas, lemiantis gebéjima replikuotis Actinomycetales
bakterijose.

Plazmidé pVP3 buvo hidrolizuojama su Bg/Il ir Sall restrikcijos
endonukleazémis ir gauti 2,7 kb ir 3,4 kb fragmentai buvo klonuoti | plazmide

pART?2, hidrolizuota minétomis restrikcijos endonukleazémis.
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2.22. E. coli-A. rhombi vektoriaus kiirimo pradmenys ir PGR

Naudojant sukurtus pradmenis (DP1 — DP5, RP1 — RP5) ir AccuPrime
Pfx DNR polimerazg, buvo padauginta plazmidés pACYC184 fragmentas,
kuriame yra E. coli replikonas bei atsparumo chloramfenikoliui genas (caf),
repA ir repB genus turintis plazmidés pPRH fragmentas, lacZ operono dalis i$
pTZ57R, taip pat fet (atsparumo tetraciklinui) i§ p34S-Tc ir kan (atsparumo
kanamicinui) i§ pART2 genai.

pPRH fragmento atvirkstinis pradmuo buvo sukurtas 5' gale pridedant
sekas, kurias atpazista restrikcijos endonukleazés Bg/Il ir Xmall. pTZ57R
fragmento tiesioginio pradmens 5' gale buvo ijterpta Bg/Il, o atvirkstinio
pradmens — Xmall atpazinimo seka. p34S-Tc ir pART2 fragmenty abiejy
pradmeny 5' galuose buvo iterpta seka, kuria atpazista XmaJl. Sukurti
pradmenys pateikti skyrelyje 2.3., iterptos restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekos yra pabrauktos.

PGR misinj, kurio bendras ttiris 25 ul, sudaré: 0,5 ul DNR matricos
(50-100 ng), 2,5 pl 10X AccuPrime Pfx miSinio, 0,5 pl kiekvieno pradmens
(galutiné koncentracija 2 uM) ir 0,5 ul AccuPrime Pfx DNR polimerazés (1,25
vnt.). Reakcijos salygos: 95 °C — 5 min.; 30 cikly: 95 °C — 30 s, 52-62 °C — 30
s, 72 °C — 1 min/kb; 72 °C — 5 min. Visos PGR reakcijos buvo atlickamos

T personal thermocycler (Biometra) aparatu.

2.23. Plazmidziy stabilumo tyrimas

E. coli-A. rhombi vektoriaus pPRMU824Km stabilumas buvo tiriamas
keliuose Actinomycetales kamienuose: Arthrobacter sp. 68b ir Rhodococcus
erythropolis SQ1. Bakterijos, turin¢ios minéta plazmide, buvo auginamos 16
val. NB terp¢je su kanamicinu, tuomet jos buvo perséjamos i neatrankia NB
terpeg (75 ml), kad pradinis optinis tankis (Agq) btty 0,05. Tada bakterijos buvo
auginamos 30 °C temperatiiroje aeruojant. Po 2, 4, 6 ir 8 auginimo valandy

buvo paima 100 pl lasteliy kultiiros ir atlickami nuoseklis skiedimai. Tuomet

70



paémus 50 pl lasteliy suspensijos i§ keliy pasirinkty skiedimo varianty,
bakterijos buvo i§s¢jamos ant neatrankios NA terpés ir augintos dvi paras. Po
24 val. auginimo skystoje terp¢je bakterijos buvo vél perséjamos | neatrankia
NB terpe (75 ml), kad pradinis optinis tankis (Agp) buty 0,05. Tuomet
bakterijy skiedimo ir auginimo procediira buvo pakartota taip, kaip aprasyta
anksciau.

Tada visy varianty 200 atsitiktinai pasirinkty kolonijy buvo persé¢jamos
atitinkamai ant neatrankios ir atrankios NA terpés. Stabilumo procentinis dydis
buvo apskaiciuojamas tokiu biidu: kolonijy, uzaugusiy ant atrankios terpés,
skaiCius padalintas i§ kolonijuy, uzaugusiy ant neatrankios terpés, skaiciaus ir

padauginta i§ 100 % (Picardeau ir kt., 2000).

2.24. PlazmidzZiy suderinamumo tyrimas

Plazmidziy pPRH ir pART2gfp replikony suderinamumas buvo
tiriamas Arthrobacter oxydans PY21 lastelése. Bakterijos, turincios plazmide
pRMUS824Tc, buvo transformuotos pART2gfp plazmide. Atranka buvo
vykdoma ant terpés su tetraciklinu ir kanamicinu. Plazmidine DNR, iSskirta i$
atskiry klony, buvo transformuotos | E. coli lastelés, klony atranka buvo
vykdoma atskirai ant terpés su atitinkamu antibiotiku, nes minéty plazmidziy
E. coli replikonai yra nesutaikomi. Plazmidiné DNR i§ E. coli buvo
analizuojama hidrolizuojant restrikcijos endonukleazémis ir analizuojama

agaroziniame elektroforezés gelyje.

2.25. Substratinio specifiSkumo tyrimas

Arthrobacter sp. 68b kamieno bakterijos buvo iSsé¢jamos iki vienos
kolonijos ant agarizuotos EFA terpés su 0,1 % piridino, 0,2 %
2-hidroksipiridino, 0,1 % 3-metilpiridino, 0,1 % 4-metilpiridino, 0,1 %

nikotino, 0,1 % ftalio rigsties, 0,3 % gintaro riigsties, 0,5 % glicerolio, ir ant
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EFAA be anglies Saltinio. LékStelés buvo inkubuojamos 30°C termostate 3

paras. Bakteriju augimas buvo vertinamas vizualiai.

2.26. Optimalios ftalio riigSties koncentracijos nustatymas

Arthrobacter sp. 68b kamieno bakterijos buvo uzs¢jamos { NB terpg ir
auginamos per nakti. 1 ml naktinés kultiros perkeltas i kolbutes su 20 ml EFA
terpés, kurioje yra 0,1 %, 0,2 %, 0,5 % arba 1 % ftalio rtgsties koncentracijos.
Kontrolei naudojama EFA terpé be anglies Saltinio. Kultiros optinis tankis

(A00) buvo matuojamas kas 24 valandas.

2.27. Ftalato 4,5-dioksigenazés ir 4,5-dihydro-4,5-dihidroksiftalato
dehidrogenazés aktyvumuy nustatymas

Norint nustatyti ftalato 4,5-dioksigenazés ir 4,5-dihydro-4,5-
dihidroksiftalato dehidrogenazés aktyvumus buvo naudojamas diazotintas
p-nitroanilinas (Nomura ir kt., 1989). Reagentas buvo gautas sumaiSus 0,3 %
p-nitroanilina, iStirpinta 0,8 N HCI, su 5 % natrio nitrito tirpalu santykiu 50:3
pries pat panaudojima. Arthrobacter sp. 68b bakterijos buvo auginamos 20 ml
EFA terpéje su 0,5 % ftalio rugsties 2 paras 30 °C temperatiiroje aeruojant.
Lastelés buvo surinktos centrifuguojant ir praplautos 20 mM Tris-HCI buferiu
(pH 8.0), po to resuspenduotos 1 ml to paties buferio. Tuomet idéta chinolino
rugsties, kad jos pradiné koncentracija buty 2,5 mM. Lastelés buvo
inkubuojamos 30 °C, pavyzdziai tiriami po 1 ir 2 valandu. Lastelés nusodintos
centrifuguojant, supernatantas buvo perpilamas i kiuvete. Tuomet buvo jpilama
2 ul diazotinto p-nitroanilino ir sugerties spektras matuotas 300-700 nm

intervale.
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2.28. Biovirsmy tyrimas panaudojant intaktines lasteles

Biovirsmy tyrimams Arthrobacter sp. 68b bakterijos buvo auginamos

20 ml EFA terpéje su 0,1 % 2-metilpiridino ir piridino bei 0,5 % ftalio riigsties
2paras 30 °C temperatiiroje aeruojant. Lastelés buvo surenkamos
centrifuguojant 1 min. 10000xg, tuomet tris kartus plaunamos buferiu
(detalizuota toliau).
2-metilpiridino ir piridino biovirsmy tyrimui naudotos lastelés i§ 2,25 ml
kultiirinio skyscio. Jos buvo plaunamos 25 mM kalio fosfatiniu buferiu (pH
7,2) ir suspenduojamos 1 ml to paties buferio. Tuomet buvo idedama
2-metilpiridino ir piridino, kuriy pradiné koncentracija reakcijos miSinyje
atitinkamai buvo 0,05 puM ir 0,25 uM.
Ftalio ir chinolino riigSc¢iy biovirsmy tyrimui naudotos lastelés i§ 1,5 ml
kultiirinio skyscio. Jos buvo plaunamos 20 mM kalio fosfatiniu buferiu (pH
7,5) ir suspenduojamos 1 ml to paties buferio. Paskui buvo idéta ftalio ir
chinolino riigs¢iy, kuriy pradinés koncentracijos reakcijos miSinyje atitinkamai
buvo 1 mM ir 0,4 mM.

ParuoSus reakcijy miSinius, lastelés buvo resuspenduojamos ir
nedelsiant nucentrifuguojamos. Tuomet supernatantas perkeltas | kiuvetg ir
uzraSytas pradinis spektras 200-350 nm intervale. Po to supernatantas buvo
perkeliamas { ta pati mégintuveli, lastelés buvo resuspenduojamos ir
inkubuojamos 30 °C temperatiiroje purtykléje Thermomixer compact
(Eppendorf) (350 aps./min.). Véliau spektrai uzraSomi pasirinktais laiko

intervalais (detalizuota skyr. 3.1.2 ir 3.1.3) ir analizuojami jy poky¢iai.

2.29. Belastelinio ekstrakto paruoSimas

Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 3220xg Saldant,
supernatantas nupilamas ir jos plaunamos 20 mM kalio fosfatiniu buferiu (pH
7,2). Tuomet vél centrifuguojamos anksciau nurodytomis salygomis. Po to,

pasalinus supernatanta, lastelés suspenduojamos 2 ml minéto buferio ir

73



ardomos 2 min. ultragarsiniu dezintegratoriumi SONICS vibra cell (22 kHz,
amplitudé 40 %, ledo-vandens vonioje). Lasteliy nuolauzos pasalinamos

centrifuguojant 5 min 3220xg Saldant.

2.30. Baltymuy kiekio nustatymas

Prie§ ruoSiant pavyzdzius elektroforezei, baltymy kiekis buvo
nustatomas naudojant Folino reagenta pagal Lowry ir kt. (1951) aprasyta
metodika.

2.31. Baltymy elektroforezé

Baltymy elektroforezé buvo vykdoma denatiiruojanciomis salygomis,
naudojant 4,5 % koncentruojantj ir 10 % skirstomaji poliakrilamido gelius.
Baltymai dazyti Coomasie Briliant Blue R-250 dazais, gelis atplaunamas 7 %

acto rugstimi (Laemmli, 1970).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Arthrobacter sp. 68b bakterijuy plazmidés ir kataboliniy keliy tyrimas

Ankstesniy Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus
darby metu i§ dirvoZemio buvo iSskirtos 68b kamieno bakterijos, galinios
panaudoti 2-metilpiriding kaip vieninteli anglies Saltini. 16S rRNR geny
filogenetiné analiz¢ parod¢, kad kamienas priklauso Arthrobacter genciai
(Gasparavi¢iate, 2008). Sio darbo metu dalinai nustadius 68b kamieno
bakteriju genomo nukleotidy seka, buvo patikslinta 16S rRNR geno seka.
Filogenetiné analizé (3.1 pav.) parodé, kad Arthrobacter sp. 68b bakterijos yra
giminingiausios Arthrobacter sp. AD27 ir T3AB1 kamieny bakterijoms, kurios
buvo iSskirtos i§ dirvozemio kaip sugebancios skaidyti atrazina (2-chloro-4-
etilamino-6-izopropilamino-1,3,5-triazing). Tai galéty biiti nauja raisis, kuriai
ivardyti reikia tolimesniy tyrimuy.

166 Arthrobacter sp. AD27 (EU710551)
—*— Arthrobacter sp. T3AB1 (GU459313)
Arthrobacter sp. 68b (AJ879122)
] Arthrobacter ilicis (T) (X83407)

98 73| [ Arthrobacter aurescens (T) (X83405)
99l Arthrobacter nitroguaiacolicus (T) (AJ512504)

I Arthrobacter histidinolovorans (T) (X83406)

’7 00| Arthrobacter ureafaciens (T) (X80744)
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74— Arthrobacter nicotinovorans (T) (X80743)
[ Arthrobacter chlorophenolicus (T) (AF102267)

99— Arthrobacter defluvii (T) (AM409361)
Arthrobacter methylotrophus (T) (AF235090)

g7l Arthrobacter alkaliphilus (T) (AB248527)

0.002

3.1 pav. 68b kamieno filogenetinis medis, sudarytas remiantis 16S rRNR geno
analize. Filogenetiné padétis buvo tiriama artimiausiy grupiy apjungimo
metodu. Salia atsiSakojimy nurodyta procentiné jkélos sutapimo su tiriamu
taksonominiu vienetu procentin¢ iSraiSka. Mastelis atitinka 2 pakeisty
nukleotidy skai¢iy, tenkantj tikstan¢iui nukleotidy. Salia bakteriniy kamieny
nurodyti geny banko prieigos numeriai.
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IS literatiros duomenu Zzinoma, kad Arthrobacter spp. bakterijos
pasiZymi mitybiniu jvairiapusiSkumu (Jones ir Keddie, 2006). Taigi, buvo
tiriama, ar Arthrobacter sp. 68b bakterijos be 2-metilpiridino gali panaudoti
kitus heterociklinius junginius (piridina, 2-hidroksipiriding, 3-metilpiridina, 4-
metilpiriding, nikoting), ftalio ir gintaro riig§tis bei gliceroli kaip vieninteli
anglies Saltinj. Nustatyta, kad jos sugeba skaidyti piridina, nikotina, ftalio ir
gintaro riigstis, gliceroli, bet neskaido 2-hidroksipiridino, 3-metilpiridino bei
4-metilpiridino. Ankstesniy darbu metu buvo gauti Arthrobacter sp. 68b
bakteriju mutantai (mut4, mut5), prarade gebéjima skaidyti 2-metilpiriding
(Gasparavi¢iaté, nepublikuota). Sio darbo metu buvo nustatyta, kad mut4
negali panaudoti nei vieno junginio, kuri skaido gamtinio tipo Arthrobacter sp.
68b bakterijos, kaip anglies Saltinio. Kitas mutantas (mut5) gali panaudoti

nikoting, gintaro riigsti ir gliceroli. Tyrimy rezultatai yra pateikti 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. Arthrobacter sp. 68b ir jo mutanty sugeb¢jimo skaidyti ivairius

anglies Saltinius jvertinimas po 3 pary augimo. "+" — skaido, "—" — neskaido.
68b mut4 mut5
Piridinas + — —

2-Hidroksipiridinas - - _

3-Metilpiridinas - - _

4-Metilpiridinas - - _

Nikotinas + - +
Ftalio riigstis + - —
Gintaro rugstis + - +
Glicerolis + - +

Arthrobacter sp. 68b kamieno ir jo mutanty substratinio specifiskumo
tyrimo rezultatai leidzia daryti prielaida, kad gamtinio tipo bakterijos gali turéti
vieng ar kelias katabolines plazmides. IS literatiiros Saltiniy yra zinoma, kad
bakterijy, skaidanCiy jvairius cheminius junginius, iskaitant piridina ir jo

darinius, katabolinius baltymus koduojantys genai dazniausiai yra susitelke
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didelés molekulinés masés plazmidése (Agapova ir kt., 1992; Mohan ir kt.,
2003; Vedler, 2009). Prarastas gebéjimas skaidyti tiriamas medziagas yra
sigjamas su plazmidziy netekimu (Kolenbrander ir Weinberger, 1977,

Weinberger ir Kolenbrander, 1979; Overhage ir kt., 2005).

3.1.1. Arthrobacter sp. 68b bakterijy plazmidés

Norint i$siaiskinti, ar Arthrobacter sp. 68b bakterijos turi didelés
molekulinés masés plazmidziy, taip pat ar jos yra susijusios su gebéjimu
skaidyti tam tikrus junginius, buvo tiriama Arthrobacter sp. 68b ir jo mutanty
mut4 ir mut5, suminé genominé DNR. Ji buvo analizuojama agaroziniame
gelyje horizontalios ir pulsuojancio lauko elektroforezés metodais. Nustatyta,
kad gamtinio tipo bakterijos turi bent dvi didelés molekulinés mases
plazmides. Jo mutantas mut4, kuris neskaido nei vieno tirto junginio, yra
praradgs abi plazmides, o mut5 — viena, mazesnigja (3.2 pav.). Remiantis
substratinio specifiSkumo ir DNR analizés rezultatais, galima teigti, kad genai,
koduojantys 2-metilpiridino, piridino ir ftalio riigsties degradacijos baltymus,
yra mazesn¢je plazmidéje, pavadintoje p2MP, o dalyvaujantys nikotino
skaidyme yra didesnéje plazmidéje, pNIC 68b.

68b mut4 mutd

et

pNIC_68b

Chromosominé
DNR

3.2 pav. Arthrobacter sp. 68b, mut4 ir mut5 genominés DNR pasiskirstymas
horizontalios elektroforezés gelyje.
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Arthrobacter sp. 68b genomas buvo nuskaitomas naudojant 454
platforma ir ILLUMINA technologija. Surinkus nustatyty nukleotidy sekas,
buvo gautas fragmentas, kuriame yra genai, koduojantys nikotino skaidymo
baltymus, ir beveik 113 kb Zziediné plazmidé, kurioje yra ftalio rugsties ir
galimy 2-metilpiridino ir piridino skaidymo baltymy genai. Galima teigti, kad
surinktas fragmentas yra pNIC 68b plazmidés dalis. Analizuojant nikotino
skaidymo baltymy ir juos koduojanciy genuy sekas, buvo nustatyta 90 ir
daugiau procenty homologija analogiskiems Arthrobacter nicotinovorans
pAO1 (165 kb) genams ir ju produktams (duomenys nepateikti) (Igloi ir
Brandsch, 2003). Galima daryti prielaida, kad pNIC 68b plazmid¢ yra
panasaus dydzio kaip pAO1. Arthrobacter sp. 68b plazmidé pNIC 68b toliau
darbe nebus nagring¢jama, nes tokios pacios struktiiros jau yra apraSyta
literatiiroje.

Plazmidé p2MP yra 112864 bp dydzio, GC sudaro 61 %, aptikti 93
atviri skaitymo rémeliai (3.3 pav.), ju koduojami baltymai yra pateikti 3.2
lenteléje. Nustatyta GC reikSmé patenka i Arthrobacter sp. chromosominei
DNR budingy reik$miy intervala. Analizuojant plazmidés geny produkty sekas
ir ieSkant homology, buvo pastebéta, kad daugelis baltymy yra panaSiausi {
Arthrobacter spp. arba Rhodococcus spp. baltymus. Plazmidéje nustatyti 11,3
kb (asr34—asrd4) ir 2,5 kb (asr45—asr49) fragmentai, kurie yra atitinkamai
panasis | Arthrobacter sp. AK-1 pSI-1 ir Arthrobacter sp. FB24 pFB24-136
plazmidziy dalis. Aptikti genai (asr20—asr23), koduojantys nitraty/sulfonaty/
bikarbonaty ABC (nuo angl. ATP-binding cassette) neSiklio baltymus.

Kaip buvo minéta literatiirinéje dalyje, Siuo metu yra nuskaityta
Arthrobacter keyseri 12B plazmidés pRE1 (130 kb) 26274 bp fragmentas
(Eaton, 2001) ir 4. aurescens TC1 bakteriju pTC1 (408 kb) ir pTC2 (301 kb)
(Mongodin ir kt., 2006), 4. nicotinovorans pAO1 (165 kb) (Igloi ir Brandsch,
2003), A. nitroguajacolicus Rii6la pAL1 (113 kb) (Parschat ir kt., 2007),
Arthrobacter sp. AK-1 pSI-1 (99 kb), Arthrobacter sp. FB24 pFB24-104 (96
kb), pFB24-105 (115 kb) ir pFB24-136 (159 kb), Arthrobacter sp. Chrl5
pChrl5 (50 kb) (Jerke ir kt., 2008), A. arilaitensis Rel17 pRE117-1 (50 kb)
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(Monnet ir kt., 2010) ir A. phenanthrenivorans pASPHE301 (190 kb),
pASPHE302 (94 kb) (Kallimanis ir kt., 2011) plazmidés. Visos yra ziedinés,
tik pAL1 linijine.

2
asr§3 asr83 asr
1 asrd
asrga osr 81 4582 asr84| asrl|asr3 f7 0 usr6
as
asr78.asr79 " asr8 ,
r -
= 10
asr75 asrll
asr74. asrl2
asr73 asrl3
asr72, asrl4
asr71 asrls
asr70 asrl6é
asr69: asrl7
“i,g%% asrl8
asri
asrés phtR
asr64 F P%g 4
asr63 P phtdc
asr62 asr][%htAb
ao! 112864 bp plida
asr60 paes rlél 0
asr59 SrgzérZZ
asr58 asr23
asr57: asr25
asr5644sr5), asr26
asr. asr27
asrs3 /62 as(f:}r928
asr. asr30
asr51 a§53 i
asr50 dsr48 asr;
asr4g STf6, asr3q |asr36 asg 24 B

5743 asrd 0| asr37 45T
asra/f asrd.

asrds 4 S;fgﬂﬂ cial

3.3 pav. Arthrobacter sp. 68b kataboliné plazmidé p2MP. Mélyna spalva
pazyméti atviri skaitymo rémeliai, koduojantys galimus 2-metilpiridino ir
piridino skaidymo baltymus; raudona — ftalio riigSties skaidymo baltymus
koduojantys genai; rozine — DNR replikacijos, rekombinacijos, konjugacijos,
kopiju padalijimo baltymu genai; pilka — transpozaziy ir integraziy genai; zalia
— kity funkcijy baltymus koduojantys genai.

Nustatyta, kad p2MP plazmidéje yra genai, koduojantys ftalio riigSties
skaidymo iki protokatechuato baltymus. Ftalato skaidymo baltymy genai taip
pat yra nustatyti pRE1 ir pASPHE301 plazmidése (Eaton, 2001; Kallimanis ir
kt., 2011). Rekombinacijos baltymy genai aptikti nagrin¢jamoje plazmidéje ir
visose anksCiau minétose, iSskyrus pAL1. Plazmidéje p2MP nustatyti atviri
skaitymo rémeliai, koduojantys replikacijos baltymus. Genai, kuriy produktai
dalyvauja replikacijoje, taip pat yra rasti pALl, pFB24-136, pFB-104,
pRE117-1 ir pASPHE301 plazmidése.
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Konjugacijos genu kompleksa turi p2MP, pTC1, pAO1, pAL1, pSI-1, pChrlS5,
pRE117-1 ir visos Arthrobacter sp. FB24 plazmidés.

Plazmideés kopiju skaiciaus padalijime dalyvaujanciy baltymy (ParA ir
ParB) genai nustatyti A. aurescens (pTC1, pTC2) ir A. phenanthrenivorans
(pPASPHE301, pASPHE302) plazmidése, taip pat Arthrobacter sp. pSI-1,
pChrl5 ir pFB24-105 bei A. nicotinovorans pAO1 plazmidése. pAL1 ir
pFB-136 bei pFB-104 plazmidés turi tik par4 gena, o p2MP atveju nustatytas
tik ParB koduojantis atviras skaitymo rémelis. Padalijimo baltymy genai
neaptikti pRE117-1 plazmidéje.

p2MP ir minétose plazmidése, iSskyrus pChrl5, nustatyti genai,
koduojantys transpozazes. Mazesné dalis plazmidziy (p2MP, pTCI1, pTC2,
pASPHE302 ir visos FB24 bakteriju plazmidés) taip pat turi integrazes
koduojancius genus.

Kaip minéta, plazmidéje p2MP buvo nustatyti ftalio rugsties skaidymo
fermenty genai. Joje taip pat aptikti atviri skaitymo rémeliai, koduojantys
galimus 2-metilpiridino ir piridino degradacijos baltymus. Plac¢iau §iu junginiy
skaidymo fermentai, ju genai ir kataboliniai keliai bus nagrin¢jami toliau

tekste.

3.1.2. Ftalio riigsties skaidymas

Kaip minéta literatirinéje dalyje, ftalio riig§ti sugeba panaudoti ir
Gram-neigiamos, ir Gram-teigiamos bakterijos, taciau jos skaido §i jungini
skirtingais keliais — atitinkamai 4,5-dioksigenazés ir 3,4-dioksigenazés (Eaton,
2001). Arthrobacter sp. 68b bakterijose, kurios gali panaudoti ftalio riigsti kaip
vieninteli anglies Saltini, buvo tiriamas minéto junginio skaidymo kelias bei
ieSkoma geny, koduojanciy katabolinius baltymus.

Pirmiausia, pagal 2.26 skyrelyje aprasSyta metodika buvo tiriama $iy
bakteriju augimo priklausomybé nuo ftalio riig§ties koncentracijos terpéje.

Rezultatai parod¢, kad pirma para bakterijos geriausiai auga, kai substrato



koncentracija yra 0,5% ir 1% (3.4 pav.). Véliau bakteriju biomasés kiekis
nezymiai skiriasi esant minétoms koncentracijoms. Trecig para visais tirtais
atvejais stebimas optinio tankio sumazéjimas. Taigi, i§ tirty ftalio ragsties
koncentraciju Arthrobacter sp. 68b bakteriju augimui optimaliausia yra 1%,

didziausia biomasé gaunama auginant 2 paras.
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0,2%
301 —e— 05%
——10%
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2,0
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1,0 1
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0,0 T T T

Laikas, valandos

3.4 pav. Arthrobacter sp. 68b augimas EFA terpéje su jvairiomis ftalio riigsties
koncentracijomis. Kontrolé¢ — EFA be ftalio rugsties.

Atliekant ftalio rugsties biovirsmy tyrima, buvo naudojamos
Arthrobacter sp. 68b intaktinés lastelés, augintos terpéje su ftalio arba gintaro
(kontrolé) riigstimi. Aerobiné biokonversija buvo vykdoma 20 mM kalio
fosfatiniame buferyje (pH 7,5) 30 °C temperatiiroje. Pradiné substrato
koncentracija buvo 1 mM. Reakcijos miSinys, nusodinus lasteles
centrifuguojant, buvo tiriamas po 1, 2, 3 ir 4 inkubavimo valandy. Nustatyta,
kad bakterijos galéjo panaudoti ftalio riigsti, jei buvo augintos terpéje su Siuo
substratu. Lastelés, augintos terpéje su gintaro riigStimi, negaléjo panaudoti
ftalio riigsties (3.5 pav.). Taigi, i§ gauty duomeny galima daryti iSvada, kad
Arthrobacter sp. 68b bakterijose ftalio riigSties skaidymas yra indukuojamas

procesas.
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3.5 pav. Ftalio riigSties biokonversija panaudojant Arthrobacter sp. 68b
intaktines lasteles. A — bakterijos, augintos terpé¢je su ftalio riigs§timi, B — su
gintaro rugstimi.

Nomura ir kt. (1989) pasitilé metoda ftalato 4,5-dioksigenazés ir 4,5-
dihidro-4,5-dihidroksiftalato dehidrogenazés aktyvumams nustatyti.
Diazotintas p-nitroanilinas yra idedamas i Iasteliy, inkubuoty su ftalio riigstimi,
suspensija, ir gaunamas raudonos spalvos junginys, kurio absorbcijos
maksimumas yra 512 nm bangos ilgyje (Nomura ir kt., 1989). Siuo metodu
(smulkiau apraSyta skyr. 2.27) buvo tiriama, ar Arthrobacter sp. 68b
bakterijose yra ftalio riig§ties 4,5-dioksigenazés skaidymo kelias. Tyrimo metu
raudonos spalvos junginys nesusidaré, todél galima teigti, kad Arthrobacter sp.
68b bakterijose ftalio riigsties skaidymas vyksta 3,4-dioksigenazés keliu.

Nomura ir kt. (1989) taip pat paskelbé, kad Pseudomonas putida
bakterijos, skaidancios ftalio riigsti 4,5-dioksigenazés keliu, gali hidroksilininti
chinolino ragsti. Panaudojant Arthrobacter sp. 68b intaktines lasteles, buvo
tiriama, ar Sios bakterijos, indukuotos ftalio riig§timi, gali vartoti chinolino
rugsti. Lastelés buvo inkubuojamos 20 mM kalio fosfatiniame buferyje (pH
7,5) 30 °C temperatiroje. Pradiné substrato koncentracija buvo 0,4 mM.
Reakcijos miSinys, nusodinus lasteles centrifuguojant, buvo tiriamas po 1, 2, 3
ir 4 inkubavimo valandy. Nustatyta, kad lastelés, augintos su ftalatu, gali
modifikuoti chinolino riigiti. Sio junginio biotransformacijos spektro poky¢iai
yra parodyti 3.6 A paveiksle. Vykstant biovirsmams, stebimas substrato

koncentracijos mazéjimas ir sugerties padidéjimas 300-350 nm srityje. Tai
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rodo, kad prie heterociklinio Ziedo yra prijungiama hidroksigrupé (Taylor ir
King, 1987). Lastelés, augintos su gintaro ragstimi, negaléjo panaudoti
chinolino ragsties (3.6 B pav.). Taigi, Arthrobacter sp. 68b lastelése reikia

indukuoti ftalio riigSties katabolinius genus, kad jos galéty panaudoti chinolino

ragsty.
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3.6 pav. Chinolino riigsties biokonversija panaudojant Arthrobacter sp. 68b
intaktines lasteles. A — bakterijos, augintos terpéje su ftalio riigS§timi, B — su
gintaro rugstimi. Rodyklés rodo sugerties pokyc¢ius vykstant biokonversijai.

Hidroksilinti dariniai i§ chinolino rtgsSties gali susidaryti keliais
budais. Pirmas, chinolino rugsti veikia ftalato 3,4-dioksigenazé, tuomet
susidariusi  4,5-dihidroksi-4,5-dihidrochinolino riigStis yra oksiduojama
3,4-dihidroksi-3,4-dihidroftalato dehidrogenazés iki 4,5-dihidroksichinolino
rugsties. Antras, chinolino rugstis yra veikiama ftalato 3,4-dioksigenazés ir
susidariusi 4,5-dihidroksi-4,5-dihidrochinolino rugstis spontaniskai
dehidratuoja iki 4-hidroksi arba 5-hidroksichinolino rtigsSties. Abiem keliais
susidaro produktai, kurie néra lengvai gaunami Zinomais organinés chemijos
metodais. Norint nustatyti susidarancio junginio struktiira, reikia atlikti daugiau

tyrimy.
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3.1.2.1. Ftalio rugsties skaidymo operono analizé

Arthrobacter sp. 68b p2MP plazmidéje buvo aptikti asr, kurie koduoja
baltymus, panasius | ftalio riigsties skaidyme dalyvaujancius fermentus. Jie yra
i§sidéste 8 kb dydzio fragmente. Potencialiy §io junginio degradacijos baltymy
asr sekos buvo padaugintos PGR btidu naudojant pradmeny poras: FEH F ir R;
HFDH F ir R; FOXG F ir R; FOXGS F ir R; FDK F ir R. Gauti PGR produktai
buvo klonuoti i pTZ57R/T plazmidini vektoriy. Tuomet buvo nustatomos
atrinkty klony DNR nukleotidy sekos. Rezultatai patvirtino tiriamy asr
i§sidéstyma ir jy koduojamy baltymy funkcijas. Taigi, Arthrobacter sp. 68b
bakterijose genai, koduojantys ftalio riigSties skaidymo baltymus, sudaro
operona, kurio seka buvo uzregistruota Geny banke ir jai suteiktas JN381019
prieigos numeris.

Kaip buvo minéta literatiiringje dalyje, ftalio riigSties skaidymo
operona (pht) sudaro genai, koduojantys baltymus, skaidanCius §i jungini iki
protokatechuato. Dazniausiai operona sudaro 6 genai, kurie koduoja keturis
dioksigenazés subvienetus (didiji, mazaji, feredoksino ir reduktazes),
dehidrogenaze ir derkarboksilazg¢ (Eaton, 2001). Arthrobacter sp. 68b atveju
operona sudaro septyni asr, kadangi tarp operonui biidingy geny yra isiterpgs

hipotetini baltyma koduojantis genas, pavadintas asr19 (3.7 pav.).

asr19

pehA  phtB phtAa phtAb |phtAc phtAd phtC phtR
Arthrobacter sp. 68b

pehA  norA  phtB phtAa phtAb phtAc phtAd phtC phtR

Arthrobacter keyseri 12B

—
1kb

3.7 pav. Arthrobacter sp. 68b ir A. keyseri 12B (Eaton, 2001) ftalato
degradacijos operonai ir geny iSsidéstymas juose.

Ftalio riigSties skaidymo genai ir reguliacinis genas yra iSsidéste

phtBAaAbAcAdCR tvarka. Juy visy transkripcija vyksta ta pacia kryptimi.
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Reguliacijos ir skaidymo genu produktai yra panaSiausi i kity Arthrobacter
spp. baltymus (3.2 lentelé). Remiantis Arthrobacter sp. 68b bakteriju ftalio
rugsties skaidymo baltymy homology paieskos rezultatais, galima patvirtinti,
kad Siose bakterijose tiriamas junginys skaidomas 3,4-dioksigenazés keliu.

Tiriamy Arthrobacter sp. 68b bakteriju pht operono sandara buvo
lyginama su A. keyseri 12B operonu. Abiejuose operonuose skaidymo baltymy
genai ir reguliacinis genas yra iSsidéste vienoda tvarka ir juy transkripcija vyksta
ta paCia kryptimi (3.7 pav.). Kaip minéta anksCiau, Arthrobacter sp. 68b
operone yra papildomas genas asrl9, isiterpes tarp phtAb ir phtAc geny. Jis
persidengia su phtAb keturiais nukleotidais, o phtC ir phtAd pradzZios kodonai
persidengia vienu nukleotidu su prie§ tai einan¢io geno pabaigos kodonu.
Arthrobacter sp. 68b ir A. keyseri 12B bakteriju DNR sekose pries pht operona
buvo aptiktas pehd, koduojantis numanoma ftalato esterio hidrolaze. Sio geno
transkripcija vyskta ta pacia kryptimi kaip ir operono genu. A. keyseri 12B
atveju papildomas nor4 genas (atsparumo antibiotikui nesiklio fragmentas) yra
isiterpgs tarp pehA geno ir pht operono (Eaton, 2001), bet tokio geno néra
Arthrobacter sp. 68b bakterijose. Kadangi Arthrobacter sp. 68b ir A. keyseri
12B operony struktiira yra panasi, tai Arthrobacter sp. 68b ftalato skaidymo
operono genai buvo pavadinti pagal A. keyseri 12B genams naudota
nomenklattira (Eaton, 2001).

Nors Arthrobacter sp. 68b ir A. keyseri 12B ftalio riigSties skaidymo
operonai tarpusavyje yra panaSiis, taCiau ju struktiira skiriasi nuo kity
Actinomycetales bakteriju pht operonu. Rhodococcus sp. DK17 ir TFB ir
Terrabacter sp. DBF63 bakterijose ftalato skaidymo genai yra iSsidéste
phtAaAbBAcAdC tvarka (Choi ir kt., 2005; Tomas-Gallardo ir kt., 2006; Nojiri
ir kt., 2002). Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 pht operone néra geno,
koduojancio dekarboksilazg, taigi geny tvarka yra phtdaAbBAcAd (Stingley ir
kt., 2004). Visose bakterijose geny, koduojanciy ftalio rtgsties skaidymo
baltymus iki protokatechuato, transkripcija vyksta viena kryptimi.
Rhodococcus sp. DK17 ir TFB, M. vanbaalenii PYR-1 bakterijose phtR genas

yra prie§ operona ir jo transkripcija vyksta prieSinga kryptimi (Choi ir kt.,
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2005; Tomas-Gallardo ir kt., 2006; Stingley ir kt., 2004), Terrabacter sp.
DBF63 Sis genas yra uz operono. Jo transkripcija vyksta ta pacia kryptimi kaip
operono geny (Nojiri ir kt., 2002).

3.1.3.2. Ftalio riigsties skaidymo baltymy filogenetiné analizé

Atlikus ftalio riigSties skaidymo baltymuy genu filogeneting analizg,
nustatyta, kad phtB produktas (31,3 kDa) yra panasiausias i 3,4-dihidroksi-3,4-
dihidroftalato dehidrogenazg i§ A. keyseri 12B (3.8 pav.), kuri priklauso
oksidoreduktaziy superSeimai (Eaton, 2001). Baltymas yra homologiskas
ivairiy Actinomycetales eilés bakteriju ir keliy proteobakteriju aldo/keto
reduktazéms, 2,5-didehidrogliukonato reduktazéms, 2,5-diketo-D-gliukonato
reduktazéms ir oksidoreduktazéms. Jis yra giminingiausias 4. keyseri 12B,
Arthrobacter sp. FB24, A. phenanthrenivorans Sphe3 baltymams ir su jais

sudaro atskira filogeneting Saka.

100 aldo/keto reduktazé Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243271)
3,4-dihidroksi-3,4-dihidroftalato dehidrogenazé Arthrobacter keyseri (AF331043_13)
aldo/keto reduktazé Arthrobacter sp. FB24 (YP_829379)
3,4-dihidroksi-3,4-dihidr dehidrog é Arthrob. sp. 68b (JN381019)
aldo/keto reduktazé Xylanimonas cellulosilytica DSM 15894 (YP_003327190)
97\_‘:ald0/keto reduktazé Thauera sp. MZ1T (YP_002891029)

91 oksidoreduktaze Maritimibacter alkaliphilus HTCC2654 (ZP_01014233)

: 2,5-didehidroglukonato reduktazé Frankia sp. Ccl3 (YP_480280)
100 2,5-diketo-D-glukonato reduktazé A Frankia alni ACN14a (YP_712109)

2,5-diketo-D-glukonato reduktazé A Streptomyces albus J1074 (ZP_04700658)
2,5-diketo-D-glukono ragsties reduktazé Arthrobacter aurescens TC1 (YP_946049)
L aldo/keto reduktazeé Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004239749)
2,5-diketo-D-glukonato reduktazé Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 (ZP_06835802)
2,5-didehidroglukonato reduktazé Thermomonospora curvata DSM 43183 (YP_003299201)

2,5-didehidroglukonato reduktazé Streptomyces sp. ACTE (ZP_06273687)
100L————— oksidoreduktazé Streptomyces viridochromogenes DSM 40736 (ZP_07307652)

96|

3.8 pav. 3,4-dihidroksi-3,4-dihidroftalato dehidrogenazés filogenetinis medis.
Medis sudarytas artimiausiu grupiu apjungimo metodu. Salia atsidakojimy
nurodyta procentiné ikélos sutapimo su tiriamu baltymu isSraiSka. Mastelis
atitinka pakeisty aminoriig§¢iy skai¢iy, tenkanti vienai vietai. Salia tiriamo
baltymo homology nurodyti geny banko prieigos numeriai.

Genai phtdaAbAcAd koduoja 3,4-dioksigenazg, kuri yra trijy
komponenty fermentas, sudarytas i§ dvieju oksigenazés, vieno feredoksino ir

vieno reduktazés subvieneto (Eaton, 2001; Habe ir kt., 2003). PanaSiose
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dioksigenazése elektronai yra perneSsami nuo NADPH per flavoproteining
reduktaze feredoksinui ir tuomet dviejy subvienety oksigenazei. Saveikaudama
su aromatiniu substratu ir molekuliniu deguonimi, redukuota dioksigenazé i
aromatinj zieda iveda dvi hidroksigrupes (Eaton, 2001).

Genas phtda koduoja baltyma (53,7 kDa), kuris yra labiausiai
homologiSkas A. keyseri 12B ftalato dioksigenazés didZiajam subvienetui.
Baltymas taip pat yra panasus i ftalato 3,4-dioksigenazés didjji subvieneta arba
zieda hidroksilinancios dioksigenazés alfa subvieneta iS Rhodococcus spp. ir
Mycobacterium spp. bakteriju. Arthrobacter sp. 68b phtAa produktas kartu su
Arthrobacter sp. FB24 ir A. keyseri 12B baltymais sudaro atskira grupe

filogenetiniame medyje (3.9 pav.).

66 Dioksigenazé alfa subvnt. Mycobacterium sp. MCS (YP_638789)

58/ Dioksigenazé alfa subvnt. Mycobacterium sp. JLS (YP_001069884)
100| - PhtAa Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (AAQ91914)
Dioksigenazé alfa subvnt. Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (YP_951316)

57— Dioksigenazeé alfa subvnt. Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131960)

PhtAa Rhodococcus sp. TFB (AAY57926)
Ftalato 3,4-dioksigenazés alfa subvnt. Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707370)
100! Dioksigenazé E Rhodococcus sp. RHA1 (BAB62289)
Ftalato 3,4-dioksigenazés alfa subvnt. Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04747643)
Ftalato dioksigenazés didysis subvnt. Arthrobacter keyseri (AF331043 14)
Dioksigenazé alfa subvnt. Arthrobacter sp. FB24 (YP_829381)

Ftalato dioksi és didysis subvnt. Arthrobacter sp. 68b (JN381019)
Dioksigenazé alfa subvnt. Pseudonocardia sp. P1 (ZP_08118244)
Ftalato dioksigenazés didysis oksigenazés subvnt. Terrabacter sp. DBF63 (BAC54156)
Dioksigenazé alfa subvnt. Mycobacterium sp. JLS (YP_001072483)
100 Dioksigenazé alfa subvnt. Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 (ZP_05225089)

99

0.02

3.9 pav. Ftalato dioksigenazes didZiojo subvieneto filogenetinis medis. Analizé
atlikta kaip aprasyta 3.8 pav.

phtAb geno produktas (22,8 kDa) yra panasus | ftalato 3.4-
dioksigenazés beta arba mazaji subvieneta ir 3-fenilpropionato dioksigenazés
beta subvieneta 1§ jvairiy Arthrobacter spp., Rhodococcus spp. ir
Mycobacterium spp. bakteriju. Arthrobacter sp. 68b baltymas su Arthrobacter
sp. FB24, A. keyseri 12B ir A. phenanthrenivorans Sphe3 baltymais sudaro
atskira filogeneting Saka (3.10 pav.).

94



0 Ftalato dioksigenazés mazasis subvnt. Mycobacterium sp. CH1 (ACN38277)
100 3-FP dioksigenazes beta subvnt. Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131872)
20) 3-FP dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131959)
40 3-FP dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (YP_951317)
85) 3-FP dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium sp. MCS (YP_638790)
3-FP dioksigenazés beta subvnt. Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707369)
56! PhtAb Rhodococcus sp. TFB (AAY57927)
3-FP dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04747644)

100} 3-FP dioksigenazes beta subvnt. Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 (ZP_05225090)
ﬂs-w dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium sp. JLS (YP_001072482)
3-FP dioksigenazés beta subvnt. Pseudonocardia sp. P1 (ZP_08118243)
Ftalato dioksigenazés mazasis subvnt. Arthrobacter sp. 68b (JN381019)
100 3-FP dioksigenazeés beta subvnt. Arthrobacter sp. FB24 (YP_829382)

99 Ftalato 3,4-dioksigenazés beta subvnt. Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243272)
99' Ftalato dioksigenazés mazasis subvnt. Arthrobacter keyseri (AF331043 15)

8o~ 3-FP dioksigenazés beta subvnt. Mycobacterium sp. JLS (YP_001069885)
8 [

—
0.02

3.10 pav. Ftalato dioksigenazés mazojo subvieneto filogenetinis medis. 3-FP —
fenilpropionatas. Analizé atlikta kaip aprasSyta 3.8 pav.

phtAc polipeptidas (7,0 kDa) yra susijes su elektrony pernasos baltymu
— feredoksinu. Jo homologai yra baltymai i§ ivairiy Actinomycetales bakteriju.
PhtAc yra panaSiausias i Arthrobacter sp. FB24, A. keyseri 12B ir A.
phenanthrenivorans Sphe3 baltymus. Kartu Sie baltymai sudaro atskira
filogeneting Saka (3.11 pav.).

phtAd koduojamas baltymas (43,7 kDa) yra panaSus i ftalato 3,4-
dioksigenazés feredoksino reduktazés subvieneta, nuo FAD priklausancio
piridino nukleotido-disulfido oksidoreduktazg. Baltymo filogenetiné analizé
parodé, kad jis yra giminingiausias Arthrobacter spp. baltymams. Sie baltymai
sudaro atskira filogeneting Saka (3.12 pav.). PhtAd taip pat yra homologiskas

baltymams i§ Mycobacterium spp. it Rhodococcus spp.

Feredoksinas Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243274)
| Ftalato dioksigenazés feredoksino subvnt. Arthrobacter keyseri (AF331043_16)
Hipotetinis baltymas Arth 4366 Arthrobacter sp. FB24 (YP_829384)
Ftalato dioksig és fer: ino subvnt. Arthrobacter sp. 68b (JN381019)
ftalato 3,4-dioksigenazeés feredoksino subvnt. Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04747647)
PhtAc Rhodococcus sp. TFB (AAY57930)
84— ftalato 3,4-dioksigenazés feredoksino subvnt. Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707366)
100 Hipotetinis baltymas Mmcs 5451 Mycobacterium sp. MCS (YP_642607)
L Hipotetinis baltymas Mkms 5646 Mycobacterium sp. KMS (YP_935642)
39 feredoksinas Mycobacterium sp. Spyr1 (YP_004074708)
100/~ Hipotetinis baltymas Mflv 0591 Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131869)
45|{ Ftalato dioksigenazés feredoksinas Mycobacterium sp. CH1 (ACN38279)
39" PhtAc Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (AAQ91918)
feredoksinas Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707840)
Hipotetinis baltymas PseP1 00120 Pseudonocardia sp. P1 (ZP_08118240)
99l Ftalato dioksigenazés feredoksinas Terrabacter sp. DBF63 (BAC54160)

—
0.05

3.11 pav. Ftalato dioksigenazés feredoksino subvieneto filogenetinis medis.
Analiz¢ atlikta kaip apraSyta 3.8 pav.
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88 Nuo FAD-priklausoma oksidoreduktazé Mycobacterium sp. MCS (YP_638792)
8L phtad Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (AAQ91919)
Ftalato 3,4-dioksigenazés feredoksino reduktazés subvnt. Mycobacterium sp. Spyr1 (YP_004074709)
100 Nuo FAD-priklausoma oksidoreduktazé Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131868)
Ftalato dioksigenazés feredoksino reduktazé Mycobacterium sp. CH1 (ACN38280)
T 100' Nuo FAD-priklausoma oksif € Mycob jum sp. JLS (YP_001069888)

:%Nuo FAD-priklausoma oksidoreduktazé Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (YP_951320)
[

Ftalato dioksi reduk és subvnt. Ar sp. 68b (JN381019)
g Nuo FAD-priklausoma oksidoreduktaze Arthrobacter sp. FB24 (YP_829385)
100 Ftalato 3,4-dioksigenazés feredoksino reduktazés subvnt. A. Phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243275)
99— Ftalato dioksigenazés reduktazés subvnt. Arthrobacter keyseri (AF331043_17)

Ftalato dioksigenazés feredoksino reduktazé Terrabacter sp. DBF63 (BAC54161)
PhtAd Rhodococcus sp. TFB (AAY57931)
%) F Ftalato 3,4-dioksigenazés feredoksino rec és subvnt. Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707365)
100|_LGaIima ftalato dioksigenazé Rhodococcus sp. DK17 (AAR90173)
69" Ftalato dioksigenazés reduktazés subvnt. Rhodococcus sp. RHA1 (BAD36794)

—_
0.05

3.12 pav. Ftalato dioksigenazés feredoksino reduktazés subvieneto
filogenetinis medis. Analiz¢ atlikta kaip aprasyta 3.8 pav.

Geno phtC produktas (26,2 kDa) yra homologiskas 3,4-
dihidroksiftalato dekarboksilazéms, II klasés aldolaziw/aduciny Seimos
baltymams 1§ Arthrobacter spp., Rhodococcus spp. ir Mycobacterium spp.
PhtC baltymas ir jo analogai i§ Arthrobacter spp. formuoja atskira filogeneting
Saka (3.13 pav.). Sios klasés fermentai turi konservatyvy glutamata (90
padétyje), todél katalizés metu gali veikti kaip rugstis ir bazé, ir tris
konservatyvius histidinus (109, 111 ir 177 padétyse), kurie koordinuoja
katalizei reikalingus jonus (Eaton, 2001). Minétos konservatyvios

aminoriigstys aptiktos ir Arthrobacter sp. 68b bakterijy phtC geno produkte.

1007 3,4-dihidroksiftalato dekarboksilazé Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243442)
Il klasés aldolazés/aducino $eimos baltymas Arthrobacter sp. FB24 (YP_829386)
3,4-dihidroksiftalato dekarboksilazé Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243276)
3,4-dihidroksiftalato 2-dekarboksilazé Arthrobacter keyseri (AF331043_18)
3,4-dihidroksiftalato dekarboksilazé Arthrobacter sp. 68b (JN381019)
3,4-dihidroksiftalato dekarboksilazé Pseudonocardia sp. P1 (ZP_08118238)
83l hipotetinis baltymas Terrabacter sp. DBF63 (BAB55882)
Il klasés aldolazés/aducino S§eimos baltymas Mycobacterium sp. MCS (YP_638850)
411)0'; Il klasés aldolazés/aducino Seimos baltymas Mycobacterium sp. KMS (YP_935612)
72 Il klasés aldolazés/aducino $eimos baltymas Mycobacterium sp. KMS (YP_935831)
100 || klasés aldolazés/aducino Seimos baltymas Mycobacterium sp. MCS (YP_642601)
,7 FliH baltymas Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04749261)

1 °°|_| PhtC Rhodococcus sp. TFB (AAY57932)
83 3,4-dihidroksiftalato 2-dekarboksilazé Rhodococcus sp. DK17 (ABP48124)
\—MEZ%A-dihidroksiﬂalato dekarboksilazé Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707364)
97’ Galima 3,4-dihidroksi ) 2-dekarboksilazé Rhodococcus sp. DK17 (AAR90172)

0.05

3.13 pav. 3,4-dihidroksiftalato dekarboksilazés filogenetinis medis. Analizé
atlikta kaip aprasyta 3.8 pav.

phtR koduoja baltyma (29,2 kDa), panasuy i PhtR arba IcIR Seimos

transkripcijos reguliatorius i§ Actinomycetales bakteriju. Manoma, kad Sis
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baltymas dalyvauja operono, koduojancio ftalio riigsties skaidymo baltymus,
reguliacijoje (Eaton, 2001). PhtR baltymo N-gale buvo nustatyta prisijungimo
prie DNR sritis, kurioje yra spiralé-linkis-spiralé motyvas, ir C galo
konservatyvi sritis, budinga IcIR Seimos baltymams (Eaton, 2001; Stingley ir
kt., 2004). Sios $eimos baltymai gali biiti ir transkripcijos aktyvatoriai, ir
represoriai. Tomas-Gallardo ir kt. (2006) nustaté, kad, nesant ftalio rugsties, tik
PhtR baltymo genas yra transkribuojamas. Penki panasiis baltymai i$ skirtingy

Arthrobacter spp. kamieny sudaro atskira Saka filogenetiniame medyje (3.14

pav.).

100] Galimas pht operono transkripcijos reguliatorius Rhodococcus sp. DK17 (ABP48117)
IcIR eimos transkripcijos reguliatorius Rhodococcus jostii RHA1 (YP_707371)
PhtR Rhodococcus sp. TFB (AAY57925)
R inis baltymas ICIR Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001131874)
Transkripcijos reguliatorius IcIR Seimos baltymas Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04749260)
73] 99 Transkripcijos reguliatorius IcIR $eimos baltymas Mycobacterium kansasii ATCC 12478 (ZP_04747650)

96| Reguliacinis baltymas IcIR Pseudonocardia sp. P1 (ZP_08118237)
L Reguliacinis baltymas Terrabacter sp. DBF63 (BAB55883)
99 Reguliacinis baltymas IcIR Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 (ZP_05225095)
100" Reguliacinis baltymas IcIR Mycobaclerium sp. JLS (YP_001072478)

] pht op: i ius Arthrobacter sp. 68b (JN381019)
Galimas pht operono reguliatorius Arthrobacter keyseri (AF331043_19)

PhtR §eimos transkripcijos reguliatorius Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP_004243277)
’ 75|_| IcIR Seimos transkripcijos reguliatorius Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (YP 004243441)
100 IcIR $eimos transkripcijos reguliatorius Arthrobacter sp. FB24 (YP_829387)
Konservatyvus hipotetinis baltymas Streptomyces sp. AA4 (ZP_07279623)

3.14 pav. pht operono reguliatoriaus filogenetinis medis. Analizé atlikta kaip
apraSyta 3.8 pav.

Nors filogenetiniuose medziuose Arthrobacter sp. 68b bakteriju ftalio
rugsties skaidymo ir reguliacijos baltymai sudaro bendra grupe su kitais
Arthrobacter spp. baltymais, taciau visais atvejais tiriami baltymai yra iSskirti {
atskira Saka.

Apibendrinant ftalio riigSties skaidymo Arthrobacter sp. 68b
bakterijose tyrimo rezultatus, galima teigti, kad Siose bakterijose ftalato
skaidymas yra indukuojamas procesas ir vyksta 3,4-dioksigenazés keliu. Be to,
lastelés, augintos su ftalio riig§timi, sugeba panaudoti ir chinolino rugsti.
Degradacijos baltymy filogenetiniai tyrimai parodé, kad jie skiriasi nuo

giminingy Arthrobacter spp. baltymuy.
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3.1.3. 2-Metilpiridino ir piridino skaidymas

I§ literattros Saltiniy Zinoma, kad piriding ir jo darinius sugeba skaidyti
Gram-neigiamos (Azoarcus sp., Pseudomonas sp.) (Korosteleva ir kt., 1981;
Rhee ir kt., 1997; Padoley ir kt., 2009) ir Gram-teigiamos Actinomycetales
(Corynebacterium sp., Brevibacterium sp., Micrococcus sp., Nocardia sp.,
Pseudonocardia sp., Gordonia sp., Arthrobacter sp. Rhodococcus sp.) (Shukla,
1973; Shukla, 1974; Watson ir Cain, 1975; Shukla ir Kaul, 1986; Sims ir kt.,
1986; Zefirov ir kt., 1994; O'Loughlin ir kt., 1999; Lee ir kt., 2001; Lee ir kt.,
2006; Padoley ir kt., 2009; Khasaeva ir kt., 2011a; Khasaeva ir kt., 2011b)
bakterijos. Daugeliu atveju nustatyta, kad tos pacios bakterijos gali degraduoti
ne tik piridina, bet taip pat dar viena ar kelis jo junginius (Shukla, 1974; Shukla
ir Kaul, 1986; Agapova ir kt., 1992; Khasaeva ir kt., 2011b). Tiriamo
Arthrobacter sp. 68b kamieno bakterijos sugeba skaidyti ir piriding, ir
2-metilpiriding.

Arthrobacter sp. 68b intaktinés lastelés, uzaugintos EFA terpéje su
2-metilpiridinu, piridinu, gintaro riigStimi ir minétoje terpéje be substrato buvo
naudojamos 2-metilpiridino ir piridino biovirsmy tyrimuose. Reakcija buvo
vykdoma 1 ml 25 mM kalio fosfatiniame buferyje (pH 7,2) 30 °C
temperatiiroje. Pradiné 2-metilpiridino koncentracija buvo 0,05 uM, o piridino
— 0,25 pM. Reakcijos miSinys, nusodinus lasteles centrifuguojant, buvo
tiriamas po 30, 45 ir 60 inkubavimo minuciy.

Nustatyta, kad lastelés, kultivuotos EFA terpéje be substrato arba su
gintaro riig§timi, nesugeba panaudoti nei 2-metilpiridino, nei piridino
(duomenys nepateikti). Lastelés, augintos su 2-metilpiridinu arba piridinu, gali
skaidyti abi Sias medziagas (3.15 pav. ir 3.16 pav.). Isisavinimas vyksta be

papildomy kofaktoriy, kosubstraty ar metalo jonu.
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3.15 pav. 2-Metilpiridino biokonversija panaudojant Arthrobacter sp. 68b
intaktines lasteles. A — bakterijos, augintos terpéje su su 2-metilpiridinu, B — su
piridinu.
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3.16 pav. Piridino biokonversija panaudojant Arthrobacter sp. 68b intaktines
lasteles. A — bakterijos, augintos terpéje su su 2-metilpiridinu, B — su piridinu.

Analizuojant spektro pokycCius, iSrySkéja kai kurie biovirsmy
skirtumai. Jie priklauso nuo substrato, su kuriuo lastelés buvo augintos. Kai
2-metilpiriding panaudoja lastelés, kultivuotos su Siuo substratu, susidaro
junginys, kuris lemia nedidelj sugerties padidéjima 200-250 nm srityje (3.15
pav. A). Tokie spektro pokyciai néra stebimi, kai 2-metilpiriding skaido su
piridinu kultivuotos lastelés (3.15 pav. B). Minétoje srityje Zymiai didesni
spektro pokyciai atsiranda, kai piridina panaudoja lastelés, augintos su
2-metilpiridinu (3.16 pav. A). Sugerties padidé¢jimas rodo, kad kaupiasi
junginys, susidargs biovirsmy metu. Vykstant piridino biovirsmams, kai
naudojamos su minétu substratu augintos lastelés, 200-250 nm srityje sugerties

padidéjimas yra nezymus (3.16 pav. B). Biovirsmy tyrimai irodo, kad abieju
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substraty skaidymas yra indukuojamas procesas. Dalis juose dalyvaujanciy
fermenty yra tie patys. Vis délto spektro pokyc¢iuy skirtumai leidzia teigti, kad
Arthrobacter sp. 68b kamiene gali biiti du atskiri — 2-metilpiridino ir piridino —

skaidymo keliai.

3.1.3.1. 2-metilpiridinu ir piridinu indukuojamy baltymy tyrimas

Arthrobacter sp. 68b bakterijose buvo nustatyta, kad 2-metilpiridino ir
piridino skaidymas yra indukuojamas procesas. Taip pat daroma prielaida, kad
degradacijoje greiciausiai dalyvauja tie patys fermentai. Norint tai jrodyti,
buvo tiriami $iais substratais indukuojami baltymai. Tuo tikslu bakterijos buvo
auginamos EFA terpéje su minétais substratais, gintaro riig§timi (kontrolé) ir
gliukoze (kontrol¢) 2 paras. Tuomet lastelés buvo suardomos ir, panaudojant
belastelini ekstrakta, ju baltymy sudétis buvo nagriné¢jama poliakrilamidiniame
gelyje denatiiruojanciomis salygomis. PaaiSkéjo, kad, auginant lasteles su
2-metilpiridinu ir piridinu, yra indukuojamas panasios molekulinés masés (apie

40 kDa) baltymas (3.17 pav.).

= 1160
w 00,2

= —
——
=

1 2 3 4
3.17 pav. Arthrobacter sp. 68b
e 45,0 ipiridin i piridin
' i indukuojami baltymai. Arthrobacter
‘ : - 350 sp. bakterijos, augintos EFA terpéje
- i su: 1 — gintaro rugstimi, 2 — gliukoze,
- - <. 9 5, 0 3 — 2-metilpiridinu, 4 — piridinu.
- -

s
- g Nurodyti baltymy molekulinés masés

; & zymeny dydziai (kDa).
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2-Metilpiridinu ir piridinu indukuojamas baltymas buvo iSpjautas i$
gelio ir paruostas de novo peptidy sekos nustatymui (Zr. skyr. 2.17). Buvo
aptikti keturi galimi peptidai ir nustatytos ju aminoriig§¢iu sekos (3.18 pav.).
Kadangi leucinas (L) ir izoleucinas (I) yra vienodos molekulinés masés, o
lizino (K) (146,19 Da) ir glutamino (Q) (146,15 Da) masés yra labai panaSios
(Proteomikos centre naudojamas masiy spektrometras ju negali atskirti), todél
L ir [ arba K ir Q yra interpretuojamos lygiaverciai.

Gauti peptidai panaudoti aptikant gena, koduojantj tiriama indukuota
baltyma, dalinai nustatytame Arthrobacter sp. 68b genome. Naudojant
programa BioEdit 7.1.3 (Hall, 1999), BLASTA analizés metodu visi keturi
peptidai buvo aptikti vieno geno koduojamo baltymo teorinéje aminoriigsciu
sekoje (3.18 pav.). 1233,67 Da molekulinés masés peptidas yra 72 % panasSus {
teoring tiriamo baltymo seka, sekos tarpusavyje nesutampa 3 aminortgStimis.
Nors 1440,75 Da seka pagal aminorfigs¢iy sudétj 100 % atitinka teoring seka,
bet nustatytame peptide asparaginas (N) ir prolinas (P) yra susikeite vietomis.
Kiti du nustatyti peptidai yra identiski tiriamo baltymo aminortig§ciy sekai.

Genas (asr2/asr8), koduojantis tiriama baltyma, buvo aptiktas p2MP
plazmidéje. Jo produktas yra panaSiausias i hipoteting monooksigenaze (ar.
identiSkumas 40 %, ar. panaSumas 60 %), kuri priklauso liuciferaziy Seimai, i$
Rhodococcus pyridinivorans AK37 kamieno (Kriszt ir kt., 2012). Tarp tiriamo
baltymo homology aptinkamos liuciferazés Seimos monooksigenazés i§ jvairiy
Actinomycetales rusiy ir taip pat i§ Gram-neigiamy bakterijy. Filogenetiné
analizé (3.19 pav.) parodé, kad Arthrobacter sp. 68b monooksigenazé yra
giminingiausia R. pyridinovorans AK37, Pseudomonas putida S16 ir
Burkholderia ambifaria AMMD liuciferazés $eimos baltymams. Sie baltymai

sudaro atskira Saka filogenetiniame medyje.
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MKF GAINEGQVTKGTTHAVRIQEVIDEAVHADK LGFDYWG
CSEQHLVESSWTISSPQAIYGAVAALTKRIKLRTMSVITL 1233,67 Da
KEDGHPILVAERL. ATLDAISQGRVEFGTARSNNAAYQDAF |[EHAVPIIVAER|
GIDPTTTREQWRE TVEAT LRAMQEDPFSFKGEI YNIDGPF

HVS PRPYSMVPPPVWTAASSVESHRLMGELGIGVLSLESF 1440,75 Da
LGWDYAKDIAAAHIEGFKSAAPI GGLYAPNPGRAFFTFPC [SAAPIGGIYANPPGR)|
HVAETHDKAIDQARESTLGLVAHLADLYQTVAENEKEQGG
KSYGYLLDLAEKILPFTKDIEALIEHSPTAMVGTPDELIE 882,4 Da
RIQRLEKMGYNEI ICKEDNHGHRNNLRAMEMFAKYVIPAV

KHP SFIPNNDFEQRGVAAKSFLI [HPS FIPNNDFEKR)

1600,74 Da

3.18 pav. De novo nustatyty 4 potencialiy peptidy aminoriig§¢iy sekos ir
molekulinés masés bei ju vieta asr2/asr8 koduojamo teorinio baltymo sekoje.

100; Nuo F420 priklausoma metilen-THMP reduktazé Mycobacterium sp. Spyr1 (YP_004076332)
641 |iuciferazes Seimos baltymas Mycobacterium gilvum PYR-GCK (YP_001133669)
100 juciferazés Seimos baltymas Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (YP_955025)
Liuciferazés Seimos baltymas Mycobacterium sp. MCS (YP_640945)
Monooksigenazé Mycobacterium sp. JDM601 (YP_004524709)
Monooksigenazé Mycobacterium marinum M (YP_001853033)
Liuciferazés Seimos baltymas Mycobacterium parascrofulaceum ATCC BAA-614 (ZP_06851114)

100

Nuo flavino priklausoma metilen-THMP reduktazé Mycobacterium avium S397 (EG0O40049)
39) Monooksigenazé Actinoplanes sp. SE50/110 (AEV86937)
51 % Liuciferazés $eimos baltymas Pseudonocardia dioxanivorans CB1190 (YP_004333263)
91 Liuciferazés Seimos baltymas Streptomyces violaceusniger Tu 4113 (YP_004815191)
o7 1001— Monooksigenazé Streptomyces hygroscopicus (AAO61203)
4:Monooksigenazé Catenulispora acidiphila DSM 44928 (YP_003118827)
100 Liuciferazés Seimos baltymas Frankia sp. CN3 (ZP_09172043)

Monooksigenazé Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (YP_003954581)
[ Liuciferazés Seimos baltymas Burkholderia ambifaria AMMD (YP_778388)

90 igenazé Arthrobacter sp. 68b
‘—98{—: Monooksigenazé Pseudomonas putida $16 (YP_004701828)
100 Monooksigenazé Rhodococcus pyridinivorans AK37 (ZP_09310356)

Monooksigenazé Thermomonospora curvata DSM 43183 (YP_003300293)

—
0.1

3.19 pav. Arthrobacter sp. 68b kamieno asr2/asr8 koduojamo baltymo
filogenetinis medis, sudarytas artimiausiy grupiu apjungimo metodu. Salia
atsiSakojimy nurodyta procentiné ikélos sutapimo su tiriamu baltymu israiska.
Mastelis atitinka pakeisty aminortig§¢iy skaiCiy, tenkanti vienai vietai. Salia
tiriamo baltymo homology nurodyti geny banko prieigos numeriai. THMP —
tetrahidrometanopterinas.

Anksciau apraSyti ftalio rugsties skaidymo fermentai yra giminingiausi
Arthrobacter spp. baltymams, o tiriama monooksigenazé yra filogenetiskai
artimiausia keliy riiSiy bakterijoms, tarp kuriy yra ir Gram-neigiamy. Tai rodo,
kad analizuoty baltymuy kilmé yra skirtinga, nors, remiantis tyrimais, tiek ftalio
rigsties, tiek piridino ir 2-metilpiridino degradacijos baltymy genai yra toje
pacioje plazmidéje. Galima daryti prielaida, kad genas, koduojantis
Gram-neigiamoms bakterijoms gimininga baltyma, galéjo patekti vienu i

horizontalaus geny perdavimo biidy.
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3.1.3.2. Geny, koduojanciy 2-metilpiridino ir piridino skaidymo baltymus,
paieska ir tyrimas

Kaip minéta, 2-metilpiridinu ir piridinu indukuojama monooksigenaze
koduojantis genas buvo aptiktas Arthrobacter sp. 68b plazmidéje p2MP.
Analizuojant greta esancius atvirus skaitymo rémelius ir ju koduojamus
baltymus, buvo nustatyti galimai 2-metilpiridino ir piridino skaidyme
dalyvaujanciy baltymy genai. Jie yra pasiskirste¢ didesniame nei 22 kb
fragmente (3.20 pav.). Norint patvirtinti, kad po sekos nustatymo Sis
fragmentas yra surinktas teisingai buvo atliekami tolimesni tyrimai. Remiantis
jo seka, buvo sukurti pradmenys fru F ir R bei c00419 F ir R, kurie buvo
naudojami plazmidZziy atrankai i§ anksc¢iau sukonstruoty Arthrobacter sp. 68b
geny biblioteky. Plazmidés p916—419 (7 kb), pXbal9fru (7 kb) ir pEcoRVfru
(9 kb) buvo aptiktos geny bibliotekose, kuriy konstravimui buvo naudojamos
atitinkamai Hindlll, Xbal ir EcoRV restrikcijos endonukleazés. Nustacius Siy
plazmidziy sekas buvo patvirtinta, kad joms komplementari analizuojamo 22
kb fragmento dalis yra surinkta teisingai. Kita fragmento dalis (Ru9-Rull)
buvo patvirtinta nustacius nukleotidy seka fragmenty, gauty PGR metodu
naudojant sekai komplemantariy pradmeny poras: Ru9 F ir R, Rul0 F ir R bei
Rull FirR.

asr4 asr7 asr10 asr13 asr16

pEcoRVfru
pXba19fru

p916-419  Ri9-Rul1

22600 bp

3.20 pav. Arthrobacter sp. 68b p2MP DNR fragmentas, kuriame yra genai
galimai dalyvaujantys 2-metilpiridino ir piridino skaidyme.

Tiriamame fragmente nustatyta 17 atviry skaitymo rémeliy, bet tik

dalis ju koduoja galimus 2-metilpiridino ir piridino skaidymo baltymus. asr2 ir
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asr8 koduoja baltymus, labiausiai panaSius | liuciferazés Seimos
monooksigenaze¢ i§ Rhodococcus pyridinivorans AK37 (Kriszt ir kt., 2012).
Abiejy atviry skaitymo rémeliy nukleotiduy sekos tarpusavyje yra identiskos,
todél galima teigti, kad Siuo atveju greiciausiai yra ivykusi geno duplikacija.

Fragmente taip pat nustatyti du atviri skaitymo rémeliai: asr5 ir asr17,
koduojantys gintaro rugsties pusiau aldehido dehidrogenaze atitinkamai i$
Streptomyces sp. S4 (Seipke ir kt.,, nepublikuota) ir Arthrobacter
phenanthrenivorans Sphe3 (Lucas ir kt., nepublikuota).

Homology paieskos rezultatai parodé, kad asr5 koduojamas baltymas
(ar. identiSkumas 72 %, ar. panaSumas 84 %) yra maziau panaSus | gintaro
rugsties pusiau aldehido dehidrogenazg nei baltymas (ar. identiSkumas 89 %,
ar. panaSumas 94%), kuri koduoja asrl7. Ankstesniy darby metu buvo
nustatyta, kad asrl7 baltymas yra indukuojamas 2-metilpiridinu, taip pat buvo
parodytas jo dalyvavimas gintaro riigsties pusiau aldehido biovirsmy tyrimuose
naudojant intaktines lasteles. Véliau §is baltymas buvo iSgrynintas
(Bachmatova ir Marcinkevi¢iené, nepublikuota). Taigi, galima teigti, kad,
Arthrobacter sp. 68b bakterijoms skaidant 2-metilpiridina, susidaro gintaro
rugsties pusiau aldehidas. Kaip minéta literatiiringje dalyje, Arthrobacter spp.
bakterijose yra pasitlyti skirtingi Sio junginio skaidymo keliai, taciau tik
Shukla (1974) nustaté, kad, vykstant 2-metilpiridino degradacijai, kaupiasi
gintaro riigSties pusiau aldehidas. Minétas junginys taip pat susidaro, kai
piridinas yra skaidomas Bacillus sp. 4, Corynebacterium spp., Brevibacterium
spp., Micrococcus luteus, Nocardia sp. KM-2, Arthrobacter sp. KM-4
bakterijose (Watson ir Cain, 1975; Shukla ir Kaul, 1974; Shukla ir Kaul, 1975;
Sims ir kt., 1986; Korosteleva ir kt., 1981; Khasaeva ir kt., 2011b).

Arthrobacter sp. 68b tirlamo fragmento abi koduojamos
monooksigenazes ir asrl7 koduojama gintaro rugSties pusiau aldehido
dehidrogenazé yra panasios | atitinkamus baltymus i§ Rhodococcus
pyridinivorans AK37 (Kriszt ir kt., 2012). Analizuojant pastarojo kamieno
genus, esancius greta monooksigenazés ir gintaro rugsties pusiau aldehido

dehidrogenazés geny, bei ju koduojamus baltymus buvo pastebéta, kad dalis
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koduojamy baltymy yra funkci$kai panasiis i tiriamo fragmento baltymus i$

Arthrobacter sp. 68b.

Arthrobacter sp. 68b (22600 bp)

Rhodococcus pyridinivorans AK37 (10687 bp)

Y- -

3.21 pav. Arthrobacter sp. 68b ir Rhodococcus pyridinivorans AK37 galimy
2-metilpiridino ir piridino skaidymo operony palyginimas. Monooksigenazes
koduojantys asr pazyméti mélyna spalva; gintaro rtigSties pusiau aldehido
dehidrogenazes ir dialdehido dehidrogenazg — zalia; flavino reduktaze —
raudona; amidohidrolazg — geltona; 3,4-dihidroksi-2-butanon-4-fosfato sintaze
— rozine; transkripcijos reguliatorius — ruda; kity funkcijuy baltymus — pilka.

Lyginant Arthrobacter sp. 68b ir R. pyridinivorans AK37 panaSius
baltymus koduojancius fragmentus, galima pastebéti, kad 68b bakteriju genai
yra placiai pasiskirstg, 0 AK37 yra iSsidéste glausciau (3.21 pav.). Be to, kaip
buvo minéta, Arthrobacter sp. bakterijose yra po dvi monooksigenazés ir
gintaro rigSties pusiau aldehido dehidrogenazés genuy kopijas, o
R. pyridinivorans turi tik po viena analogiska baltyma koduojanti gena.
Abiejuose DNR fragmentuose yra amidohidrolaze, reduktaze, 3,4-dihidroksi-2-
butanon-4-fosfato sintaze bei transkripcijos reguliatoriy koduojantys genai.
R. pyridinivorans DNR fragmente taip pat yra nuo NAD priklausoma aldehido

dehidrogenazé, permeazé ir EthD baltymas, kurio funkcija néra zinoma (3.21

pav).

3.1.3.3. Galimas 2-metilpiridino ir piridino skaidymo kelias Arthrobacter sp.
68b bakterijose

Remiantis atliktais tyrimais, analizémis ir gautais rezultatais, galima

pasitlyti 2-metilpiridino ir piridino skaidymo kelia Arthrobacter sp. 68b

bakterijose (3.22 pav.). Pirmiausia, veikiant monooksigenazei (asr2/asr8), yra
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skeliamas piridino ziedas tarp C2 ir C3 atomy ir 2-metilpiridino atveju susidaro
N-[(1Z)-4-oksobut-1-en-1-ylJacetamidas. Sios reakcijos metu greidiausiai
dalyvauja ir flavino reduktazé¢ (asr7). Tuomet susidargs junginys gali
izomerizuotis 1 N[(1Z)-4-oksobutilideno]acetamida arba, veikiant hidrolazei,
atskyla acto rugstis ir susidaro (3Z)-4-aminobut-3-enalis. Jis taip pat gali
izomerizuotis | (3Z)-4-aminobut-3-enal-4-iminobutanali. IS jo spontaniskai
arba veikiant amidohidrolazei (asr6) susidaro gintaro rigsties dialdehidas. Sis
junginys taip pat susidaro i§ N[(1Z)-4-oksobutilideno]acetamido, kai, veikiant

amidohidrolazei (asr6), atskyla acetamidas.

/
. H \NH2
CH
FMNH 3 O
| N (FADHD) (\'ﬁ /(\(
—
0,5, Hy,O O
G 212
N° CHs /<CH3
! \>H<‘ / NAD(P)
SHycooH (\f <\( Hp0 NAD(P)H
&

@]

H © 7
NAD(P)
NAD(P)H
(0]
TRC «—— OH
HO 8

3.22 pav. Galimo 2-metilpiridino skaidymo Arthrobacter sp. 68b bakterijose
schema. 1 — 2-metilpiridinas, 2 — N-[(1Z)-4-oksobut-1-en-1-yl]acetamidas, 3 —
N[(1Z)-4-oksobutilideno]acetamidas, 4 — (3Z)-4-aminobut-3-enalas, 5 — (32)-4-
aminobut-3-enal-4-iminobutanalas, 6 — gintaro rugsties dialdehidas, 7 — gintaro
rugsties pusiau aldehidas, 8 — gintaro riigstis; a — monooksigenaz¢ ir flavino
reduktazé, b — hidrolazé, ¢ — amidohidrolazé, d — gintaro riigsties dialdehido
dehidrogenazeé, e — gintaro rtgsties pusiau aldehido dehidrogenaze; TRC —
trikarboksirtigs¢iy ciklas.

Tuomet, reakcija katalizuojant gintaro rugSties dialdehido

dehidrogenazei (asr5), susidaro gintaro riigsties pusiau aldehidas, o i§ jo,
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veikiant gintaro rigsties pusiau aldehido dehidrogenazei (asrl7), susidaro
gintaro rigstis. Ji toliau yra panaudojama trikarboksirigsciy cikle.

Piridino skaidymas galéty vykti analogiskai. Pirmiausia susidaro N-
[(12)-4-oksobut-1-en-1-il]formamidas, kuris arba izomerizuojasi i N[(12)-4-
oksobutilideno]formamida, arba atskyla skruzdziy ragstis ir susidaro (32)-4-
aminobut-3-enalis, kuris, kaip minéta, gali izomerizuotis i (3Z)-4-aminobut-3-
enal-4-iminobutanalj. I§ Sio junginio ir i§ N[(1Z)-4-oksobutilideno]formamido,
atskilus formamidui, susidaro gintaro riig§ties dialdehidas, kuris skaidomas iki
gintaro ragsties.

Literatiiroje 2-metilpiridino skaidymas yra apraSytas tik Arthrobacter
sp. KM-2MP kamiene (Khasaeva ir kt., 2011a). Autoriy teigimu, pirmiausia §is
junginys yra hidroksilinamas, tuomet susidaro 3-hidroksi ir 5-hidroksi-2-
metilpiridinai, kurie gali izomerizuotis. Minéti junginiai ir juy izomerai yra
skaidomi toliau, kaip tarpiniai degradacijos produktai susidaro pirolo dariniai,
4-oksopentanoiné rigstis ir azochinoninés struktiiros pigmentas (Khasaeva ir
kt., 2011a). Arthrobacter sp. 68b Dbakterijose pasiiilytas 2-metilpiridino
skaidymo kelias visiskai skiriasi nuo aprasyto Arthrobacter sp. KM-2MP
bakterijose, nes nevyksta hidroksilinimas, nesusidaro 5 atomus turintys
heterocikliniai junginiai. Shukla (1974) tirtose Arthrobacter sp. bakterijose
nustateé, kad 2-metilpiridino skaidymas neprasideda metilo grupés oksidavimu
ar hidroksilinimu 6 ziedo padétyje. Tyrimai parodé, kad kaip tarpinis
metabolitas susidaro gintaro riigSties pusiau aldehidas, taciau skaidymo kelias
nebuvo pateiktas (Shukla, 1974). Arthrobacter sp. 68b bakterijose pasitlytas
2-metilpiridino skaidymo kelias turi panaSumy su Shukla aprasyta degradacija,
nes pirmame skaidymo etape taip pat nevyksta metilo grupés oksidacija ar
ziedo hidroksilinimas ir susidaro gintaro riigSties pusiau aldehidas.

Sp¢jami piridino skaidymo bakterijose keliai dazniausiai prasideda
redukcijos arba hidroksilinimo reakcijomis. Paskui, greiCiausiai veikiant
dioksigenazéms arba hidrolazéms, piridino ziedas yra skeliamas tarp C2 ir C3
atomy (Watson ir Cain, 1975; Sims ir kt., 1986; Korosteleva ir kt., 1981;
Khasaeva ir kt., 2011b). Tuomet atskyla skruzdziy rtgstis ir susidaro gintaro
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rugsties pusiau aldehidas (Watson ir Cain, 1975; Sims ir kt., 1986; Korosteleva
ir kt., 1981) arba susidaro 5 atomus turintys cikliniai junginiai (Khasaeva ir kt.,
2011b). Vykstant oksidaciniam dekarboksilinimui, i§ hidroksilinty junginiy
gali susidaryti monoamidai arba gintaro riigsties pusiau aldehidas (Zefirov ir
kt., 1994). Arthrobacter sp. 68b bakterijose nevyksta nei ziedo hidrinimas, nei
hidroksilinimas. Piridino Ziedas yra iSkart oksiduojamas ir skeliamas, kaip ir
literatiiroje apraSytais atvejais, tarp C2 ir C3 atomy. Nors yra pasitlyta
nemazai skirtingy piridino degradacijos keliy, daugeliu atvejy kaip tarpiniai
skaidymo produktai susidaro gintaro riigSties pusiau aldehidas ir gintaro
rugstis. Minéti junginiai taip pat susidaro vykstant piridino skaidymui pasitlytu
keliu Arthobacter sp. 68b bakterijose.

Taigi, tiriant 2-metilpiridino ir piridino skaidyma buvo nustatyta, kad
tai yra indukuojamas procesas, kuriame dalyvauja hipotetiné monooksigenazé.
Aptikti genai, kurie koduoja galimus $iy junginiy skaidymo baltymus. Taip pat,
remiantis geny analize, buvo pasililytas minéty substraty skaidymo kelias,
kuris prasideda ziedo oksidavimu. Gintaro riigsties pusiau aldehidas ir gintaro

rigstis yra tarpiniai 2-metilpiridino ir piridino skaidymo produktai.

3.2. 2-Hidroksipiriding skaidanciy Arthrobacter rhombi bakterijy
plazmidés

Ankstesniy Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus
darby metu, tiriant Arthrobacter spp. kamienus, sugebancius skaidyti
2-hidroksipiriding kaip vienintelj anglies $altini (Seménaité ir kt., 2003), buvo
nustatyta, kad Arthrobacter rhombi PRHI1 ir VP3 kamienai turi po vieng
plazmide, mazesng nei 10 kb, atitinkamai pPRHI1 ir pVP3 (Seménaite, 2003;
Meskiene, nepublikuota) (3.23 pav. A). Tolimesniy tyrimy metu buvo
nustatyta, kad abu minéti kamienai taip pat turi ir po vieng didelés molekulinés

maseés plazmidg: pPRH-D ir pVP3-D (3.23 pav. B).
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Chromosominé

DNR pPRH-D pVP3-D
pVP3
pPRH
Chromosominé
DNR
10 kb
8 kb

3.23 pav. Arthrobacter rhombi PRH1 ir VP3 plazmidés: mazosios (A),
didziosios (B).

Sio darbo metu buvo tiriama Arthrobacter rhombi PRHI ir VP3
bakterijy natyviy mazyju plazmidziy strukttra ir replikacijos tipas bei didziyjy

plazmidziy lemiamas fenotipas.

3.2.1. Arthrobacter rhombi PRH1 ir VP3 bakteriju didziosios plazmidés

v

Kaip zinoma i§ literatiros Saltiniy, bakterijoms skaidant
2-hidroksipiriding skystoje terpéje, susidaro mélynos spalvos uZlastelinis
kristalinis pigmentas. Auginant bakterijas ant agarizuotos terpés, jis yra
matomas blizganCios zalios spalvos (Kolenbrander ir Weinberger, 1977).
Kultivuojant PRH1 kamieno bakterijas ant agarizuotos EFA terpés su
2-hidroksipiridinu buvo pastebéta, kad kai kurios kolonijos neiSskiria $io
pigmento. Manoma, kad tai yra spontaniniai mutantai, prarade gebéjima
skaidyti minéta piridino darini, kas galéty biti siejama su plazmidés netekimu.
Norint tai patvirtinti, i§ PRH1 kamieno ir jo mutanto (PRHImutl) bakteriju
buvo iSskirta suminé DNR. Jos analizé horizontalios elektroforezés gelyje
parod¢, kad PRHI1mutl bakterijos yra praradusios plazmid¢ (duomenys
nepateikti). Todél galima teigti, kad joje yra iSsidéste A. rhombi PRHI1
bakterijy 2-hidroksipiridino katabolizmo genai.

Norédami pilnai tuo isitikinti, atlikome PGR naudodami hpyD F ir R
bei hpyE F ir R pradmenis, kurie buvo sukurti pagal genu sekas i$
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2-hidroksipiridino skaidymo operono, nustatyto Arthrobacter sp. PY22
reakcijy miSiniuose, kuriuose naudota PRH1 kamieno DNR (3.24 pav.). Sie
rezultatai dar karta patvirtina, kad 2-hidroksipiridino skaidymo genai yra
iSsidéste¢ PRH1 kamieno didziojoje plazmidéje, tad ja galima vadinti
kataboline.

Gauti rezultatai leidzia daryti prielaida, kad A. rhombi VP3 kamieno
bakterijose 2-hidroksipiridino skaidymo genai taip pat galéty buti didelés
molekulinés masés plazmidéje. Siuo atveju nebuvo pastebéta, kad bakterijos
spontaniSkai prarasty sugebé¢jima iSskirti mélyna pigmenta. Tikintis gauti
pigmento nei$skirian¢ius mutantus, VP3 kamieno bakterijos buvo gydomos
nuo plazmidziy. Tuo tikslu buvo naudojamos dvi skirtingos auginimo

strategijos: aukStesnéje nei optimali temperatiroje (Ghosh ir kt., 2000) ir su

novobiocinu (Hooper ir kt., 1984).

3.24 pav. Arthrobacter rhombi
PRHI ir jo mutanto PRHImutl DNR
tyrimo rezultatai. Suminé DNR buvo
analizuojama PGR metodu naudojant
2-hidroksipiridino skaidymo genuy
pradmeny poras. 1, 3 PRH1 DNR;
2,4 PRHImutl DNR; 1, 2 naudota
hpyD pradmeny pora; 3, 4 naudota
hpyE pradmeny pora.

Zinoma, kad Arthrobacter spp. bakterijy optimali augimo temperatiira
yra 30 °C (Jones ir Keddie, 2006). Gydant nuo plazmidziy, A. rhombi VP3
bakterijos buvo auginamos 35 °C, 37 °C, 40 °C, 42 °C ir 45 °C temperatiiroje.
Paskui bakterijos buvo i§séjamos ant atrankios terpés. Klony, neisskirian¢iy
mélyno pigmento, gauti nepavyko. Tuomet minéto kamieno bakterijos buvo
auginamos terpé¢je su skirtingomis novobiocino koncentracijomis: 5, 10 ir 15
pg/ml. Remiantis optinio tankio matavimais, nustatyta, kad visais atvejais

novobiocinas bakterijy augima slopino vienodai, tai yra bakterijos dauginosi 10
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karty léciau. ISséjus bakterijas ant atrankiy terpiy, praradusiy sugeb¢jima
i§skirti mélyna pigmenta klony nebuvo pastebéta. Taigi, galima daryti
prielaida, kad Arthrobacter rhombi VP3 bakterijose 2-hidroksipiridino

skaidymo genai yra chromosomoje.

3.2.2. Arthrobacter rhombi pVP3 plazmidé

Maza kriptiné plazmidé¢, isskirta i§ VP3 kamieno bakterijy, buvo
pavadinta pVP3. Jos DNR buvo hidrolizuojama ivairiomis restrikcijos
endonukleazémis ir sudaroma pirminé restrikciné kartograma. Nustatyta, kad
Pstl ir Sall plazmideg hidrolizuoja vienoje vietoje ir gaunamas apie 6 kb dydzio
fragmentas, kuris buvo klonuotas | pTZ18R vektoriy hidrolizuota
atitinkamomis restrikcijos endonukleazémis. Plazmidés, hidrolizuotos su Sall,
klonavimas buvo sékmingesnis, taigi, buvo gauta hibridiné plazmidé
pVP3Sal24 (R. Meskiené, nepublikuota). Atlikus restrikcing analizg, nustatyta,
kad pTZ18R promotorius Pp,. veikia Sall-Bg/ll-Pstl klonuoto fragmento
kryptimi. Hibridiné plazmidé buvo hidrolizuojama jvairiomis restrikcijos
endonukleazémis bei ju deriniais ir konstruojami deleciniai variantai, kurie

buvo naudojami plazmidés sekos nustatymui.

3.25 pav. Arthrobacter rhombi VP3
plazmidé pVP3. Nurodytos kai kuriy
restrikcijos endonukleaziy hidrolizés
vietos bei galimi atviri skaitymo
rémeliai (asr).
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Nustacius pVP3 plazmidés seka, paaiskéjo, kad ji yra 6135 bp dydzio,
GC nukleotidai sudaro 64,6 %. Atlikus kompiutering analizg, buvo nustatyti 9
atviri skaitymo rémeliai, ilgesni nei 200 bp (3.25 pav.). leSskant homology
duomeny bazése, buvo nustatytas Asrl—Asr7 panasumas | Zinomus bakterijy
baltymus i§ Arthrobacter arilaitensis Rel17 ir Micrococcus sp., taciau tik trys
yra panasis | zinomos funkcijos baltymus, kiti yra hipotetiniai. Asr8 ir Asr9

homology rasti nepavyko (3.3 lentele).

Lentelé 3.3 Arthrobacter rhombi VP3 plazmidés asr koduojamy baltymy
analizé.

asr | Koduojamo Homologas Duomeny E Literatiiros
baltymo baziy prieigos | verté Saltinis
dydis (ar.) nr.

asrl 186 rezolvazés baltymo ZP 09685077 | 2e-71 | Lucas ir kt.,
domenas Mycobacterium nepublikuota
tusciae JS617

asr2 80 hipotetinis baltymas YP_003918210 | 3e-07 | Monnet ir kt.,
AARI 30370 Arthrobacter 2010
arilaitensis Rell7

asr3 187 hipotetinis baltymas YP_003915171 | 5e-27 | Monnet ir kt.,
AARI plII00110 2010
Arthrobacter arilaitensis
Rell7

asrd 120 hipotetinis baltymas YP_002957037 | 4e-13 | Lucas ir kt.,
Mlut_09640 Micrococcus nepublikuota
luteus NCTC 2665

asrs 156 hipotetinis baltymas YP_003916254 | 0,000 | Monnet ir kt.,
AARI 10730 Arthrobacter 2 2010
arilaitensis Rell7

asré 210 mobilizacijos baltymas YP_003643626 | 9¢-08 | Lucas ir kt.,
Thiomonas intermedia K12 nepublikuota

asr7 246 mobilizacijos baltymas YP_ 003915166 | le-73 | Monnet ir kt.,
Arthrobacter arilaitensis 2010
Rell7

asr8 100 homology nerasta

asr9 62 homology nerasta

Atliekant | Asrl panaSiy seky paieska duomeny bazéje, buvo nustatyti
konservatyviis serino rekombinazés ir PinR baltymo domenai. Abu S$ie

baltymai priklauso rezolvaziy/invertaziy Seimai. PinR baltymas yra DNR
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invertazé, Pin baltymo homologas. Minétos Seimos baltymai dalyvauja
konservatyvioje sekai specifinéje DNR rekombinacijoje. Rezolvaziy/invertaziy
Seimos baltymai yra apie 200 aminortgsciy dydzio, turi konservatyvy NH,
gala, kuris dalyvauja DNR grandiniy mainuose (Johnson, 1991). asrl
koduojamas baltymas yra panaSiausias | rezolvazés baltymo domena i$
Mycobacterium tusciae JS617 (Lucas ir kt., nepublikuota), taip pat i rezolvazes
1§ Arthrobacter spp. bakteriju. Homologuy sarase yra aptinkama ir rezolvaziy, ir
invertaziy.

asr2, asr3 ir asr5 koduojamy baltymy aminorigséiy sekos yra
panaSiausios { hipotetinius A4. arilaitensis Rell7 baltymus (Monnet ir kt.,
2010), o Asr4 i hipotetinj baltyma Mlut 09640 i§ Micrococcus luteus NCTC
2665 (Lucas ir kt., nepublikuota).

Nustatyta, kad asr6 ir asr7 koduoja mobilizacijos baltymus, jie yra
panas$iausi atitinkamai | baltymus i8 Thiomonas intermedia K12 (Lucas ir kt.,
nepublikuota) ir i§ 4. arilaitensis Rell7 (Monnet ir kt., 2010). Pirmojo
baltymo sekoje aptiktas konservatyvus MobC baltymo domenas, o antrojo —
relaksazés domenas. Mob regionus paprastai turi judriosios plazmidés. Sie
regionai koduoja baltymus, jeinancius i relaksosomos sudéti. Svarbus Sios
struktiros elementas yra relaksaze, kuri dalyvauja DNR pernasos pradzioje
(Francia ir kt., 2004).

Kadangi pVP3 plazmidéje néra atviry skaitymo rémeliy, kurie koduoty
replikacijos baltymus, todél nustatyti jos replikacijos tipa yra sunkiau. Zinoma,
kad Rep baltymy nekoduoja teta replikacijos tipo B klasés replikonai. Sio tipo
plazmidés neturi ir tipiSko ori regiono, ju replikacija yra inicijuojama nuo
Seimininko RNR polimerazés susintetinto transkripto, kuris naudojamas kaip
pirmaujancios grandinés sintezés pradmuo. Replikacija inicijuoja Pol I, o
véliau tesia replikacijos fermenty kompleksas (Bruand ir kt., 1993; Meijer ir
kt., 1995). Nuo RNR priklausoma plazmidés replikacija yra budinga ColE1 ir
su ja susijusioms plazmidéms i§ Enterobacteriaceae (Del Solar ir kt., 1998).
Neseniai buvo nustatyta, kad Vibrio nigripulchritudo plazmidés pB1067,
nekoduojancios Rep baltymuy, replikacija priklauso nuo RNR (Le Roux ir kt.,

113



2011). Taigi, galima manyti, kad plazmidés pVP3 replikacija taip pat gali
prasidéti nuo RNR pradmens. Norint tai jrodyti, reikia nustatyti minimaly
plazmidés replikona, kuriame biity ori, ir koduojamus replikacijos RNR
pradmenis.

Siekiant nustatyti kurioje plazmidés pVP3 dalyje yra replikacijos ori,
plazmidiné DNR buvo hidrolizuojama Bg/II ir Sa/l restrikcijos endonuklezémis
ir gauti du fragmentai buvo klonuoti i plazmid¢ pART2, hidrolizuota tomis
paciomis endonukleazémis (3.26 pav.). Gautomis plazmidémis pVPAMI1 ir
pVPAD?2 buvo transformuotos Arthrobacter oxydans PY21 ir Rhodococcus

erythropolis SQ1 lastelés ir auginamos ant atrankios terpés su kanamicinu.

Xhol

Bglll,

Sall
Ligavimas,
atranka KmR

Bglll Bglll
Sall L Sall
Ligavimas, P
atranka KmX Belll,
Sall
E. coli ori
Xhol pART2
Xhol 4634 b
P
pCG100
ori Xhol
kan
Bglll Bglll

3.26 pav. Plazmidziy pVPAD2 ir pVPAMII, naudoty plazmidés pVP3
replikacijos fragmento nustatymui, konstravimo schema. Plazmidés pVP3
atviri skaitymo rémeliai pazyméti raudonai, plazmidés pART2 kan genas ir
replikacijos sritys — zaliai.

Abiejy kamieny bakterijos, transformuotos sukonstruotomis

plazmidémis, formavo kolonijas, ta¢iau pastebéta, kad lastelés, transformuotos
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pVPAD2 plazmide, dalijasi 1é¢iau nei transformuotos pVPAMI1. Norint
isitikinti, kad bakterijos néra kanamicinui atsparis spontaniniai mutantai, buvo
atrinkta po keleta A. oxydans PY21 ir R. erythropolis SQ1 klony, i§ kuriy buvo
skiriama DNR. Paskui bakteriju DNR buvo tiriama PGR metodu naudojant
DP4 ir RP4 pradmenis, kurie yra komplementarlis kanamicino genui,
esanCiame abiejose tiriamose plazmidése. PGR rezultatai parodé, kad abi
hibridinés plazmidés yra A. oxydans PY21 ir R. erythropolis SQ1 lastelése.
Tuomet E. coli DH5a lastelés buvo transformuojamos plazmidémis pVPAD2
ir pVPAMI 1, i$skirtomis i§ patikrinty abiejy kamieny bakterijy. Atranka buvo
vykdoma pagal atsparuma kanamicinui. Plazmidiné DNR, i$skirta i§ atspariy
E. coli bakteriju, buvo hidrolizuota Bg/II ir Sall restrikcijos endonukleazémis ir
analizuojama horizontalios elektroforezés gelyje. Gauti fragmentai atitiko
plazmidziy konstravimui naudoty fragmenty dydi. Taigi, galima teigti, kad abi
plazmidés sékmingai replikuojasi A. oxydans PY21 ir R. erythropolis SQ1
bakterijose.

Remiantis gautais rezultatais, galima daryti prielaida, kad plazmidé
pVP3 turi kelis replikacijos ori, esanCius skirtinguose tirtuose fragmentuose.

Norint, tai patvirtinti $ios plazmidés tyrimai bus vykdomi toliau.

3.2.3. Arthrobacter rhombi PRH1 plazmidé

Literatiirinéje dalyje buvo paminéta, kad kai kurie hibridiniai vektoriai
Arthrobacter spp. bakterijoms buvo sukurti panaudojant giminingy bakterijy
replikonus. Sio darbo tikslas buvo sukonstruoti vektoriy, turintj Arthrobacter
sp. replikona. Kadangi plazmidés pVP3 sritis, atsakinga uz replikacija,
nenustatyta, tai $i plazmidé nebuvo patogi vektoriaus kirimui. Todél, buvo
tiriama Arthrobacter rhombi PRH1 kamieno maza natyvi plazmidé pPRH
tikintis, kad jos replikona bus galima panaudoti hibridinio vektoriaus

konstravimui.
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Plazmidés pPRH DNR restrikciné analizé parodé¢, kad Hindlll
hidrolizuoja plazmid¢ vienoje vietoje ir gaunamas apie 5 kb dydzio
fragmentas, kuris sékmingai buvo klonuotas { pTZ57R vektoriy, hidrolizuota
minéta restrikcijos endonukleaze, ir gauta plazmidé pPRHHind4. Nustatyta,
kad plazmidinio vektoriaus promotorius P, veikia HindllI-Sall-Kpnl
kryptimi. Siekiant sudaryti plazmidés pPRHHind4 restrikcing kartograma, jos
DNR buvo hidrolizuojama ivairiomis restrikcijos endonukleazémis ir ju
deriniais. Taip pat buvo konstruojami deleciniai variantai, kurie buvo
naudojami plazmidés nukleotidy sekos nustatymui.

Nustatyta plazmidés pPRH seka buvo uZzregistruota Geny banke, jos
prieigos numeris HQ624979. Tiriama plazmidé yra 5000 bp dydzio, GC sudaro
66 %. Abiejy tirty mazy plazmidziy GC reikSmés jeina | reikSmiy, budingy
Arthrobacter sp. chromosominei DNR, intervala, kuris yra 59—66 % (Jones ir
Keddie, 2006). Atlikus kompiutering analiz¢ buvo nustatyti 6 atviri skaitymo

rémeliai, ilgesni nei 200 bp (3.27 pav.). Homologai buvo nustatyti visy atviry

skaitymo rémeliy, i$skyrus asr1, koduojamiems baltymams (3.4 lentelé).
Hindlll

3.27 pav. Arthrobacter rhombi
PRHI1 plazmidé pPRH. Nurodytos
kai kuriy restrikcijos
endonukleaziy hidrolizés vietos
bei galimi atviri skaitymo rémeliai
(asr).

asr4 ir asr5 koduoja hipotetinius baltymus. Asr4 seka yra labiausiai
panasi | baltyma AARI pll00110 i$ Arthrobacter arilaitensis Rel17 mazosios
plazmidés pRE117-2 (Monnet ir kt., 2010), o Asr5 | chromosominj baltyma
TERTU 4246 1§ Teredinibacter turnerae T7901 (Yang ir kt., 2009).
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asr6 koduojamo baltymo aminoriigs¢iy sekoje, kaip ir VP3 plazmidés
Asrl atveju, nustatyti konservatyviis serino rekombinazés ir PinR baltymo
domenai. Baltymas yra panaSiausias { galima rezolvazg (ar. panasumas 75 %)

18 Arthrobacter arilaitensis Rel17 plazmidés pRE117-2 (Monnet ir kt., 2010).

Lentelé 3.4 Arthrobacter rhombi PRH1 plazmidés asr koduojamy baltymy
analizg.

asr | Koduojamo Homologas Duomeny E Literatiiros
baltymo baziy prieigos | verté $altinis
dydis (a.a.) nr.

asrl 234 homology nerasta

asr2 280 replikacijos baltymas RepA | YP_001019181 | 9e-59 | Matsui ir
Rhodococcus rhodochrous kt., 2007

asr3 89 prie DNR prisijungiantis BAE06129 2e-11 | Matsui ir
baltymas Rhodococcus kt., 2006
ruber

asrd 204 hipotetinis baltymas YP_003915171 | 3e-33 | Monnet ir
AARI pII00110 kt., 2010
Arthrobacter arilaitensis
Rell7

asry 152 hipotetinis baltymas YP_003075508 | 2e-21 | Yangir kt.,
TERTU_4246 2009
Teredinibacter turnerae
T7901

asr6 275 galima rezolvazé YP 003915172 | 2e-78 | Monnet ir
Arthrobacter arilaitensis kt., 2010
Rell7

Atliekant homology paieska duomeny bazése, buvo nustatyta, kad asr2
ir asr3 koduoja potencialius replikacijos baltymus atitinkamai RepA ir RepB.
Asr2 aminoriig§¢iy sekoje buvo nustatyti du konservatyviis domenai. N-gale
esanti sritis (27—159 ar.) yra homologiska replikazés domenui, kuris paprastai
yra aptinkamas bakteriniu plazmidziy DNR replikacijos baltymuose.
Struktiiriniai poZymiai, btdingi praimaziy C-galui, buvo nustatyti baltymo
166-242 ar. srityje. Asr2 seka yra labiausiai panasi { RepA baltyma i$
Rhodococcus sp. plazmidziy pNC500 (Matsui ir kt., 2007) (ar. panaSumas
61 %). Tarp RepA homology buvo aptikti RhAodococcus sp. plazmidziy
pNC500 (Matsui ir kt., 2007), pREC2 (Sekine ir kt., 2006), pNC903 (Matsui ir
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kt., 2006), pRC4 (Hirasawa ir kt., 2001) ir pFAJ2600 (De Mot ir kt., 1997) bei
plazmidziy pALS5000 (Mycobacterium fortuitum) (Rauzier ir kt., 1988),
pRBL1, pBLAS (Brevibacterium linens) (Ankri ir kt., 1996; Leret ir kt., 1998),
pMBI (Bifidobacterium longum) (Rossi ir kt., 1996) replikacijos baltymai.

Baltymas, kuri koduoja asr3, yra panaSiausias | Rhodococcus ruber
priec DNR prisiriSant] baltyma (ar. panasumas 60 %) i§ pNC903 plazmidés
(Matsui ir kt., 2006), tarp Sio baltymo homology aptinkama RepB baltymy i
ivairiy anksciau minéty Rhodoccocus sp. plazmidziy bei plazmidés pALS5000.
Sio baltymo C-galas (37-83 ar.) yra panasus { sigma-70 panasiy sigma faktoriy
4 regiona, kuris jungiasi su promotoriaus —35 elementu (Campbell ir kt., 2002).
Nustatyta, kad plazmidés pAL5000 RepB baltymas jungiasi prie DNR netoli
ori srities (Stolt ir Stoker, 1996b). Galima teigti, kad tai buidinga ir pPRH asr3
koduojamam baltymui.

Remiantis nustatytais panaSumais, Asr2 ir Asr3 buvo suteikti
atitinkamai RepA ir RepB pavadinimai bei priskirtos replikacijos baltymy
funkcijos. Filogenetiné §iy baltymy analizé buvo atlikta naudojant
Mr. Bayes-3.1.2 programa. Abu baltymai filogenetiniame medyje sudaro
atskiras Sakas, tai rodo ju i$skirtinuma tarp homologiniy baltymy (3.28 pav.). I§
gauty duomeny galima teigti, kad plazmidé pPRH yra naujos grupés atstove.

Daugelis plazmidés pPRH RepA ir RepB baltymy homology yra
replikacijos baltymai plazmidziy, kurios priklauso teta replikacijos tipo
plazmidziy ColE2 Seimos pAL5000 poSeimiui (De Mot ir kt., 1997, Leret ir
kt., 1998, Hirasawa ir kt., 2001, Matsui ir kt., 2006). Taigi, buvo iskelta
hipoteze, kad plazmidé pPRH replikuojasi teta biidu.
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Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida pAsa12 (NP_710174)
Vibrio fluvialis pBD146 (YP_002455776)
Arthrobacter rhombi pPRH (AER68056)
Brevibacterium linens pBLA8 (CAA72653)
100 Brevibacterium linens pLIM_02 (NP_065271)
L——Corynebacterium casei pPCASE1 (YP_002000365)
100;Rhodococcus rhodochrous pRC4 (BAA92818)
100 100 Rhodococcus ruber pNC903 (BAE06128)
100! Rhodococcus sp. pB264 (NP_858932)
o9 L—— Mycobacterium fortuitum pAL5000 (NP_040424)
|__100——Rhodococcus erythropolis PR4 pREC2 (YP_345164)
L— Rhodococcus rhodochrous pNC500 (YP_001019181)
99 Rhodococcus erythropolis pFAJ2600 (NP_620821)
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ao—Frankia evmh,ln‘nf of Dastica nlnmnr::f:: (7D nRA7RO'73\

Segniliparus rotundus DSM 44985 (YP_003659647)

—

0,5
3.28 pav. Arthrobacter rhombi PRH1 kamieno plazmidés pPRH RepA (A) ir
RepB (B) baltymy ir jy homology aminortigs¢iy filogenetiné analizé, atlikta
naudojant Mr. Bayes-3.1.2 programa.

w

Nustatyta, kad pALS5S000 poSeimio plazmidése repA ir repB genai
persidengia ir sudaro operong, todé¢l replikacijai reikia abiejy geny produkty
(De Mot ir kt., 1997, Leret ir kt., 1998, Hirasawa ir kt., 2001, Matsui ir kt.,
2006). Nors plazmidéje pPRH geno repB pradzios kodonas persidengia vienu
nukleotidu su rep4 geno stop kodonu, buvo tikrinama, ar minimalus §ios

plazmidés replikonas yra repA ar repAB. Tuo tikslu buvo sukonstruotos



plasmidés pAPrepAB4 ir pAPrepA2 (zr. sk. 2.20), kurios skyrési tik repB genu
(3.29 pav.).

kan

ol pAPrepAB4
4418 bp
rep.
el / “L 1epByC xor
Ligavimas,

atranka KmR

1gav1mas
atranka KmR

pAPrepA2
4110 bp

ColEl

Xhol
repA

3.29 pav. Plazmidziy pAPrepAB4 ir pAPrepA2, naudoty minimalaus
plazmidés pPRH replikono nustatymui, konstravimo schema. Plazmidés
pART2 kan genas ir replikacijos sritys pazymétos zaliai; pPRH asr,
nekoduojantys replikacijos baltymu, raudonai; pPRH rep4 genas pazymétas
rozine spalva, pPRH repB genas — Zydra.

A. oxydans PY21 ir A. rhombi VP3 bakterijos buvo transformuotos
plazmide pAPrepAB4 ir i§sétos ant agarizuotos terpés su kanamicinu. I§ keleto
atrinkty iSaugusiy klony buvo skiriama ir analizuojama plazmidiné DNR.
Atlikus horizontalia elektroforeze, buvo nustatyta, kad visi atrinkti klonai turi
hibriding plazmide. Tuomet E. coli lastelés buvo transformuotos patikrinty
klony DNR ir juy klonai buvo atrenkami pagal atsparuma kanamicinui. I$
atspariy E. coli bakterijy buvo isskirta plazmidiné DNR ir atlikta jos restrikciné

analizé. Po to DNR buvo frakcionuojama horizontalios elektroforezés gelyje.
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Gauti rezultatai jrodé, kad plazmidé pAPrepAB4 sékmingai replikuojasi
Arthrobacter spp. PY21 ir VP3 bakterijose.

Bakterijy transformacija plazmide pAPrepA2 buvo nes¢kminga tiek {
A. oxydans PY21, tiek 1 A. rhombi VP3 lasteles. Tris kartus buvo bandoma
transformuoti abiejy kamieny bakterijas, taciau nei vienu atveju kolonijos ant
atrankios terpés neiSaugo. Taigi, galima teigti, kad plazmidé pAPrepA2 negali
replikuotis Arthrobacter spp. bakterijose, todél padaryta iSvada, kad minimalus
pPRH plazmidés replikonas yra repAB. Sie rezultatai patvirtina, kad tiriama
plazmidé priklauso teta tipo replikacijos pAL5000 posSeimiui, kadangi kitose
Sio poseimio plazmidése pAL5000, pFAJ2600, pBLAS ir pCASE] nustatytas
minimalus replikacijos operonas yra repAB (Stolt ir Stoker, 1996a; De Mot ir

kt., 1997; Leret ir kt., 1998; Tsuchida ir kt., 2009).

pXZ10142 5’ -CGTAACCAAGTCAGATGTTTCCGGG-3' [65 bp] ATG
pMB1 5’ -GGGAACCAAGTCAGATATTTCAGCC-3’ [26 bp] ATG
PAL5000 5’ -GAGCTCCAAGTCAGATATTTCGCTG-3" [45 bp] GTG
pFAJ2600 5'-AGTCAGGTAGTCGAATTTTTGGAGC-3' [89 bp] ATG
PBLAS8 5’ -GAAAGCAATATCAGATGGTTCCGGC-3" [68 bp] ATG
PRBL1 5’ -GAAAGCAATATCAGATGGTTCCTGC-3" [68 bp] ATG
pJdD1 5’ -ATAACCATAATCAGATAACAGCCCG-3' [106 bp] ATG
pPPRH 5’ -CACACCCTTATCAGATATTGGTGGT-3" [45 bp] ATG
ColE2 3’ -ATAAGCCTTATCAGATAACAGCGCC-5'
*k k%

3.30 pav. pPRH, pAL5000 giminingy plazmidziy ir ColE2 ori sekos.
Paryskinta ori Serdis, Zvaigzdutémis pazyméti konservatyviis Serdies
nukleotidai. Nurodytas atstumas (skai¢iuojamas nuo pirmojo geno nukleotido
iki tiesioginés grandinés 5’ galo (Leret ir kt., 1998)) iki repA4 geno pradzios.
Norint jsitikinti, kad pPRH priklauso teta replikacijos tipo plazmidéms,
buvo nuspresta paieskoti ColE2 Seimos plazmidéms budingos ori sekos (3.30
pav.). Taigi, komplementarioje grandinéje —45 nt atstumu nuo repA geno
pirmojo nukleotido buvo aptikta i ColE2 ori panasi seka (homologija 60 %).
Joje nustatyta konservatyvi Serdis (TCAGAT), bidinga tieck pAL5000
giminingoms plazmidéms, tiek ir ColE2. Tik pFAJ2600 vidurinieji nukleotidai
yra pakite (TCGAAT). pAL5000 poseimio plazmidziy ori yra aptinkama prie$

replikacijos genus, todél replikacijos Sakuté juda prieSinga kryptimi nei vyksta
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rep geny transkripcija. ColE2 poSeimio plazmidése ori seka yra iSsidésciusi uz
replikacijos geny, taigi, replikaciné Sakuté juda ta pacia kryptimi, kuria vyksta
geny transkripcija (Leret ir kt., 1998).

Remiantis gautais rezultatais: pirma, pPRH plazmidés RepA ir RepB
baltymai yra homologiski teta replikacijos tipo plazmidziy baltymams; antra,
plazmidés minimalus replikonas yra repAB; treCia, plazmidés ori yra panasi i
ColE2 ori seka bei turi Serdi, biidinga pAL5000 giminingoms plazmidéms;
galime daryti i§vada, kad pPRH plazmidé¢ priklauso teta tipo replikacijos C
klasés plazmidziy ColE2 Seimos pAL5000 poseimiui.

3.3. Vektoriy, turin¢iy pPRH replikong, konstravimas

3.3.1. Escherichia coli—Arthrobacter rhombi hibridiniy vektoriy konstravimas

Istyrus Arthrobacter rhombi VP3 ir PRHI mazas plazmides, buvo
nustatyta, kad replikacijos baltymus koduoja tik 4. rhombi PRH1 bakteriju
plazmidé. Atlikus tyrimus, buvo padaryta iSvada, kad ji replikuojasi teta budu.
A. rhombi VP3 bakteriju plazmidés, nekoduojancios replikacijos baltymuy,
DNR sintezés tipas kol kas lieka neaiSkus. Hibridinio vektoriaus konstravimui
buvo pasirinkta 4. rhombi PRH1 bakterijy plazmidé pPRH, nes §iam tikslui
galima panaudoti tik jos minimaly replikona, o ne visa plazmide, kaip bity
pVP3 atveju. Be to, hibridinio vektoriaus, turin¢io pPRH replikacijos
baltymus, DNR sintezé maziau priklausyty nuo lastelés Seimininkés baltymuy
nei turinio pVP3 replikona. Todél sukonstruota plazmidé galéty patikimai
veikti platesniame Seimininky rate.

Arthrobacter sp. replikona turintis hibridinis pPRMU824 vektorius buvo
sukurtas pagal 3.31 A paveiksle pateikta schema. Pirmiausia, PGR budu
padaugintas ir fosforilintas 4. rhombi pPRH fragmentas, turintis minimaly
replikona, buvo sujungtas su padaugintu pACYC184 fragmentu, kuriame yra

E. coli replikonas ir atsparumo chloramfenikoliui genas (cat). E. coli
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transformantai buvo atrinkti pagal atsparuma chloramfenikoliui. Gauta
plazmidé buvo pavadinta pRMUS. Norint sukurti vektoriy, kuris turéty
fenotiping atrankos sistema, buvo klonuota /acZ operono dalis su daugybinio
klonavimo sritimi. Tuo tikslu plazmidé pRMUS ir padaugintas pTZ57R
fragmentas buvo hidrolizuoti restrikcijos endonukleazémis Bg/Il ir Xmall, be
to, pirmoji plazmidé buvo paveikta fosfataze CIAP. Tuomet, fragmentai buvo
sujungti liguojant. Po elektroporacijos lastelés buvo iSsétos ant NA terpés su
chloramfenikoliu pridedant IPTG ir X-Gal. Ieskant reikiamos struktiiros
plazmidés, buvo tiriamos mélynos spalvos koloniju bakterijos. Atrinkta
hibridiné plazmidé buvo pavadinta pRMUS824.

Ja buvo transformuotos Arthrobacter spp. 68b ir PY21 kamieny
bakterijos, kuriy atranka buvo vykdoma naudojant terpg su chloramfenikoliu.
Bakteriju kolonijos pasirodé praéjus 3—5 dienoms po transformacijos, be to,
iSaugusiy klony buvo nedaug. Transformacijos efektyvumas ir bakterijy
augimo greitis nuvylé, nors, patikrinus atrinktus klonus tokiu pat principu kaip
plazmidés pAPrepAB4 atveju, buvo nustatyta, kad tirtose bakterijose hibridinis
vektorius pPRMUS&24 s¢kmingai replikuojasi. Todéel buvo nuspregsta klonuoti
antra genetini zymeni, kuris bty skirtas atrankai Actinomycetales bakterijose ir
iSplésty antibiotiko pasirinkimo galimybes.

Taigi, plazmidé pRMUS824, padauginti pART2 ir p34S-Tc fragmentai,
kuriuose atitinkamai yra kan ir tet genai, buvo hidrolizuoti naudojant Xmall.
Tuomet genai buvo atskirai klonuoti { plazmid¢ pRMUS824. Po elektroporacijos
transformantai buvo atrenkami pagal atsparuma kanamicinui arba tetraciklinui.
Tokiu biidu buvo gauti dar du vektoriai: pRMU824Km ir pPRMUS824Tc. Jais
buvo transformuotos ivairiy Arthrobacter spp. ir Rhodococcus spp. kamieny
bakterijos. Nustatyta, kad hibridiniai vektoriai pPRMU824Km ir pRMU824T¢
s¢kmingai replikuojasi Arthrobacter sp. 68b, 83, 85, A. oxydans PY21, A.
globiformis, Rhodococcus sp. TMP1 ir R. erythropolis SQ1 bei E. coli DH5a

kamieny lastelése.
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Sukonstruoty plazmidziy pRMUS824, pRMU824Km, pRMUS824Tc
nukleotidy sekos buvo nustatytos naudojant pradmenis: M13/pUC F,
M13/pUC R, DP1, RP1, repB F, rep R, Cm F (Zr. skyr. 2.3.); ir uzZregistruotos
Geny banke, joms buvo suteikti atitinkamai HQ624980, HQ624981,
HQ624982 prieigos numeriai. Hibridiniy vektoriy daugybinés klonavimo sritys
yra pateiktos 3.31 B paveiksle.

Zinoma, kad  2-hidroksipiridino  skaidymo metu  susidaro
2,3,6-trihidroksipiridinas, kuris gali spontaniskai oksiduotis ir dimerizuotis iki
mélynos spalvos pigmento (4,5,4',5'-tetrahidroksi-3,3'-diazodifenochinono-
(2,2")) (Kolenbrander ir Weinberger, 1977). Tiriant sukonstruoty plazmidziy
funkcionaluma, 6 kb dydzio Apy fragmentas, kuriame yra 2-hidroksipiridino
skaidymo baltymus koduojantys genai, buvo klonuotas i pasirinkta hibridini
vektoriy pPRMU824Km ir gauta plazmidé pHYP1. Ja buvo transformuotos
R. erythropolis SQ1 bakterijos, kurios neskaido 2-hidroksipiridino. Jos buvo
i§sétos ant NA terpés su 2-hidroksipiridinu ir kanamicinu. Visi iSauge klonai
gamino uzlastelini pigmenta, tad sukurtas vektorius yra tinkamas vykdyti
funkcinei geny atrankai.

Taigi, Sio darbo metu pasiseké sukonstruoti hibridinius vektorius,
turincius Arthrobacter sp. replikacijos operona ir pritaikomus funkcinei geny
atrankai. Kaip buvo minéta, pirmasis tokio tipo vektorius yra plazmidé pSVJ21

(Miteva ir kt., 2008), ta¢iau jo panaudojimo galimybés néra istirtos.

3.3.2. Hibridiniy vektoriy savybés

Sukonstravus hibridinius vektorius, buvo tiriamios ju savybés: kopiju
skaiCius Seimininko lasteléje, stabilumas ir suderinamumas. Jos lemia
vektoriaus patikimuma ir panaudojimo galimybes.

Kopiju skaiciaus nustatymui buvo pasirinktas vektorius pPRMU824Km.
Sia plazmide buvo transformuotos Arthrobacter sp. 68b kamieno lastelés.

Tuomet suminé DNR i§ minéto kamieno bakterijy (panaudota kaip neigiama



kontrolé) ir to paties kamieno bakterijy, turinc¢iy plazmid¢ pRMU824Km, buvo
i§skirta metodu, aprasytu 2.6 skyrelyje. Plazmidés kopiju skaicius buvo
nustatomas kPGR metodu (Zr. skyr. 2.19). Glicino oksidazés genas (pradmenys
GlyOX68F ir GlyOX68R) buvo chromosominés DNR taikinys. Plazmidés
repAB geny fragmentas (pradmenys DP2 ir RP2) buvo sukonstruoto vektoriaus
taikinys. Minéty fragmenty padauginimo efektyvumas atitinkamai buvo 1,12 ir
1,06. Nustatyta, kad Arthrobacter sp. 68b kamiene chromosomai tenka apie 9
plazmidinio vektoriaus pPRMU824Km kopijas. Literatiroje duomeny apie kity
vektoriu, skirty Arthrobacter spp. bakterijoms, kopijy skaiciy lasteléje néra.
Stabilumas yra svarbus veiksnys plazmides turinCiy bakteriju
auginimui neatrankioje terpéje, kadangi tokioje aplinkoje dominuoja
neturin€ios plazmidziy lastelés, nes plazmidé teikia lastelei Seimininkei
papildoma metaboling naSta (Moo-Young ir kt., 1996). Plazmidé
pRMUS824Km vél buvo pasirinkta sukonstruoty vektoriy stabilumo tyrimui,
kuris buvo atlickamas pagal metodika, nurodyta 2.23 skyrelyje. Arthrobacter
sp. 68b ir Rhodococcus erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos minéta
plazmide, buvo naudojamos tyrime. Nustatyta, kad per 24 valandas abieju
kamieny bakterijos pasidalino mazdaug 10 karty. Stabilumo tyrimo rezultatai
(3.32 pav.) rodo, kad po 4 valanduy auginimo neatrankioje terpéje bakterijy,
turin¢iy plazmidg, kiekis abiejuose kamienuose yra panaSus: Arthrobacter sp.
68b 72 %, R. erythropolis SQ1 78 %. Taciau po 24 valandy augimo terpéje be
antibiotiko tik 41 % Arthrobacter genties bakteriju turéjo plazmidg, o
Rhodococcus genties — 74 %. Po dvieju pary auginimo Arthrobacter sp. 68b
bakterijy, turiniy plazmidg nebuvo, taciau 69 % R. erythropolis SQ1 bakteriju

ja vis dar turéjo.
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3.32 pav. Vektoriaus pRMUS824Km stabilumas Arthrobacter sp. 68b ir
Rhodococcus erythropolis SQ1 kamienuose. Méginiai buvo paimti po 4, 8, 24,
30 ir 48 auginimo valandy.

Zinoma, kad plazmidziy stabilumui jtakos turi nevienodas jy kopiju
paskirstymas dukterinéms Iasteléms dalijimosi metu (Zhang ir kt., 1996).
Miteva ir kt. (2008), tyre hibridinio vektoriaus pSVJ21 stabiluma
psichrofiliniuose Arthrobacter sulfonivorans SO3-7Tw ir A. globiformis SO3-8
kamienuose, augintuose 25 °C ir 5 °C temperatiroje, padaré iSvada, kad
plazmidés stabilumas, esant neatrankioms salygoms, priklauso nuo
kultivavimo temperatiiros ir Seimininko (Miteva et al., 2008). pRMU824Km
plazmidés stabilumo tyrimas taip pat jrodo, kad stabilumui ijtakos turi
Seimininkas. Tirtas hibridinis vektorius yra stabilesnis R. erythropolis SQ1
bakterijose.

Plazmidziy nesuderinamuma lemia funkciskai vienodi replikacijos
vienetai, kuriy lastelés Seimininkés replikacijos ir kopiju padalijimo
mechanizmai neatskiria (Petersen, 2011). Suderinamos plazmidés yra puikus
genetinis jrankis geny funkcijy tyrimams toje pacioje lasteléje.

Hibridinio vektoriaus suderinamumo su plazmide pART2gfp, turincia
atsparumo  kanamicinui gena, tyrimams buvo pasirinkta plazmidé

pRMUS24Tec, kurioje yra atsparumo tetraciklinui genas. Tyrimas buvo
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vykdomas Arthrobacter oxydans PY21 bakterijose kaip apraSyta 2.24
skyrelyje. Klonus, atsparius ir kanamicinui, ir tetraciklinui bei sintetinancius
zaliai fluorescuojanti baltyma, buvo lengva aptikti. Abieju plazmidziy DNR,
i$skirta i§ A. oxydans PY21, buvo matoma agarozés gelyje po elektroforezés.
E. coli lastelés buvo transformuotos abiejy plazmidziy DNR miSiniu. Bakteriju
atranka buvo vykdoma atskirai, kadangi minétos plazmidés Siame kamiene yra
nesuderinamos. DNR, iSskirta i§ E. coli bakterijy, buvo hidrolizuojama
restrikcijos endonukleazémis ir analizuojama horizontalios elektroforezés
bidu. Gauti rezultatai jrodé, kad plazmidés pRMU824Tc ir pART2gfp yra
suderinamos ir abi s¢kmingai replikuojasi 4. oxydans PY21 kamiene. Taigi,
Sios plazmidés gali buti panaudotos genetinio bei funkcinio suderinamumo

tyrimuose Arthrobacter it Rhodococcus genties bakterijose.
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3.4. Apibendrinimas

Plazmidés yra savarankiSkos dvigrandinés DNR molekulés (Couturier
ir kt., 1988, Dennis, 2005), kurios bakterijai arba nesuteikia jokiy pastebimy
fenotipiniy pozymiy (mazos kriptinés plazmidés), arba suteikia savybiy, kurios
padeda prisitaikyti ir i§gyventi pavojingoje ar pakitusioje aplinkoje (dideles
katabolinés plazmidés) (Hayes, 2003). Sio darbo metu buvo tiriamos
Arthrobacter sp. 68b bakteriju katabolinés plazmidés, Arthrobacter rhombi
PRH1 ir VP3 kamieny bakteriju didelés molekulinés masés ir mazos
plazmidés.

Nustatyta, kad Arthrobacter sp. 68b kamieno bakterijos, sugebancios
skaidyti 2-metilpiriding, piridinag, ftalio riigsti ir nikotina, turi bent dvi didelés
molekulinés masés plazmides. Tyrimai parodé, kad mazesné¢ plazmidé lemia
2-metilpiridino, piridino ir ftalio riigSties degradacijos fenotipg, o didesné —
nikotino skaidyma. Dalinai nustacius $iy bakterijy genomo sekas, buvo gauta
beveik 113 kb plazmid¢, kurios GC 61 %, joje nustatyti 93 atviri skaitymo
rémeliai. Jie koduoja ftalio riigsties ir numanomus 2-metilpiridino bei piridino
skaidymo fermentus, transpozazes, invertazes, taip pat replikacijoje,
konjugacijoje ir rekombinacijoje dalyvaujancius baltymus. Po sekoskaitos taip
pat buvo gautas didesnés katabolinés plazmidés fragmentas, kuriame nustatyti
nikotino skaidymo baltymus koduojantys genai. Sio fragmento seka yra labai
panasi | pAO1 plazmidés, lemianc¢ios nikotino skaidyma (Igloi ir Brandsch,
2003), seka.

Tiriant ftalio riugsties skaidyma Arthrobacter sp. 68b bakterijose,
nustatyta, kad $io junginio skaidymas yra indukuojamas procesas. Lastelés,
kultivuotos terpéje su ftalatu, galéjo panaudoti ir chinolino rugsti. Ji, remiantis
biokonversijos spektro pokyciais, yra hidroksilinama. Arthrobacter sp. 68b
bakterijy ftalio riigSties skaidymo baltymy ir reguliatoriaus genai yra iSsidésteg
tokia pacia tvarka kaip analogiski Arthrobacter keyseri genai. Tiriamy

bakteriju atveju { pht operong yra isiterpgs papildomas genas, koduojantis
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nezinomos funkcijos baltyma. Analizuojant ftalio riigSties skaidymo fermenty
aminoriigsciy sekas, nustatyta, kad jie yra panaSiausi ir giminingiausi kitiems
Arthrobacter spp. baltymams. Homology paieSkos ir reakcijos su diazotintu
p-nitroanilinu rezultatai, leidzia daryti iSvada, kad Siose bakterijose ftalio
rugstis yra skaidoma 3,4-dioksigenazés keliu, kuris yra budingas
Gram-teigiamoms bakterijoms.

Arthrobacter sp. 68b bakterijose 2-metilpiridino ir piridino skaidymas
taip pat yra indukuojamas procesas. Tyrimais nustatyta, kad lastelés, augintos
su minétais junginiais, gali panaudoti abu substratus. Gauti rezultatai leidzia
manyti, kad tie patys fermentai gali dalyvauti piridino ir jo darinio skaidyme.
Nustatyta, kad tiek 2-metilpiridinas, tiek piridinas i$ tiesy indukuoja hipoteting
monooksigenazg. Ja koduojantis genas buvo aptiktas plazmidéje p2MP.
Analizuojant greta esancius atviro skaitymo rémelius, buvo nustatyti genai,
kuriy produktai taip pat galéty dalyvauti minéty substraty skaidyme.

Remiantis atlikty tyrimy ir analiziy rezultatais, buvo pasiiilytas galimas
2-metilpiridino ir piridino skaidymo kelias. Pirmiausia, veikiant
monooksigenazei, grei¢iausiai ir flavino reduktazei, yra skeliamas piridino
ziedas tarp antro ir trec¢io anglies atomy. Vélesniy reakciju metu, katalizuojant
amidohidrolazei, susidaro gintaro riigSties dialdehidas. Veikiant gintaro
rugsties dialdehido dehidrogenazei, susidaro gintaro riigsties pusiau aldehidas.
Sis veréiamas gintaro rigstimi, kai reakcijoje dalyvauja gintaro riigities pusiau
aldehido dehidrogenazé. Tuomet susidargs minétas produktas yra naudojamas
trikarboksirtigs§éiy cikle.

Arthrobacter rhombi PRH1 ir VP3 bakterijuy DNR tyrimai parodé, kad
abieju kamieny lastelése yra po didelés molekulinés masés plazmidg ir po
maza (<10 kb) plazmide. Minétos bakterijos sugeba panaudoti
2-hidroksipiriding kaip vieninteli anglies ir energijos Saltini. Skaidymo metu
yra iSskiriamas zalios spalvos uZlastelinis pigmentas. A. rhombi PRHI
bakterijos spontaniSkai praranda gebéjima iSskirti pigmenta. Tyrimais buvo
nustatyta, kad Siose bakterijose 2-hidroksipiridino skaidymo baltymus

koduojantys genai yra didelés molekulinés masés plazmidéje. A. rhombi VP3
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bakterijos nepraranda gebéjimo isskirti pigmenta nei spontaniskai, nei gydant
lasteles nuo plazmidziy. Taigi, galima daryti prielaida, kad Siose bakterijose
analogiski genai yra chromosomoje.

Arthrobacter rhombi PRH1 ir VP3 buvo tiriamos ir mazosios natyvios
plazmidés, pavadintos atitinkamai pPRH ir pVP3. Nuskaicius plazmides, buvo
nustatytas, kad plazmidés pVP3 dydis yra 6135 bp, GC sudaro 64,6 %, o
plazmidé pPRH yra 5000 bp dydzio, jos GC 66 %. Abieju plazmidziy GC
reikSmés patenka i Arthrobacter sp. chromosominei DNR biidinga reikSmiy
intervala. Plazmidéje pVP3 nustatyti 9 atviri skaitymo rémeliai, dvieju asr
koduojamiems baltymams homology rasti nepavyko. Vienas asr koduoja
rezolvazg, du — mobilizacijos baltymus, o likusieji — hipotetinius baltymus.
Plazmidéje pPRH buvo nustatyti 6 atviri skaitymo rémeliai. asr2 ir asr3
koduoja replikacijos baltymus, atitinkamai RepA ir RepB. asr6 produktas yra
rezolvazé, du atviri skaitymo rémeliai koduoja hipotetinius baltymus. Vieno
asr produktas néra panasus | zinomus bakterijy baltymus.

Taigi, atlikus plazmidziy atviry skaitymo rémeliy ir ju koduojamy
baltymy analize, buvo nustatyta, kad plazmidé pVP3 neturi geny, koduojanciy
replikacijos baltymus, todél yra sudétingiau nusakyti Sios plazmidés
replikacijos tipa. Zinoma, kad Rep baltymy nekoduoja teta replikacijos tipo B
klasés replikonai, kuriy DNR sintezé¢ prasideda nuo RNR transkripto ir joje
dalyvauja lastelés Seimininkés baltymai (Bruand ir kt., 1993; Meijer ir kt.,
1995). Iskelta hipotezeé, kad plazmidés pVP3 replikacija galéty prasidéti nuo
RNR pradmens. Norint tai patvirtinti, Sios plazmidés tyrimai bus vykdomi
toliau.

Kaip minéta, plazmidé pPRH koduoja replikacijos baltymus. Jie yra
pana$iausi | atitinkamus baltymus i§ Actinomycetales teta replikacijos tipo
plazmidziy, priklausanciy ColE2 Seimos pALS5000 poSeimiui. Tyrimais
nustatyta, kad plazmidés pPRH minimalus replikonas yra repAB. Joje taip pat
buvo aptikta ori seka, budinga ColE2 Seimos plazmidéms. Remiantis gautais
rezultatais, galima daryti iS§vada, kad plazmidé pPRH priklauso teta tipo
replikacijos C klasés plazmidziy ColE2 Seimos pAL5000 poSeimiui.
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Panaudojant plazmidés pPRH minimaly replikona buvo sukonstruoti
trys hibridiniai vektoriai: pRMUS824, pRMU824Km, pRMUS824Tc, skirti geny
funkcinei atrankai. Sios plazmidés sékmingai replikuojasi Arthrobacter spp.,
Rhodococcus spp. ir Escherichia coli bakterijose. Nustatyta, kad hibridiniy
vektoriy segregacinis stabilumas priklauso nuo bakterijuy, kuriose replikuojasi.
Taip pat buvo irodyta, kad jie yra suderinami su pART grupés vektoriais, todél

gali biti panaudoti genetinio bei funkcinio suderinamumo tyrimuose.
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ISVADOS

Arthrobacter sp. 68b bakterijos turi bent dvi didelés molekulinés masés
plazmides. 2-Metilpiridino, piridino ir ftalio riigsties skaidymo genai yra
vienoje 112864 kb ziedinéje plazmidéje, nikotino genai — Kkitoje
katabolinéje plazmidéje.

Arthrobacter sp. 68b bakterijos skaido ftalio rugsti 3,4-dioksigenazés
keliu.

Arthrobacter sp. 68b bakterijose 2-metilpiridinas ir piridinas indukuoja
hipotetinés monooksigenazes sintezg.

Arthrobacter rhombi PRH1 2-hidroksipiridino skaidymo genai yra
iSsidéste katabolingje plazmidéje.

Nuskaitytos 4. rhombi pPRH ir pVP3 plazmidés, kuriy dydis
atitinkamai yra 5000 bp ir 6135 bp. Plazmidés pPRH minimalus
replikonas yra repAB, ji priklauso teta replikacijos tipo C klasés ColE2
Seimos pAL5000 poseimiui.

Panaudojant pPRH minimaly replikona, sukonstruoti hibridiniai
vektoriai pRMUS824, pRMUS24Km ir pRMUS824Tc sékmingai
replikuojasi Arthrobacter spp., Rhodococcus spp. ir Escherichia coli

DH5a bakterijose.
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