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IVADAS

Pirazinai yra 1itin daZznai gamtoje aptinkami N-heterocikliniai
aromatiniai junginiai, SeSianariame ziede turintys du azoto atomus para
padétyse. Jie gali buti sintetinami tiek cheminiais, tiek biologiniais metodais,
taCiau yra labai maZzai zinoma apie $iy junginiy skaidymg. Nors buvo iSskirtos
ir apraSytos bakterijos, galinios naudoti jvairius alkilintus pirazinus kaip
vienintelj anglies ir energijos Saltin] (Kiener et al., 1993; Rappert et al., 2006;
Rappert et al., 2007; Miiller ir Rappert, 2010), beveik nieko nezinoma apie
alkilpiraziny skaidymo kelius, taip pat ir tetrametilpirazino, kurio visi Ziedo
anglies atomai turi po pakaitg.

Aerobinémis sglygomis alkilinty piraziny metabolizmas prasideda nuo
oksidacinio skaidymo, kai aromatinis Ziedas yra hidroksilinamas laisvoje
padétyje. Tokiu budu vyksta ir 2,5-dimetilpirazino katabolizmas (Kiener et al.,
1993). Taciau Sios biokonversijos apraSyme, nebuvo minimi fermentai,
katalizuojantys hidroksilinimo reakcija (Kiener et al., 1993). Véliau buvo
nustatyta, kad 2,5-dimetilpirazinui hidroksilinti reikalingas indukuojamas
fermentas (Rappert et al., 2007). Taip pat nustatyta, kad 2,5-dimetilpirazino
skaidymas, skirtingai nei piridiny, nepriklauso nuo molibdeniniy fermenty,
kurie daznai dalyvauja hidroksilint aromatinj piridino Ziedg (Fetzner, 1998).

Trijose padétyse pakeisty piraziny skaidymo metaboliniai keliai yra
panaSiis 1 dviejose padétyse pakeisty piraziny (Rappert et al., 2006).
Katabolizme dalyvauja indukuojami fermentai, o pradiniame etape susidaro
hidroksilinti produktai (Rappert et al., 2006), taciau fermentai, katalizuojantys
Sias reakcijas, taip pat néra aprasSyti.

PrieSingai nei dalinai pakeisti pirazinai, tetrametilpirazinas (TTMP)
negali biiti skaidomas jj i§ pradziy hidroksilinant iki hidroksipirazino, kadangi
visi jo zZiedo anglies atomai jau turi po pakaitg. Muller ir Rappert (2010)
pasiile, kad pradiniame TTMP skaidymo etape galéty biiti skaidomas ziedas.
Naudodami belastinius ekstraktus i§ Rhodococcus opacus bakterijy, galinCiy

naudoti TTMP kaip vienintel] anglies, azoto ir energijos Saltinj, jie nenustate



jokiy tarpiniy junginiy, kurie susidaryty TTMP skaidymo metu (Miiller ir
Rappert, 2010), taciau Sie preliminariis rezultatai buvo pateikti apzvalgoje ir iki
Siol nebuvo paremti mokslinémis publikacijomis. Be to, R. opacus bakterijose
nebuvo nustatyti nei fermentai, katalizuojantys TTMP skaidyma, nei
identifikuoti juos koduojantys genai.

Siekiant 1Splésti esamas fundamentines Zinias apie N-heterocikliniy
junginiy bakterinj skaidyma bei nustatyti fermentus, kurie ateityje galéty buti
pritaikyti atrankioms ir specifinéms biokonversijos reakcijoms, Sio darbo
tikslas buvo nustatyti genus, koduojancius bakterinio TTMP skaidymo

fermentus, ir pirmg kartg apraSyti alkilpiraziny katabolinius kelius bakterijose.

Darbo uzdaviniai

e Nustatyti Rhodococcus jostii TMP1 bakterijy genus, koduojancius
tetrametilpirazino skaidymo fermentus.

o [stirti R. jostii TMP1 bakterijy tetrametilpirazino skaidymo geny raiskos
reguliacija.

e Aprasyti R. jostii TMP1 bakterijy tetrametilpirazino katabolinj kelia.

e Jvertinti, ar R. jostii TMP1 bakterijos gali biiti tatkomos atrankioms ir

specifinéms biokonversijos reakcijoms.

Mokslinis naujumas

Sio darbo metu buvo nustatytas ir aprasytas tetrametilpirazino (TTMP)
katabolinis kelias anksciau iSskirtose R. jostii TMP1 bakterijose, kurios gali
naudoti TTMP kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj. Pirmag karta
bakterijose buvo nustatyti genai, koduojantys alkilpiraziny skaidymo
fermentus. Buvo nustatyta 13 kb DNR fragmento seka, kuri pavadinta
tetrametilpirazino degradavimo (#pd) geny sankaupa. Analizuojant fpd geny
sankaupos sekg, nustatyti astuoni atviri skaitymo rémeliai (ORF), koduojantys
septynis fermentus TpdA-E, Orfl ir Orf2 bei transkripcijos reguliatoriy TpdR.

Taigi pirma kartg buvo apraSyti bakterijy alkilpiraziny katabolizmo fermentai.



Klonavus tpdABC operono genus ir juos perkélus 1 Rhodococcus
erythropolis SQ1 bakterijas, buvo jvertinta atskiry Tpd baltymy funkcija
skaidant TTMP. TTMP buvo metabolizuojamas SQ1 bakterijomis,
transformuotomis tpdABC ir tpdAB genais, taciau atskiry tpdA, tpdB ir tpdC
geny TTMP konversijai nepakako. TpdABC ir TpdAB reakcijos produktai
buvo i$gryninti, o jy struktiiros nustatytos 'H BMR, °C BMR ir MS analizés
metodais. TpdAB metabolizavo TTMP iki (Z)-N,N'-(but-2-ene-2,3-
diil)diacetamido (BDNA), o TpdC produktas buvo N-(3-oksobutan-2-
il)acetamidas (OBNA). BDNA ir OBNA yra pirmieji kada nors nustatyti
bakteriniai TTMP metabolitai.

Eksperimentais su '*O izotopu Zymétu vandeniu nustatyta, kad
skaidydamas TTMP zieda TpdAB kompleksas veikia kaip monooksigenaze,
kuri oksiduoja ir skelia Ziedg. Nors panaSias reakcijas katalizuojancios A
klasés flavininés monooksigenazés buvo aprasytos anks¢iau, TpdAB priklauso
C flavininiy monooksigenaziy klasei ir yra pirmasis nustatytas Sios klasés
fermentas, katalizuojantis aromatiniy junginiy skaidyma.

In vitro fermentine analize nustatyta, kad TpdC yra amidaze, specifiSkai
hidrolizuojanti BDNA iki OBNA, kuris toliau redukuojamas iki
aminoalkoholio nuo NADPH priklausomos dehidrogenazés TpdE. Iki Siol
Rhodococcus spp. bakterijy trumpy grandiniy dehidrogenaziy / reduktaziy,
tokiy kaip TpdE, buvo iSskirta nedaug, tad Sio fermento identifikavimas ir
1Sskyrimas padés iSplésti Zinias apie tokiy fermenty katalizuojamy reakcijy
specifiSkumg, atrankumg ir mechanizmus.

Nustacius TTMP skaidymo genus ir iSskyrus tarpinius metabolitus,
pirmg karta buvo apraSytos aerobinio TTMP skaidymo reakcijos ir
rekonstruota R. jostii TMP1 tetrametilpirazino katabolizmo seka — pirmasis
patvirtintas alkilpiraziny skaidymo kelias bakterijose.

Tiriant Sio katabolinio kelio reguliacija, buvo nustatyta, kad tpdABC
promotoriui aktyvuoti bitinas TpdR transkripcijos reguliatorius.  Sis
aktyvatorius specifiSkai indukuoja pd geny raiska terpéje esant TTMP.

Pritaikius modeling sistemg su reporteriniu EGFP genu, buvo nustatyta



minimali promotoriaus seka bei pdABC operono transkripcijos pradZios
taskas, o atlikus promotoriaus sekos analize, aptiktos 15 bp pasikartojancios ir
7 bp invertuotos sekos, biitinos kad veikty promotorius. tpd4ABC promotorius ir
TpdR transkripcijos aktyvatorius yra pirmoji apraSyta alkilpiraziny skaidymo
reguliacijos sistema.

D¢l pastaruoju metu did¢jancio susidomejimo biokatalize kaip nauju
Svelniu budu sintetinti biologiskai ir farmakologiskai aktyvius junginius, buvo
iStirta, ar TTMP skaidancios R. jostii TMP1 bakterijos galéty biiti naudojamos
alkilpiraziny ir alkilpiridiny biokonversijai. Parodyta, kad R. jostii TMPI
bakterijas indukavus TTMP, jos naudoja arba modifikuoja ne tik kitus
alkilpirazinus, bet ir alkilpiridinus. R. jostii TMP1 yra pirmosios nustatytos
bakterijos, kurioms biidinga tokia kryZminé indukcija. Be to, buvo atskleista,
kad indukuotos R. jostii TMP1 bakterijos galéty biiti tatkomos hidroksipiridiny
sintezei Svelniomis salygomis: pirmg kartg atlikta 2,4,6-trimetilpiridin-3-olio,
pasizyminCio antioksidantinémis, stabdanc¢iomis sené¢jimg ir sauganciomis nuo
iSemijos savybémis, biokataliziné sintezé.

Ginamieji disertacijos teiginiai
1. Rhodococcus jostii TMP1 bakterijy 13 kb ilgio DNR fragmentas
koduoja tetrametilpirazinui skaidyti reikalingus genus.
2. tpdA, tpdB ir tpdC atviri skaitymo rémeliai sudaro tpdABC operona.
3. tpdABC operono raiska reguliuoja TpdR transkripcijos aktyvatorius.
4. Monooksigenazé¢ TpdA kartu su TpdB oksiduoja tetrametilpirazing iki

(£)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamido.

5. Amidazé TpdC hidrolizuoja (£)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamidg iki

N-(3-oksobutan-2-il)acetamido.

6. Nuo NADPH priklausoma aminoalkoholio dehidrogenaz¢ TpdE
redukuoja N-(3-oksobutan-2-il)acetamida.
7. R. jostii TMP1 bakterijos gali biiti taikomos alkilpiraziny ir alkilpiridiny

biokonversijai bei hidroksipiridiny biosintezesi.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pirazinai

Pirazinai yra N-heterocikliniai aromatiniai junginiai, SeSianariame Ziede
turintys du azoto atomus para padétyse. Dauguma jy yra lakiis junginiai,
turintys stipry specifinj kvapg. Pirazinai plaiai paplit¢ gamtoje ir aptinkami
visuose gyvuose organizmuose — bakterijose, grybuose, augaluose ir
gyviinuose (Woolfson ir Rothschild, 1990). Sintetiniai (Kodimuthali et al.,
2009) ir biologinés kilmeés (Besson et al., 1997) pirazinai naudojami maisto
pramong¢je, zemés tikyje ir medicinoje (Rajini et al., 2011; Ferreira ir Kaiser,

2012).

1.1.1. Pirazinai gamtoje

Pirazinai placiai paplit¢ gamtoje ir aptinkami daugelyje organizmuy,
todél tikétina, kad jie atlicka svarbias funkcijas. Siuo metu manoma, kad
pirazinai veikia kaip viduriiS§inés ir tarpriSinés gyviiny signalinés molekulés.
Nustatyta, kad kelioms Odontomachus genties skruzdéliy ruSims alkilpirazinai
(2,5-dimetil-3-izopentilpirazinas ir 2,6-dimetil-3-pentilpirazinas) yra pavojaus
signalo feromonai, taip pat gali biiti naudojami kaip gynybiniai junginiai
(Wheeler ir Blum, 1973). PanaSts pirazino dariniai aptikti ir kity rasiy
bendruomeniniy vabzdziy organizme ir nustatyta, kad jie veikia kaip jvairls
vidurtiSiniai signalai. Tuo tarpu kity vabzdZiy iSskiriami pirazinai veikia kaip
feromonai arba signalai, jspéjantys grobuonis, kad vabzdys nuodingas
(Brophy, 1989; Moore et al., 1990; Woolfson ir Rothschild, 1990). Pavyzdziui,
drugiams meskutéms tas pats junginys yra ir lytinis feromonas, ir repelentas,
atbaidantis pléSriinus. PanaSiai kaip ir vabzdziuose, jiiros organizme Palythoa
tuberculosa aptikti pirazino dariniai, manoma, yra signalas, jspéjantis
plésriinus apie §io gyviino toksiSkumg (Uemura et al., 1979). Pirazinus iSskiria
ir sausumos stuburiniai — jy aptikta kojoty Slapime, triusiy patiny iSmatose ir

bebry analinése liaukose (Woolfson ir Rothschild, 1990).
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Idomu, kad, panaSiai kaip ir vabzdziai, kurie pirazino junginius naudoja
tarpusavio ir tarpriiSiniams signalams, jiiros gyvinai bioliuminescencijai taip
pat naudoja pirazino motyvg turincius junginius. Daugumos liuminescuojanciy
zuvy, duobagyviy ir véziagyviy naudojami liuciferinai yra pirazino dariniai
koelenterazinas ir vargulinas (Shimomura ir Johnson, 1975; Herring et al.,
1990; Kato et al., 20006).

Nedidelés piraziny, suteikian¢iy biidingg kvapa, koncentracijos
nustatytos augaluose ir grybuose. Taip pat pastebéta, kad organizmuose,
turin¢iuose toksiniy junginiy (glikozidy, alkaloidy) ar kity apsauginiy savybiy
(kaip suzeidziantys ar dirginantys spygliai), piraziny koncentracija biina
pastebimai didesné. Todél manoma, kad Siuose augaluose pirazinai atlieka
1sp¢jamaja funkcijag (Woolfson ir Rothschild, 1990). Kai kurie autoriai mano,
kad pirazinai, panaSiai kaip raudona spalva, yra universalus signalas, veikiantis
kaip repelentas ar atraktantas priklausomai nuo aplinkybiy (Moore et al., 1990;
Woolfson ir Rothschild, 1990). Tiek augaly, tiek gyviny sintetinami
apsauginiai toksinai yra labai jvairiis, tarpusavyje skiriasi kilme, struktiira ir
veikimo mechanizmais, tafiau panaSu, kad pirazinai, kurie patys néra nei
toksiSki, nei naudingi, naudojami kaip universalus jspéjamasis signalas.
Hipoteze paremia ir kai kuriy zolédZiy nosies gleivingje aptiktas pirazinus
suriSantis baltymas (Baldaccini et al., 1986), kuris, kaip manoma, galéty
dalyvauti gyviinams i§ kvapo atpazjstant nuodingus augalus (Woolfson ir

Rothschild, 1990).

1.1.2. Pirazinai Zmogaus veikloje

Tiek chemiSkai susintetinti, tiek biologiniai pirazinai naudojami
jvairioje Zzmogaus veikloje. Kadangi pirazino junginiai yra lakis ir daugelis jy
pasizymi stipriu kvapu su itin zema slenkstine koncentracija, jie placiai
naudojami maisto pramon¢je kaip kvapiosios medziagos (Rappert ir Miiller,
2005). Pavyzdziui, vos 1 ppm 2,5-dimetilpirazino vandenyje, yra atpazistamas
kaip bulviy kvapas (Buttery et al., 1971). TipiSka spraginty kukuriizy kvapa

maistui suteikia 2-acetilpirazinas (> 5 ppm). Tetrametilpirazinas, aptinkamas
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fermentuotos sojos produktuose, yra pagrindiné Siy gaminiy kvapo dalis, o jo
slenkstin¢ koncentracija yra apie 10 ppm. Skrudintai kavai aromatg suteikia
joje aptinkami jvairiis metil- ir etilpiraziny junginiai (Maga ir Sizer, 1973). Kiti
jvairiis alkilpirazinai atpazjstami kaip kavos, kepty bulviy bei fermentuoty
kakavos ar sojos produkty kvapai (Besson et al., 1997; Grosch, 2001).

Kita ir tikriausiai svarbesné piraziny taikymo sritis yra farmacija.
Pastaruoju metu susidome¢jimas biologiskai aktyviais pirazinais itin iSaugo,
jvairiis piraziny dariniai buvo pritaikyti jvariose medicinos srityse (Ferreira ir
Kaiser, 2012). Aspergilo rtgstis naudojama kaip baktericidas (MacDonald,
1973), 2-(aliltio)pirazinas — kepenis apsaugantis preparatas (Kim et al., 1997).
Pirazino riigstis, pirazinamidas ir 5-pakeisti pirazinamido esteriai veikia kaip
antibiotikai ir prieStuberkulioziniai preparatai (Zhang et al., 2003; Ngo et al.,
2007). 5-(2-pirazinil)-4-metil-1,2-ditiol-3-tionas (taip pat Zinomas Oltipraz
pavadinimu) yra naudojamas trematody sukeliamai parazitinei ligai —
Sistosomozei — gydyti (Benson, 1993) bei yra potencialus prieSvéZinis
preparatas (Lee ir Surh, 2005). Hidroksilinta pirazino riig§tis naudojama kaip
tarpinis junginys jvairiy medikamenty sintez¢je (Tinschert et al., 2000). Be to,

keletas pirazino junginiy yra patentuoti kaip insekticidai (Wilcox et al., 1970).

1.1.3. Piraziny susidarymas

Gerai 1iStirtas alkilpiraziny susidarymas termiskai apdorojant maistg.
Nustatyta, kad pirazino Ziedas susidaro Maillardo reakcijos ir Streckerio
degradacijos metu kondensuojantis aminoriigStims ir angliavandeniams
(Hwang et al., 1994). DidZiausia piraziny koncentracija gaunama 120-150 °C
temperatiiroje, o piraziny pakaity profilis priklauso nuo reakcijoje
dalyvaujan¢iy aminorigi¢iy (Van Lancker et al., 2012). Sio proceso metu
susidaro didelé kvapy jvairove, suteikianti skirtingiems maisto gaminiams tik
jiems biidinga individualy kvapy rinkinj.

Kitas piraziny susidarymo kelias — jy biosintezé mikroorganizmuose.
Alkilpirazinai fermentacijos metu sintetinami Corynebacterium glutamicum

(Dickschat et al., 2010), Paenibacillus polymyxa (Beck et al., 2003), Bacillus
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natto (Kosuge et al., 1962) ir Bacillus subtilis bakterijos (Besson et al., 1997).
Miksobakterija Chondromyces crocatus iSskiria keletg sudétingos struktiiros
alkilmetoksipiraziny, tokiy kaip 2,5-di(1-metiletil)pirazinas, 2-metoksi-3-(1-
metiletil)-6-(2-metilpropil)pirazinas  ir  2-metoksi-3-(1-metilpropil)-6-(2-
metilpropil)pirazinas (Dickschat et al., 2005). Nors Zinoma daug bakterijy,
sintetinanciy pirazinus, pirazino Ziedo susidaryme dalyvaujantys fermentai
néra Zzinomi. Manoma, kad paprasti alkilpirazinai susidaro vykstant
nefermentinéms reakcijoms, kurioms yra pasitlyta keletas mechanizmy.
Vienas jy — tai aminortig§¢iy kondensacija ir ciklinio dipeptido susidarymas.
Manoma, kad taip biosintetinami 2-metoksi-3-alkilpirazinai (Gallois et al.,
1988; Cheng et al., 1991). Kitas pasiiilytas kelias — per tarpinius aciloinus,
kurie toliau amininami ir kondensuojasi, susidarant pirazinams. Sj kelig
patvirtina tetrametilpirazino sintezés Bacillus natto bakterijose metu
aptinkamas acetoinas (Kosuge et al., 1962). Dickschat et al. (2010) patvirtina,

kad tokiu keliu gali susidaryti ir kiti paprasti alkilpirazinai.

1.1.4. Piraziny bioskaidymo tyrimy svarba

Aromatiniai  N-heterocikliniai  junginiai natliraliose  biologinése
sistemose veikia kaip elektrony neSikliai, nukleotidai, energetinés molekulés,
mikotoksinai, vitaminai ir alkaloidai. Antropogeninés kilmés heterocikliniai
aromatiniai junginiai naudojami kaip pramoniniai tirpikliai, dazai, sprogmenys,
pesticidai ir farmaciniai preparatai. Per pastaruosius 50 mety dél susiripinimo
aplinkosauga aromatiniai junginiai sulauké itin daug démesio, kadangi daugelis
1 aplinkg patekusiy aromatiniy junginiy yra terSalai. Svarbu pazyméti, kad
heterocikliniai junginiai dél didesnio nei kity aromatiniy angliavandeniliy
tirpumo vandenyje gali uZtersti ir gruntinius vandenis (Hale ir Aneiro, 1997).
Kai kurie aromatiniai N-heterocikliniai junginiai yra toksiSki, pasiZymi
mutageninémis ir kancerogeninémis savybémis (Fetzner, 1998). D¢l Siy
priezasCiy intensyviai ieSkoma bakterijy, skaidan¢iy aromatinius junginius, ir
tiriami skaidymo mechanizmai, siekiant tokius mikroorganizmus panaudoti

terSalams utilizuoti. Tod¢l §iuo metu paprasty aromatiniy junginiy skaidymo
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keliai, juose dalyvaujantys fermentai ir juos koduojantys genai yra gana gerai
istirti. Dél Sios priezasties neblogai iStirtas ir piridiny katabolizmas bakterijose.
Piridiny, puriny ir pirimidiny skaidymo keliai tiriami ne tik taikomaisiais, bet ir
fundamentiniais tikslais, kadangi Sie heterociklai dalyvauja kertiniuose
biocheminiuose procesuose.

Tuo tarpu apie piraziny bakterin; skaidymg Zinoma labai mazai.
Toksikologiniai tyrimai rodo, kad pirazinai, ilgg laikg vartojami kaip
kvapiosios maisto medziagos, yra saugiis ir nepavojingi aplinkai (Adams et al.,
2002). D¢l to piraziny bakterinis bioskaidymas nebuvo tyrinéjamas taip placiai,
kaip artimos struktiiros junginiy — piridiny. Nors pirazinai placiai paplite
gamtoje ir yra nemazai Zinoma apie juos sintetinancius organizmus, taciau
gamtin¢je aplinkoje pirazinai aptinkami itin mazais kiekiais, todel jy
metabolizmo tyrimai biologinése sistemose yra sudétingi. Piraziny tyrimus
apsunkina ir tinkamy metody trilkumas (Rajini et al., 2011).

Susidoméjimas pirazinus skaidan¢iomis bakterijomis iSaugo atsiradus
galimybéms jas pritaikyti valant maisto perdirbimo gamykly iSmetamagsias
dujas, kurioms stipry kvapag suteikia jvairls piraziny dariniai (Rappert ir
Miiller, 2005). Tikimasi pirazinus skaidancias bakterijas panaudoti $iy dujy
biovalymo jrenginiuose (Rappert et al., 2006; Rappert et al., 2007).

Pastaruoju metu susidome¢jimas pirazinais ir jy dariniais sparc¢iai auga,
taCiau patogiy metody chemiskai modifikuoti pirazino junginius néra daug.
Ypac¢ sudétinga piraziny stereospecifiné enantiomeriSkai gryny junginiy
sintezé. Tokiems taikymams labai naudingi biokataliziniai metodai, todel
pastaraisiais metais atsigrezta ] piraziny bioskaidymo tyrimus, kuriais biity
galima identifikuoti naujus pirazinus atpazjstancius fermentus. Be to, bakterijy
piraziny skaidymo keliuose potencialiai galéty susidaryti jvairiis azotg turintys
enantiomeriSkai gryni tarpiniai metabolitai. Vis délto dél negausiy dabartiniy
Ziniy apie pirazino junginiy skaidyma, sunku tiksliau prognozuoti tokiuose
procesuose dalyvaujanciy fermenty bei tarpiniy metabolity biisimg naudg ar
reikSme. Iki dabar néra nuosekliai iStirtas nei vieno i§ piraziny metabolizmo

kelias, nenustatytas nei vienas fermentas ir Siuo metu Zinomi vos keli tarpiniai
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Jju metabolitai. Taciau remiantis struktiriSkai panaSiy junginiy — piridiny —
analogija, galima tikétis, kad bioskaidymo tyrimy metu bus aptinkami
fermentai, tinkami chemiSkai komplikuotoms, stereospecifinéms reakcijos

vykdyti ir naujiems biologinés sintezés metodams kurti (Schmid et al., 2001).
1.2. Alkilpiraziny metabolizmas bakterijose

1.2.1. Alkilpiraziny modifikacija mikroorganizmais

Ivairius N-heterociklinius junginius skaidantys mikroorganizmai kelia
didel; susidoméjimg, kadangi jy fermentai gali biiti panaudoti biosintezés
reakcijoms ir gauti junginius, kuriy cheminé sintez¢ yra sudétinga ir brangi.
Tokiems procesams daznai pasitelkiama mikrobiné modifikacija, kurios metu
kity junginiy skaidymo fermentai atpazjsta j tikraji substrata struktiiriSkai
panasius junginius ir katalizuoja jy transformacijag pagal sau biudinga
mechanizmg. Kai kuriais atvejais biokatalizei galima panaudoti net ne
igrynintus fermentus, o padias N-heterociklus skaidandias bakterijas. Sia
galimybe suteikia bakteriniy fermenty, katalizuojanciy pradines skaidymo
reakcijas, platus substratinis specifiSkumas. D¢l Sios prieZasties tokie fermentai
be savo pagrindinio substrato atpaZjsta ir kitus struktiiriSkai panasius junginius,
o susidar¢ pirmos reakcijos produktai yra skaidomi létai arba visai
nebeatpaZjstami tolimesniy metabolinio kelio fermenty, todél kaupiasi
reakcijos terpéje ir gali biiti 1S jos 18skirti kaip biosintezés produktai.

Pirazinus daznai modifikuoja bakterijos, skaidancios piridinus. Paprastai
pradiniai piridiny bioskaidymo kelio fermentai atpaZjsta struktiirinius pirazino
analogus. Kaip pavyzdj galima pateikti hidroksipirazino karboksiriig§ciy
sintez¢, panaudojant piridino ragstis skaidancias bakterijas (1.1 pav.).
Pseudomonas acidovorans DSM 4746 bakterijos, skaidancios nikotino riigstj
(piridin-3-karboksiriigS§tj)  hidroksilina  pirazinkarboksiriig§t;  iki  5-
hidroksipirazin-2-karboksiriigS§ties (Kiener, 1993). 6-metilnikotino rtgstj
skaidanCios Ralstonia/Burkholderia sp. DSM 6920 bakterijos, indukuotos Siuo

junginiu,  oksiduoja  pirazinkarboksiriig§ti  iki  3-hidroksipirazin-2-

15



OH

Y

Ralstonia/Burkholderia N\
sp. DSM 6920 E /j:
N
N Pseudomonas acidovorans  HO N\
E \j\ DSM 4746 \E j\
Ve > 7
N
, , N
Alcaligenes faecalis NN
DSM 6269 |
>  HO N

1.1 pav. Skirtingy hidroksipirazino karboksirtig§¢iy sintez¢ 1§ pirazino
karboksirtigSties, = panaudojant  piridino  karboksirtig§tis  skaidancius
mikroorganizmus. Vir§ rodykliy nurodytos atitinkamg reakcija katalizuojancios
bakterijos.
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karboksirtigsties, o Sios biokonversijos iSeiga siekia 70% (Kiener et al., 1994).
Alcaligenes faecalis DSM 6269 bakterijos, auginamos terpéje su pikolino
rigstimi (piridin-2-karboksiriig§timi), hidroksilina pirazinkarboksirtigsty iki 6-
hidroksipirazin-2-karboksiriigsties (Kiener, 1996).

Biotechnologinei alkilpiraziny modifikacijai naudojamos ir kitus
aromatinius junginius atpaZjstanc¢ios bakterijos. Pseudomonas putida TACC
33015 bakterijos, skaidancios p-ksileng, katalizuoja 2,5-dimetilpirazino ir
2,3,6-trimetilpirazino vienos 1§ metilo grupiy oksidacijg iki karboksiriigSties
(Kiener, 1992) (1.2 pav.). Tokiu biidu biologiniy produkty gamintojas ,,Lonza*
sintetina keleta tony 5-metil-2-karboksipirazino per metus. Sis junginys
naudojamas kaip pradinis junginys lipidy kiekj reguliuojanciy vaisty sintezei
(Schmid et al., 2001).

6-metilnikotino riig§t] vieninteliu anglies ir energijos Saltiniu
panaudojancios Ralstonia/Burkholderia sp. DSM 6920 bakterijos taip pat gali

biti panaudotos jvairiy kity hidroksilinty piridino ir pirazino ragsciy

N\ Pseudomonas putida N\
| /j\ TACC 33015 | /j\
N g N
1.2 pav. 5-Metil-2-karboksipirazino sintez¢ i$ 2,5-dimetilpirazino, panaudojant
p-ksileng skaidancias bakterijas Pseudomonas putida TACC 33015.

COCH
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biosintezei. Indukuotos 6-metilnikotino riigStimi jos regioselektyviai
hidroksilina jvairius piridino rigsciy darinius C-2 padétyje ir strukttrinius
pirazino riigities analogus C-3 padétyje. Sios bakterijos oksiduoja 5-
metilpirazin-2-karboksiriig§tj ir 5-chlorpirazin-2-karboksirtigstj iki 3-hidroksi-
5-metilpirazin-2-karboksiriigSties ir atitinkamai 3-hidroksi-5-chlorpirazin-2-
karboksirtigsties. Tokiy biokonversijy bendra iSeiga siekia 50-84 % (Tinschert
et al., 2000).

1.2.2. Bakterijos, skaidancios alkilpirazinus

Siuo metu néra Zinoma bakterijy, skaidan¢iy mono pakeistus
alkilpirazinus, taciau iSskirti bent du mikroorganizmai, kurie skaido
2,5-dimetilpirazing. Rhodococcus erythropolis DSM 6138 panaudoja §j junginj
kaip vienintel] anglies, azoto ir energijos Saltinj. Nustatyta, kad
2,5-dimetilpirazino metabolizmas vyksta susidarant 2-hidroksi-
3,6-dimetilpirazino tarpiniam metabolitui. Parodyta, kad bakterijos, augintos su
2,5-dimetilpirazinu, gali hidroksilinti kitus alkilpirazinus (Kiener et al., 1993).
R. erythropolis DSM 6138 bakterijomis modifikuojami pirazinai iSvardyti
1.1 lentel¢je.

Kitas 2,5-dimetilpirazing skaidantis mikroorganizmas yra taip pat R.
erythropolis rusiai priklausancios bakterijos DP-45 (Rappert ir Miiller, 2005).
Kaip ir DSM 6138 bakterijy atveju, skaidymo metu susidaro
2-hidroksi-3,6-dimetilpirazinas. Kadangi kity UV sugerian¢iy metabolity
nesusidaro, manoma, kad kitos reakcijos metu yra atidaromas pirazino Ziedas.
Deja, 1§ tolimesniy tarpiniy metabolity buvo nustatytas tik amoniakas (Rappert
et al., 2007). Tiriant 2,5-dimetilpirazino metabolizma parodyta, kad pirmoji
2,5-dimetilpirazino skaidymo stadija yra 2,5-dimetilpirazinu ir 2-hidroksi-
3,6-dimetilpirazinu indukuojamas procecas. Tai nesiskiria nuo kity Zinomy N-
heterocikliniy junginiy metabolizmo ypatybiy, nes dauguma nustatyty
degradacijos keliy yra indukuojami, kai aplinkoje atsiranda skaidomas
junginys (Diaz ir Prieto, 2000). Tolimesnéje 2-hidroksi-3,6-dimetilpirazino

ziedo skaidymo reakcijoje dalyvaujantys fermentai yra sintetinami
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1.1 lentelé. 2,5-dimetilpirazing skaidanciy bakterijyu modifikuojami arba
skaidomi pirazino junginiai. Pabraukti junginiai, kuriuos bakterijos naudojo
kaip vienintel] anglies Saltinj; pajuodinti junginiai buvo naudoti bakterijy

atrankai.

Rhodococcus erythropolis DSM 6138

Rhodococcus erythropolis DP-45

2-metilpirazinas
2-etilpirazinas
2.5-dimetilpirazinas
2,6-dimetilpirazinas
2,3,5-trimetilpirazinas
6-chlor-2,5-dimetilpirazinas
2-chlorpirazinas
pirazin-2-metilchinoksalinas

2-metilpirazinas
2-etilpirazinas
2.3-dimetilpirazinas
2.5-dimetilpirazinas
2.6-dimetilpirazinas
2-etil-5(6)-metilpirazinas
2,3-dietilpirazinas
2.3.5-trimetilpirazinas

2,3-dietil-5-metilpirazinas
pirazinas

konstitutyviai. Tiriant bakterijy galimybes skaidyti kitus pirazinus nustatyta,
kad DP-45, kaip ir anksCiau apraSytas DSM 6138 mikroorganizmas,
indukuotas 2,5-dimetilpirazinu, pasizymi pla¢iu substraty spektru ir gali
skaidyti arba modifikuoti jvairius kitus alkilpirazinus (1.1 lentel¢).

Literatiiroje  apraSytt du mikroorganizmai,

gebantys  skaidyti

alkilpirazinus su trimis pakaitais: Mycobacterium fortuitum DM-8 ir
Mycobacterium sp. DM-11 (Rappert ir Miiller, 2005). Abu jie i$skirti i§ maisto
perdirbimo gamykly atlieky, kaip galintys panaudoti 2,3-dietil-5-metilpirazing
kaip vienintel] anglies ir energijos Saltinj. Be to, parodyta, kad DM-8 gali
panaudoti 2-etil-5(6)-metilpirazing kaip vienintel; anglies Saltinj, o auginant
terpéje su 2,3-dietil-5-metilpirazinu taip pat skaido 2,3,5-trimetilpirazing
(Rappert ir Miiller, 2005).
Nuosekliau buvo tirtos DM-11 bakterijos, kuriose 2,3-dietil-5-
metilpirazino skaidymas prasideda pirazino Ziedo hidroksilinimu laisvoje Ziedo
padétyje, susidarant 5,6-dietil-2-hidroksi-3-metilpirazinui. Kito katabolizmo
etapo metu, atidaromas susidariusio tarpinio junginio pirazino zZiedas (Rappert
et al., 2006). Deja, Sios reakcijos produktas kol kas nenustatytas. Parodyta, kad
ziedo hidroksilinimo ir atidarymo reakcijose dalyvaujanciy fermenty raiska yra
indukuojamas ziedo  oksidavimo

procesas.  2,3-Dietil-5-metilpirazino
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1.2 lentelé. 2,3-dietil-5-metilpirazing skaidanciy bakteriju substratinis
specifiSkumas. Pabraukti junginiai, kuriuos bakterijos naudojo kaip vienintelj
anglies Saltinj; pajuodinti junginiai buvo naudoti bakterijy atrankai.

Mycobacterium fortuitum DM-8 Mycobacterium sp. DM-11
2-etil-5(6)-metilpirazinas 2-metilpirazinas
2.3-dietil-5-metilpirazinas 2-etilpirazinas
2,3,5-trimetilpirazinas 2,3-dimetilpirazinas

2,5-dimetilpirazinas
2,6-dimetilpirazinas
2-etil-5(6)-metilpirazinas
2,3-dietilpirazinas
2.3-dietil-5-metilpirazinas
2.3.5-trimetilpirazinas
2-izobutil-3-metoksipirazinas
acetilpirazinas

reakcijoms reikalingas molekulinis deguonis, o tolimesnése skaidymo stadijose
1 terpg iSsiskiria amonio jonai. Kaip ir kity metilpirazinus skaidanciy bakterijy
atveju DM-11 bakterijos, indukuotos 2,3-dietil-5-metilpirazinu, gali skaidyti
arba modifikuoti ir kitus pirazinus (1.2 lentel¢) (Rappert et al., 2006).

1.2.3. Tetrametilpirazino fenomenas

Visos iki Siol Zinomos alkilpirazinus skaidancios bakterijos, be savo
pagrindinio substrato, gali skaidyti bent kelis kitus alkilpirazinus. Visy minéty
bakterijy atveju alkilpirazino metabolizmas prasideda pirazino Ziedo
hidroksilinimu laisvoje padétyje, todél nenuostabu, kad nei viena i§ Siy
bakterijy negali modifikuoti tetrametilpirazino (TTMP) — alkilpirazino, kurio
visos ziedo anglys turi po pakaitg. Literatiiroje néra apraSyta bakterijy, galin¢iy
skaidyti tokio tipo alkilpirazinus. Muller ir Rappert (2010) piraziny
bioskaidymui skirtoje apzvalgoje paminéjo savo iSskirtas Rhodococcus opacus
bakterijas, galinCias panaudoti TTMP kaip vienintel} anglies ir energijos
Saltinj, taciau jokie TTMP metabolizmo Siose bakterijose tyrimo rezultatai iki

Siol nebuvo publikuoti.
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1.3. N-heterocikliniy junginiy skaidymo fermentai

1.3.1. Aromatinius junginius skaidantys fermentai

Aerobin] aromatiniy junginiy skaidymg bakterijose galima salyginai
suskirstyti 1 dvi pakopas. Pirmiausia oksigenazés katalizuoja aromatinio
junginio oksidacijg, kurios metu jvyksta viena ar kelios hidroksilinimo
reakcijos ir susidaro dihidroksilinti aromatiniai metabolitai (Nam et al., 2001).
Tuomet susidariusius junginius atakuoja zieda skelian¢ios dioksigenazeés.
ljungdamos du deguonies atomus, jos suardo aromatinj Zieda, susidarant
alifatiniams produktams. Sie tarpiniai alifatiniai junginiai skaidomi centriniais
metaboliniais keliais iki glikolizés, pentoziy fosfaty kelio ir Krebso ciklo
metabolity (Fetzner, 1998; Fetzner, 2002; Diaz, 2004).

Daugumos N-heterocikliniy junginiy skaidymas bakterijose vyksta
pagal tas pacias taisykles ir pradedamas hidroksilinant aromatinj Zieda laisvoje
aromatinio Ziedo pozicijoje (Fetzner, 1998). Siuo metu Zinomos vos kelios
1Simtys, kai aerobinis skaidymas pradedamas redukcijos reakcija (Kaiser et al.,
1996; Rajini et al.,, 2010). Aromatinio ziedo hidroksilinimo reakcijas
katalizuoja keletas kataboliniy fermenty tipy. Molibdeng turinCios
dehidrogenazés katalizuoja nukleofilinio pakeitimo reakcija, kurios metu
vandens molekulés deguonis jungiasi prie dalinai teigiamai jkrauty N-
heterociklinio junginio Ziedo padéciy (Fetzner, 2000). Tuo tarpu elektrofilinio
hidroksilinimo reakcijas katalizuoja monooksigenazés ir dioksigenazés,
naudojanc¢ios molekulinj deguonj kaip substrata (Ferraro et al., 2005; van

Berkel et al., 2006).
1.3.2. Aromatinj Ziedg hidroksilinantys fermentai

1.3.2.1. Molibdeninés dehidrogenazés

Pradiniame N-heterocikliniy junginiy skaidymo etape daznai dalyvauja
molibdeninés dehidrogenazés. Zinoma, kad tokio tipo fermentai hidroksilina
chinalding, chinoling, izochinoling, nikoting, nikotino rtigstj, pikolino riigstj ir

ksanting ] aromatinio Ziedo orto padét] azoto atzvilgiu (Kaiser et al., 1996).
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Molibdeninés dehidrogenazés pagal savo veikimo mechanizmg yra
hidroksilazés: i§ vandens molekulés i substratg jjungiamas deguonies atomas ir
reakcijos metu susidaro redukuojantys ekvivalentai. Daugelyje molibdeniniy
dehidrogenaziy vidin¢ elektrony pernaSos grandiné, kuria keliauja elektronas
nuo redukuojancio substrato (heterociklo) ant oksidatoriaus (elektrony
akceptoriaus), susideda 1§ molibdeno jono, koordinuojamo organiniu
kofaktoriumi, dviejy [2Fe-2S] centry ir FAD kofaktoriaus (Kaiser et al., 1996).
Tiesa, yra Zinoma ir FAD neturin¢iy molibdeniniy dehidrogenaziy (Canne et
al., 1999). Ksantino dehidrogenazés galutinis elektrony akceptorius yra NAD",
o ksantino oksidaze ir chinaldino oksidazé redukuoja molekulinj deguon; iki
vandenilio peroksido (Hund et al., 1990; Stephan et al., 1996). Deja, daugelis
bakteriniy N-heterocikliniy junginiy skaidyme dalyvaujanc¢iy molibdeniniy
dehidrogenaziy nei NAD", nei O, panaudoti negali ir jy fiziologinis galutinis
elektrony akceptorius néra zinomas (Fetzner, 2000). Sio tipo monooksigenaziy
aktyviajame centre esantis molibdenas yra koordinuotas pterino kofaktoriaus.
Molibdeno ir organinio kofaktoriaus komplekso (molibdopterino, 1.3 pav.)
struktiira buvo nustatyta rentgeno struktirine analize tiriant kofaktoriy,
ekstrahuotg 1§ Desulfovibrio gigas aldehido oksidoreduktazés (Romao et al.,
1995) ir karvés pieno ksantino oksidazés (Okamoto et al.,, 2004). Siame
komplekse molibdeng koordinuoja du sieros atomai i§ pterino, o kitos pozicijos
yra uzimtos okso (Mo=O0), sulfido (Mo=S) ir vandens (Mo-OH,) arba
hidroksido (Mo-OH) ligandy. N-heterocikliniy junginiy skaidyme
dalyvaujanciy bakteriniy dehidrogenaziy kofaktorius yra molibdopterino
citozino dinukleotidas (Sachelaru et al.,, 2006). Buvo pasitlyta keletas

molibdeniniy dehidrogenaziy katalizuojamo hidroksilinimo mechanizmy

V9
|O H S’M\‘;\OH(H)
HN N N
HoN N N (6) IPI R
H 0
1.3 pav. Molibdopterino struktira — kofaktorius, esantis molibdeniniy

hidroksilaziy aktyviajame centre. R = citidino monofosfatas.
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(Hille, 1996; Lowe et al., 1997; Canne et al., 1999; Okamoto et al., 2004),
taCiau naujausi tyrimai rodo, kad hidroksilinant substratg tiesiogiai dalyvauja
Mo koordinuojamas H,O arba OH ligandas. Svarbi yra ir Mo=S sulfido grupe,
kuri reakcijos metu prisijungia protona, ir fermento aktyviajame centre esanti
glutamo riigsties liekana (Okamoto et al., 2004). Molibdeninés dehidrogenazes
pasizymi labai skirtingu atrankumu substratams. PavyzdZiui, chinaldino
oksidaz¢ i§ Arthrobacter ilicis Ru6la pasizymi itin didele hidroksilinamy
substraty jvairove, o izochinolino 1-oksidoreduktazé¢ i§ Brevundimonas
diminuta 7 savo substratui yra atrankesn¢ (Lehmann et al., 1994; Stephan et al.,
1996). Siuo metu manoma, kad atrankumas yra susijes su fermento struktiira,
lemiancia erdvinius substrato patekimo j aktyvyji centrg apribojimus (Fetzner,
2000).

Baktering nuo molibdeno priklausomg dehidrogenaze koduojantys genai
pirma kartg nustatyti Arthrobacter nicotinovorans bakterijose, kurios skaido
alkaloida nikoting (Grether-Beck et al., 1994). Prading nikotino skaidymo
reakcijg katalizuojancios nikotino dehidrogenazés genai yra 165 kb pAO1
megaplazmidéje.  Nikotino  dehidrogenazé yra tipiSka molibdeniné
dehidrogenaze, kaip kofaktorius turinti molibdopterino dinukleotida, FAD ir du
Fe-S centrus. Ji katalizuoja nikotino hidroksilinimg piridino ziedo C-6
pozicijoje, susidarant 6-hidroksinikotinui (Freudenberg et al., 1988). Tai
heteroheksamerinis baltymas, sudarytas i§ didziojo 82 kDa, vidutinio 30 kDa ir
mazojo 15 kDa subvieneto. Mazasis subvienetas, koduojamas ndhS geno, turi
Fe-S centra. Vidutinis subvienetas yra FAD suriSantis baltymas, koduojamas
ndhM geno. Didysis subvienetas su molibdopterino kofaktoriumi yra
katalizinis. Seky palyginimas rodo, kad $is ndhL geno koduojamas subvienetas
panaSus ] eukariotinés ksantiny dehidrogenazés molibdoptering suriSantj

domeng (Grether-Beck et al., 1994).

1.3.2.2. Aromatiniy junginiy dioksigenazés

Aromatinius ziedus hidroksilinantys fermentai, oksidacijai naudojantys

molekulinj deguonj, pagal i substratg jjungiamy deguonies atomy skaiciy yra
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skirstomi ] monooksigenazes ir dioksigenazes. Dioksigenazés katalizuoja
abiejy molekulinio deguonies atomy jjungima j substratg susidarant cis-dioliui.
Sios oksigenazés substrato oksidacijos metu oksiduoja NAD(P)H (Ferraro et
al., 2005).

Nuo oksidacijos, katalizuojamos Ziedg hidroksilinanciy dioksigenaziy,
daZniausiai prasideda aerobinis aromatiniy angliavandeniliy skaidymas
bakterijose (Kweon et al., 2008; Peng et al., 2010). Bakterinés dioksigenazés
aktyviajame centre turi nehemin¢ gelezj ir yra vadinamos Rieske tipo
neheminémis ziedg hidroksilinanciomis dioksigenazémis (Kweon et al., 2008).
Tai daugiakomponentiniai fermentai, sudaryti 1§ oksigenazés ir elektrony
perneSimo grandinés. Oksigenazés komponentas yra homo (o,) arba hetero
(a,Bn) oligomeras, kuriame o subvienetas (dar vadinamas didZiuoju
oksigenazes subvienetu) turi du konservatyvius regionus — Rieske [2Fe-2S]
centrg ir neheminés gelezies Fe centrg. Oksigenazés o subvienetas yra
katalizinis komponentas, kuriame vyksta O, molekulés aktyvavimas ir
organinio substrato oksidacija. Elektrony perneSimo grandinés komponentas,
dalyvaujantis NAD(P)H oksidacijoje ir redukuojanciy ekvivalenty perdavime
oksigenazei, susideda i§ flavino reduktazés arba flavino reduktazés ir
feredoksino. Elektrony pernaSos grandinés komponentus koduojantys genai
genome daznai iSsidést¢ atskirai nuo oksigenazés komponenty geny, be to
pastebéta, kad kelios oksigenazés gali naudoti tuos pacius elektrony pernaSos
grandinés fermentus (Kweon et al., 2008; Peng et al., 2010).

Siuo metu Zinomos jvairius aromatinius junginius hidroksilinandios
dioksigenazés pagal oksigenazés o subvieneto homologija ir elektrony
pernasos grandinés sudét] yra suskirstytos ] penkias grupes. Nepaisant ryskiy
struktiriniy skirtumy, visos dioksigenazés katalizuoja tokig pacia reakcijg —
naudodamos NAD(P)H j aromatinj ziedg jjungia O, molekule, susidarant cis-
hidroksilintam produktui (Kweon et al., 2008). TipiSkas dioksigenaziy
pavyzdys yra Pseudomonas sp. NCIB 9816-4 bakterijy naftaleno 1,2-
dioksigenaze (NDO), katalizuojanti naftaleno oksidacijg iki (1R,2S5)-dihidroksi-

1,2-dihidronaftaleno. Struktiiriniais fermento tyrimais nustatyta, kad S$i
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oksigenazé yra osf; struktiiros heksameras. Fermento aktyviajame centre Fe
jong koordinuoja dvi histidino ir viena asparto aminoriigiciy liekanos.
Atstumas tarp aktyviojo centro Fe ir [2Fe-2S] centro tame paciame o
subvienete yra 43,5 A, tuo tarpu atstumas iki gretimo o subvieneto [2Fe-2S]
centro heksamere yra 12 A, todél manoma, kad elektronai aktyviojo centro Fe
jonui yra perduodami ne i$ to paties, bet 1§ gretimo subvieneto [2Fe-2S] centro
(Kauppi et al., 1998). D¢l Sios priezasties ketvirtine heksameriné oksigenazes
struktiira yra biitina fermentui veikti. Aktyviojo centro Fe jonas reakcijos metu
koordinuoja O, molekule per abu deguonies atomus ir jg orientuoja paraleliai
substrato molekulei, tod¢l reakcijos metu susidaro cis-hidroksilintas produktas
(Karlsson et al., 2003).

Nors Zzieda hidroksilinancios dioksigenazés dazniausiai dalyvauja
aromatiniy angliavandeniliy skaidymo reakcijose, taciau yra parodyta, kad jos
gali hidroksilinti ir N-heterociklinius junginius. Pavyzdziui, jvairius indolo
junginius gali hidroksilinti anks¢iau aprasyta NDO bei tolueno dioksigenaze,

oksiduojanti tolueng iki cis-toluen-2,3-dihidrodiolio (Kim et al., 2003).

1.3.2.3. Aromatiniy junginiy monooksigenazés

Monooksigenazés | substrato molekule jjungia tik vieng molekulinio
deguonies atomg, o antrasis deguonies atomas yra redukuojamas iki vandens
(Harayama et al., 1992). Sie fermentai savo tiesioginio substrato oksidacijos
metu oksiduoja ir antrgj; substratg — NAD(P)H, redukuota flaving, 2-
oksoglutarata, redukuota ptering arba redukuota Fe-S baltymg. Pagal
aktyviajame centre esancius kofaktorius, monooksigenazés skirstomos |
keturias pagrindines klases: flavinus naudojanc¢ias monooksigenazes,
citochromo P450 monooksigenazes, neheminés geleZies monooksigenazes ir
var] turin¢ias monooksigenazes (van Berkel et al., 2006).

Neheminés ir varj turin¢ios monooksigenazés paprastai nustatomos
eukariotuose, tode¢l Sioje apzvalgoje jos nebus detaliai aptariamos. Tipinis
neheminés monoksigenazes pavyzdys yra Zzmogaus fenilalanino hidroksilaze.

Tai Fe(Il) aktyviame centre turintis ir ptering kaip kofaktoriy naudojantis
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fermentas, katalizuojantis fenilalanino oksidacijg iki tirozino (Andersen et al.,
2002). Varj turin¢ioms monooksigenazéms priskiriamos lakazés, turinCios
daugiaatom;j vario aktyvyjj centrg (Virk et al., 2012). Lakazés buvo aptiktos
augaluose, placiai paplitusios grybuose, Zinoma keletas bakteriniy lakaziy,

katalizuojanciy jvairiy fenoliy oksidacijg (Virk et al., 2012).

1.3.2.4. Flavinus naudojancios monooksigenazés

Tiesioginé reakcija tarp O, molekulés ir organinio junginio C atomo yra
negalima, tafiau fermentai O, molekul¢ aktyvuoja ir panaudoja organiniam
junginiui oksiduoti. Tokiam aktyvavimui fermentuose daZznai naudojami
aktyviajame centre esantys pereinamieji metalai, kurie gali biiti laisvi arba
jungti ] organinio kofaktoriaus molekul¢ (pvz., hema citochromo P450
monooksigenazese). Tuo tarpu flavinus naudojandios monooksigenazés
oksidacijai panaudoja visiSkai organinj kofaktoriy — FMN arba FAD.
Redukuotas flavino kofaktorius reaguoja su O, molekule ir susidaro C(4a)-
hidroperoksiflavinas, kuris oksiduoja substrata, jjungdamas ] ji vieng
molekulinio deguonies atoma, o antrgjj redukuodamas iki vandens. Flavino
redukavimui dauguma monooksigenaziy, vadinamy iSorinémis, naudoja
NAD(P)H. Kita vertus, vidinés monooksigenazés, tokios kaip laktato
monooksigenaze, flaving redukuoja paciu oksiduojamu substratu, taciau Sio
tipo fermentai yra itin reti (Sutton, 1957).

Flavininés monooksigenazés, oksiduojancios labai jvairius substratus,
katalizuoja keleta tipy oksidacijos reakcijy: be hidroksilinimo taip pat vykdo
epoksidy susidarymo, Baeyer—Villiger oksidacijos, halogeninimo, organinés
sieros, seleno, azoto ir boro oksidacijos reakcijas. Pagal aminortig§ciy sekas ir
tretines baltymo struktiiras flavino monooksigenazés suskirstytos 1 SeSias
klases (A—F). Nustatyta, kad kiekvienai klasei priklausantys fermentai
katalizuoja jiems specifinius reakcijy tipus, tad katalizuojamos reakcijos tipas
bent jau 1§ dalies priklauso nuo baltymo tretinés struktiiros. Aromatiniy
junginiy skaidyme dalyvauja A ir D klasiy flavino monooksigenazés (van

Berkel et al., 2006; Crozier-Reabe ir Moran, 2012).
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A klasés monooksigenazes koduoja vienas genas. Tai nuo NAD(P)H
priklausomos monooksigenazés, kuriy aktyviame centre yra tvirtai suriStas
FAD kofaktorius. Tretin¢je strukturoje iSskiriamas vienas dinukleotidus
suri$antis domenas (Rossmann fold), prijungiantis FAD. Sios klasé¢s flaviny
monooksigenazés dalyvauja amino arba hidroksi pakaitus turin¢iy aromatiniy
junginiy skaidyme, katalizuodamos hidroksigrupés jjungima orto arba para
padétyje esamo pakaito atzvilgiu (Moonen et al., 2002). Sie fermentai pasizymi
siauru substratiniu specifiSkumu. Tipiniai Sios klasés fermentai yra 4-
hidroksibenzoato-3-monooksigenaze 1§ Pseudomonas bakterijy (Entsch ir van
Berkel, 1995; Entsch et al., 2005) ir fenolio-2-monooksigenaze¢ 1§ mieliy
Trichosporon cutaneum (Neujahr ir Gaal, 1973). 4-Hidroksibenzoato-3-
monooksigenazés ir fenolio-2-monooksigenazés tretinése struktiirose yra
aptikti du motyvai, kurie suriSa FAD kofaktoriy (Schreuder et al., 1989; Enroth
et al., 1998), ir motyvas, prisijungiantis NADPH (Wang et al., 2002).

Fenolio monooksigenazés dalyvauja tolueno, ksileno, naftaleno ir kity
junginiy bioskaidyme bei hidroksilina fenolj susidarant katecholiui (Shingler et
al., 1992; Merimaa et al., 2006). Keletas A klasés monooksigenaziy dalyvauja
ir N-heterocikliniy junginiy oksidacijoje. Pavyzdziui, 2,6-dihidroksipiridino-3-
hidroksilazé 1§ Arthrobacter nicotinovorans bakterijy katalizuoja 2,6-
dihidroksipiridino hidroksilinimg ir yra vienas 1§ alkaloido nikotino
biodegradacijos fermenty (Brandsch, 2006). A klasei taip pat priskiriamos 2-
metil-3-hidroksipiridin-5-karboksirtigSties  oksigenazé¢ ~(MHPCO) 1ir 5-
piridinoksortigsties oksigenaze (SPAQO), dalyvaujancios bakteriniame vitamino
B¢ skaidyme. Nors nustatyta, kad Sie fermentai priklauso flavino
monooksigenaziy A klasei (Chaiyen, 2010), dé¢l unikalios jy katalizuojamos
reakcijos Sioje apzvalgoje jie detaliau apraSyti 1.3.3.3. skyriuje.

B klasés monooksigenazés taip pat yra koduojamos vieno geno, turi
tvirtai surista FAD kofaktoriy ir yra priklausomos nuo NADPH. Siy fermenty
struktiiroje aptinkami du Rossmann fold domenai, vienas FAD suriSantis ir
vienas NADPH domenas. Sios klasés fermentai katalizuoja Baeyer—Villiger

oksidacijos reakcijas ir azoto oksidacija.
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C klasés monooksigenazés sudarytos 1§ vieno arba dviejy oksigenazes ir
vieno reduktazés komponenty, koduojamy atskiry geny. Fermento oksigenazés
komponento tretiné struktiira sudaro TIM-statinaite. Oksigenazé reakcijos metu
naudoja redukuota FMN, pateikiamg reduktazés, kuri FMN redukcijai gali
panaudoti NADH ir/arba NADPH. DidZiausig C klasés monooksigenaziy
grupe sudaro bakterinés liuciferazés, kurios oksiduoja ilgy grandiny alifatinius
aldehidus, reakcijos metu iSskirdamos Sviesg. Liuciferazés i§ Vibrio harveyi
tretin¢ struktlira parod¢, kad abu oksigenazés subvienetai sudaro TIM-
statinaités strukturas (Baldwin et al., 1995), taciau tik viename i§ jy yra
aktyvusis fermento centras. Siai monooksigenaziy klasei taip pat priklauso
Pseudomonas putida ATCC 17453 monooksigenazés, katalizuojancios
Baeyer—Villiger oksidacijos reakcija, kurios metu skaidomas terpenoidas
kamparas (Taylor ir Trudgill, 1986), bei EDTA skaidyme dalyvaujanti
nitrilotriacetato monooksigenaze (Xu et al., 1997).

D klasei priskiriamos monooksigenazes, sudarytos 1§ vieno oksidazés ir
vieno reduktazés komponenty, kuriuos koduoja atskiri genai. Oksidazé kaip
kofaktoriy naudoja redukuota FAD, kurj pateikia reduktazé. FAD redukcijai
reduktazé gali panaudoti NADH ir / arba NADPH. Zinomos tik hidroksilinimo
reakcijas katalizuojancios Siai klasei priklausan¢ios monooksigenazes. Jos gali
hidroksilinti jvairius aromatinius junginius, tokius kaip 4-hidroksifenilacetatas,
fenolis, 4-nitrofenolis ir 2,4,5-trichlorfenolis (van Berkel et al., 2006).

Gerai 1iStirtas D klasés fermentas yra 4-hidroksifenilacetato (4HPA) 3-
monooksigenaze, dalyvaujanti pradiniame 4HPA skaidymo etape daugelyje
bakterijy, tokiy kaip E. coli W (Galan et al., 2000), Acinetobacter baumanii
(Chaiyen et al., 2001), Thermus thermophilus, Pseudomonas putida ar
Klebsiella pneumoniae (Kim et al., 2007). Fermentas, sudarytas i§ oksidazés
(HpaB) ir reduktazés (HpaC), katalizuoja 4HPA hidroksilinima, susidarant 3,4-
dihidroksifenilacetatui. Buvo nustatyta i§ Thermus thermophilus i$skirto HpaB
trijy biiseny tretiné struktura: be substraty, komplekse su FAD bei komplekse
su FAD ir 4HPA. Nustatyta, kad prisijjungus FAD, keiciasi baltymo

konformacija substratg suriSanc¢iame domene. Prijungus 4HPA, konformacija

27



keicCiasi toliau ir yra uzdengiamas aktyvusis centras. Manoma, kad susidarant
C(4a)-hidroperoksiflavinui ir ji stabilizuojant dalyvauja Salia hipotetinio

deguon;j suriSancio centro esanti arginino liekana (Kim et al., 2007).

1.3.2.5. Citochromo P450 monooksigenazés

Citochromo P450 tipo fermentai — tai aktyviame centre hemga turincios
monooksigenazes, kurios naudodamos NAD(P)H katalizuoja labai jvairiy
substraty  hidroksilinimo  reakcijas. = Bakterinés  citochromo  P450
monooksigenazeés dazniausiai yra sudarytos i§ trijy komponenty: P450
monooksigenazes, feredoksino ir FAD turinios reduktazés (Roberts et al.,
2002). FAD turinti reduktazé oksiduoja NAD(P)H ir perduoda elektronus per
feredoksing P450 monooksigenazés aktyviajame centre esan¢iam hemui.
Redukuotas hemas aktyvuoja molekulinj deguonj ir vieng jo atomg jjungia i
substrata, o kita redukuoja iki vandens (Degtyarenko, 1995). Zinduoliy
citochromai P450 gali hidroksilinti jvairius aromatinius junginius (Danielson,
2002), o dauguma bakteriniy P450 monooksigenaziy dalyvauja antriniy
metabolity, pavyzdZiui, antibiotiky, sintez¢je (Shafiee ir Hutchinson, 1988;
Boddupalli et al., 1990). Kol kas néra zinoma P450 monooksigenaziy,
hidroksilinan¢iy aromatinius N-heterociklinius junginius.

Vis délto kai kurie autoriai mano, kad P450 monooksigenazés galéty
dalyvauti alkilpiraziny skaidyme (Rappert et al., 2006; Rappert et al., 2007,
Miiller ir Rappert, 2010). Taip pat Siuo metu yra Zinomos 1§ Mycobacterium
spp. i8skirtos P450 monooksigenazés, dalyvaujancios skaidant nearomatinius
heterociklinius junginius, tokius kaip morfolinas, tiomorfolinas, piperidinas ir
pirolinas (Combourieu et al., 1998; Poupin et al., 1998; Sielaff et al., 2001).

Mycobacterium sp. HES gali panaudoti morfoling kaip vienintel; anglies,

azoto ir energijos Saltin] (Sielaff et al., 2001). Nustatyta, kad bakterijoms

0
[j NAD(PH. O, [j\
Pas0_Fd_ N NoH
1.4 pav. Citochromo P450 monooksigenazés katalizuojama morfolino

hidroksilinimo reakcija (Poupin et al., 1998; Sielaff et al., 2001).
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naudojant morfoling, indukuojama citochromo P450,,, ir feredoksino Fd,,,,
sintez¢. Pradiniame morfolino skaidymo etape citochromo P450 monooksigené
hidroksilina jj iki 2-hidroksimorfolino (1.4 pav.) (Poupin et al., 1998; Poupin et
al., 1999; Sielaff et al., 2001).

Mycobacterium smegmatis mc*155 bakterijos gali skaidyti piperiding ir
piroliding. Nustatyta, kad Siy heterocikly skaidyme dalyvauja pip4 geno

koduojama citochromo P450 monooksigenazé (Poupin et al., 1999).
1.3.3. Aromatinj Ziedg skeliantys fermentai

1.3.3.1. Katecholiy dioksigenazés

Pradinése aromatiniy junginiy skaidymo reakcijose, veikiant

molibdeninéms dehidrogenazéms, monooksigenazéms ar zieda
hidroksilinan¢ioms dioksigenazéms susidaro di- ar trihidroksilinti metabolitai,
kuriuos toliau atpazjsta aromatinj zieda atidarantys fermentai.
Gerai iStirtos aromatinj zieda atidarancios dioksigenazes, kurios dalyvauja
benzeno, stireno ir kity aromatiniy junginiy bioskaidyme. Dauguma aromatiniy
angliavandeniliy, nepaisant jy skirtingos strukiiros, yra skaidomi susidarant
vienam 1§ trijy dihidroksilinty tarpiniy metabolity — katecholio (1,2-
dihidroksibenzenas), protokatechuato (3,4-dihidroksibenzoatas) arba gentizato
(2,5-dihidroksibenzoatas). Siuos junginius atpazjsta zieda atidarandios
dioksigenazes, dalyvaujancios paskutiniame aromatiniy junginiy skaidymo
etape. Jos katalizuoja oksidacinj dvigubo rySio skélimg dihidroksilintame
aromatiniame junginyje, jjungdamos abu deguonies atomus i§ O, molekulés.
Atsizvelgiant | tai, kurj ry$) hidroksigrupiy atzvilgiu skelia, Sios dioksigenazés
skirstomos ] intradioliy ir ekstradioliy dioksigenazes (1.5 pav.).

Intradiolinés  dioksigenazés, kurioms priklauso katecholio 1,2-
dioksigenaze, ziedg skelia tarp dviejy Salia esanciy hidroksigrupiy, susidarant
bespalviams cis,cis-mukono riigSties dariniams (Hirano et al., 2007).
Ekstradiolinés dioksigenazes, kurioms priklauso katecholio 2,3-dioksigenazé,
ziedg skelia Salia hidroksigrupiy, susidarant geltonos spalvos hidroksimukono

pusiau aldehidams (Hirano et al., 2007).
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Ekstradioliy,
dioksigenazés

¥
OH .
L~ oo es
MO oon  katecholio 2,3- OH  katecholio 1,2-
M dioksigenazé @i dioksigenazeé @zgg:
OH OH
1.5 pav. Ekstradioliy ir intradioliy dioksigenaziy katalizuojamos reakcijos.
Ekstradiolinés dioksigenazeés (pvz., katecholio 2,3-dioksigenaze) skelia zieda
Salia vienos 1§ hidroksigupiy, o intradiolinés dioksigenazés (pvz., katecholio
1,2-dioksigenaze) skelia Ziedg tarp hidroksigrupiy.

Tiek intradiolinés, tiek ekstradiolinés dioksigenazés yra neheminés Fe
oksigenazeés, taCiau jy aktyvieji centrai yra skirtingi. Intradioliy dioksigenaziy
aktyviajame centre Fe(IIl) jong kompleksuoja dvi histidino ir dvi tirozino
aminorugsciy liekanos, tuo tarpu ekstradioliy dioksigenazése metalo jong
kompleksuoja du histidinai ir viena asparto arba glutamo rtigsties lickana. Be
to, ekstradioliy dioksigenazése kartais aptinkamas ne Fe(II), o Mn jonas.
Skiriasi ir Siy tipy dioksigenaziy aktyviajame centre vykstantys oksidacijos
iniciacijos mechanizmai. Intradioliy dioksigenazése prie aktyviojo centro
Fe(II) jungiasi substratas, kuris yra aktyvuojamas ir elektrofiliSkai atakuoja O,
molekule. Ekstradioliy dioksigenazése, prisijungus organiniam substratui, Fe
jonas prisijjungia O, molekule, susidarant superoksido tarpininkui, kuris
nukleofiliSkai atakuoja katecholj (Costas et al.; Vaillancourt et al., 2006).

Katecholiy  dioksigenazés, dalyvaujanCios organiniy  junginiy
bakteriniame skaidyme, yra detaliai iStirtos — Zinomi jas koduojantys genai,
nustatytos tretinés baltymy struktiiros, iSanalizuoti veikimo mechanizmai. Tuo
tarpu N-heterocikliniy junginiy Ziedg atidaranCios dioksigenazeés iStirtos
menkai. Daugelio piridino junginiy skaidymo metu susidaro 2,5-
dihidroksipiridinas, kuris toliau skaidomas 2,5-dihidroksipiridino 5,6-
dioksigenazes iki N-formilmaleamo riigSties. 2,5-Dihidroksipiridinas kaip
tarpinis metabolitas N-heterocikliniy junginiy metabolizme yra gana daZnas.

Jis susidaro bakterijoms skaidant 2-hidroksipiriding, 2-karboksipiriding, 3-
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karboksipiriding, nikoting, piridin-2-karboksamidg ar 5-hidroksipikolino ruigstj
(Kaiser et al., 1996; Fetzner, 1998; Karvelis et al.,, 2013) ir beveik visais
atvejais tolesnj jo skaidymag vykdo 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaze.
2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazé i§ Pseudomonas putida N9 yra
heksamerinis 240 kDa baltymas (sudarytas i§ 39 kDa monomery), kuris
kiekvienam monomerui turi po Fe atomg (Gauthier ir Rittenberg, 1971a, b).
Nors $is fermentas buvo nustatytas gana seniai (Behrman ir Stanier, 1957) ir
yra detaliai apraSytas, ilgai nebuvo duomeny apie ji koduojant] geng. 2008 m.
2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés genas nicX nustatytas nikotino rugstj
(piridin-3-karboksiriigS§ti)  skaidanCiose = Pseudomonas putida KT2440
bakterijose (Jiménez et al., 2008). Nustatyta, kad NicX neturi sekos panaSumy
su Zinomomis katecholiy dioksigenazémis ir atstovauja visiSkai naujai
dioksigenaziy klasei. NicX aminoriig§¢iy seka yra homologiska
metalopeptidazéms, priklausan¢ioms MQ Seimai. Pagal homologus sudarytas
tretinés struktiros modelis atskleidé¢, kad C-galiniame domene yra potencialus
Fe(Il) suriSimo centras sudarytas i§ His265, His318, ir Asp320 aminoriagsciy
lieckany. Toks Fe(Il) suriSantis motyvas yra budingas ekstradioliy Zzieda
skelian¢ioms dioksigenazéms. D¢l savo struktiiros 2,5-dihidroksipiridinas gali
turéti kelias tautometines formas, o biidamas keto-enolinéje formoje yra
panaSus ] natiiraly peptidaziy substratg (Jiménez et al., 2008). Neseniai NicX
baltyma pavyko iSkristalinti (Jiménez et al., 2010), todél tikétina, kad
artimiausiu metu 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés katalizuojamos

reakcijos mechanizmas bus iSnagrinétas dar detaliau.

1.3.3.2. Kofaktoriaus neturincios dioksigenazés, iSskiriancios CO

Anglies monoksidg iSskirianCios 2,4-dioksigenazés, skirtingai nei
katecholiy dioksigenazés, kurios deguonies aktyvavimui ir substrato
oksidacijai naudoja Fe jong, neturi nei metalo jony, nei organiniy kofaktoriy.
Taciau jos taip pat katalizuoja heterociklinio Ziedo skaidymg, ] substrata
jjungdamos abu molekulinio deguonies atomus. Ziedas atidaromas jjungiant

deguonies molekulg ;1 C-2 ir C-4 padétis, taip suskaidant du C-C rySius ir
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i$siskiriant anglies monoksidui (Bauer et al., 1994; Bauer et al., 1996). Siuo
metu yra zinomi du $ios fermenty klasés baltymai.

Arthrobacter nitroguajacolicus Rii6la bakterijose 2-metilchinolino
(chinaldino)  metabolinio  kelio  1H-3-hidroksi-4-oksochinaldino  2,4-
dioksigenaze¢ (Hod) oksiduoja 2-metil-3-hidroksi-4(1H)-chinolong, iSsiskiriant
CO ir susidarant N-acetilantranilatui (Hund et al., 1990; Bauer et al., 1994).

IS 4(1H)-chinolong skaidanc¢iy Pseudomonas putida 33/1 bakterijy
1$skirta 2,4-dioksigenazeé Qdo (Bott et al., 1990) yra homologiska Hod (37 %
identisky aminortgsciy (Max et al., 1999)) ir katalizuoja 3-hidroksi-4(1H)-
chinolono skaidymg iki CO ir N-formilantranilato. Hod (32 kDa) ir Qdo
(30 kDa) yra monomeriniai baltymai, nepanasSiis ] jokias kitas Zinomas
oksigenazes, ir priklauso o/f hidrolaziy superSeimai (Fischer ir Fetzner, 2000).
Sie baltymai struktiiriskai yra labai panasis, jy struktiiroje i§skiriami $erdies ir
kepurés domenai. Hod Ser101, His251 ir Aspl126 bei Qdo Ser95, His244 ir
Asp120 aminorigsiy liekanos, i8sidésCiusios tarp Serdies ir kepurés domeny,
sudaro aktyviojo centro nukleofilo/histidino/rigSties katalizine triada, budinga
o/B hidrolazéms (Steiner et al., 2010). Skirtingai nei lipazéms ar serino
proteazéms, Hod ir Qdo serino liekana néra absoliuciai biitina fermento
veikimui ir manoma, kad ji dalyvauja suriSant substrata arba stabilizuojant
tarpinius reakcijos produktus (Steiner et al., 2010).

Strukttriniai ir kinetiniai duomenys rodo, kad 2.,4-dioksigenazése
vyksta ne nukleofiliné serino ataka, o bazés inicijuojama katalizé. Pasitlytas
mechanizmas, pagal kurj His ir Asp liekanos prisijungia substrato protona, taip
susidarant substrato anijonui. Tuomet laisvas substrato elektronas tiesiogiai
perduodamas deguonies molekulei ir susidaro [3,4-dioksi-2-metilchinolino
radikalo—superoksido anijono] radikaly pora, kuri persigrupuoja susidarant C2-
(arba C4-) peroksido anijonui. Po vidumolekulinés atakos susidaro
endoperoksidas, kuris toliau skyla j galutinius produktus (Fetzner ir Steiner,
2010). PrieSingai nei Fe ar flavinus aktyviajame centre turintys fermentai,
oksidacijos reakcijos metu aktyvuojantys molekulini deguonj, 2,4-

dioksigenazes katalizuodamos ziedo skélimo reakcijg aktyvuoja savo substratg.
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1.3.3.3. Ziedq skeliancios monooksigenazés
2-Metil-3-hidroksipiridino-5-karboksilinés rugsties oksigenaze
(MHPCO) ir 5-piridoksiriigSties oksigenazé¢ (5PAO) sudaro iSskirting
aromatinj zieda skelian¢iy monooksigenaziy grupe. Sios flavinus naudojanios
monooksigenazes dalyvauja N-heterocikliniy ziedy skaidyme, prijungdamos
prie substrato du deguonies atomus. D¢l reakcijos produkto struktiiros i§
pradziy Sie fermentai buvo priskirti dioksigenazéms, bet MHPCO sekos analizé
ir tretiné struktira rodo, kad fermentas priklauso flavino monooksigenazé¢ms.
Tiriant veikimo mechanizmg ir naudojant sunkiuoju izotopu Zyméta O,
nustatyta, kad abu fermentai katalizuoja vieno deguonies atomo i§ O,
molekulés jjungimg ] substrata, o antrasis deguonies atomas jjungiamas, kai
vandens molekulé atakuoja vieng i§ pereinamojo biivio tarpininky aktyviajame

fermento centre (Chaiyen, 2010).

1.3.4. N-heterocikliniy junginiy skaidymas redukuojant

Siuo metu Zinomi vos keli atvejai, kai aerobinis N-heterocikliniy
junginiy skaidymas prasideda ne hidroksilinant Zieda, o ji redukuojant.
Manoma, kad bitent tokiu keliu vyksta piridino skaidymas Corynebacterium,
Bacillus, Microcuccus luteus, Nocardia genciy bakterijose bei 2-metilpiridino
skaidymas Arthrobacter bakterijose (Fetzner, 1998). Taciau, nors piridiny
skaidymas tyrin¢jamas jau beveik 40 mety, fermentai, dalyvaujantys piridiny
redukcijoje, vis dar nenustatyti.

Rajini su kolegomis i$skirtos Stenotrophomonas sp. HCU1 bakterijos
skaido pirazin-2-karboksirtigst] ir gali naudoti ja kaip vienintel] azoto Saltinj
(Rajini et al., 2010). Pradinis pirazin-2-karboksirtig§ties katabolizmo etapas yra
redukcijos reakcija, po kurios seka Ziedo atidarymas susidarant 2-amino-2-
hidroksi-3-(metilamino)propiono rugsciai. Pirazin-2-karboksirtigsties
redukcijos reakcijg katalizuoja 65 kDa heterodimerinis baltymas, sudarytas 1§
43kDa ir 22kDa subvienety. Sis fermentas redukuoja pirazin-2-
karboksirtig§t], kofaktoriumi naudodamas NADPH, susidarant redukuotam

produktui — 1,2,5,6-tetrahidropirazin-2-karboksilatui. Fermentas veikia
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optimaliai, esant pH 7,4 ir 30 °C temperatiirai, nustatyta K., 0,475 mM ir V.«
18,2 mAU/pg min™. Si reduktazé taip pat geba redukuoti pirazina, nikotino
rugst], guaning, uracilg bei imidazola. Kol kas nedaug Zinoma apie pirazino
rugsties reduktazes panaSuma | kitus fermentus. De novo MS/MS sekoskaitos
budu buvo gautos 5 peptidy sekos, 1§ kuriy keturios turi panaSumy su 2-
metiltioadenilato  sintaze, aromatiniy aminoriig8¢iy aminotransferaze,
hipotetine oksidoreduktaze ir piridino nukleotidy transhidrogenaze (Rajini et
al., 2010). Deja, Sie trumpi sekos fragmentai suteikia nedaug informacijos apie
visg aminoriig§¢iy seka, todél Sio fermento panaSumas su kitomis reduktazémis
ar hipotetinis veikimo mechanizmas kol kas lieka neaiSkus. Belieka laukti

naujy duomeny apie §j unikalig reakcijg katalizuojantj fermenta.

1.3.5. Pirazinus skaidantys fermentai

Zinios apie piraziny skaidyme dalyvaujandius fermentus yra itin
menkos. ISskirty ir charakterizuoty pirazino metabolizmo fermenty kol kas
néra. Zinoma, kad 2,5-dimetilpirazino ir 2,3-dietil-5-metilpirazino skaidymas
vyksta tik aerobinémis sglygomis. Parodyta, kad ir hidroksilinimo reakcijai, ir
po jos vykstanciai pirazino Ziedo atidarymo reakcijai reikalingas molekulinis
deguonis, tod¢l manoma, kad dalyvaujantys fermentai yra oksigenazes
(Rappert et al., 2006; Rappert et al., 2007). Tiriant 2,5-dimetilpirazino
skaidyma Rhodococcus erythropolis DP-45 bakterijose, buvo tikrinta slopikliy
jtaka substrato skaidymui (Rappert et al., 2007). Buvo naudoti slopikliai,
veikiantys Zinomas N-heterocikliniy junginiy skaidyme dalyvaujanciy
fermenty grupes. Remiantis §io tyrimo rezultatais, buvo nuspresta, kad 2,5-
dimetilpirazino hidroksilinimg vykdo flavininé monooksigenazé¢ arba nuo
citochromo P450 priklausanti monooksigenaz¢ ir atmesta galimybe, kad
reakcijg galéty katalizuoti nuo molibdeno priklausantys fermentai, daznai
dalyvaujantys kity N-heterocikliniy junginiy hidroksilinimo reakcijose
(Fetzner, 2000, 2002). Buvo pasiiilytas mechanizmas, pagal kurj tolimesnéje
ziedo atidarymo reakcijoje dalyvauja citochromo P450 Seimos fermentas,

kadangi flavininiy ir molibdeniniy fermenty slopikliai netur¢jo jtakos Siam
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skaidymo etapui. Mazai tikétina, kad pirazino Zieda skaidyty 2.4-
dioksigenazes, dalyvaujancios piridino ziedo skaidyme (Bauer et al., 1996;
Fischer ir Fetzner, 2000), kadangi pirazinuose 4-oje Ziedo padétyje yra azotas,
o0 jo hidroksilinimas yra mazai tikétinas (Miiller ir Rappert, 2010). Analogisko
slopikliy tyrimo Mycobacterium sp. DM-11 bakterijose, skaidanciose 2,3-
dietil-5-metilpirazing, rezultatai buvo identiski apraSytiems 2,5-dimetilpirazino
atveju (Rappert et al., 2006).

Apibendrinant literatiiros duomenis, akivaizdu, kad Siuo metu piraziny,
ypa¢ TTMP, skaidymas ir jo metaboliniai keliai yra itin menkai iStirti.
Pastaruoju metu greitai besivystantys didelés apimties sekoskaitos ir
proteomingés analizés metodai suteikia naujy galimybiy uZpildyti Ziniy spragas
apie bakterinio skaidymo biocheminius mechanizmus, dalyvaujancius
fermentus ir juos koduojancius genus. Nustatyti TTMP bakterinio metabolizmo
mechanizmai atskleisty naujus metabolinius kelius, kuriy fermentai
potencialiai galéty biti taikomi ; TTMP panaSiy junginiy biokonversijoms.
Tarpiniai N-heterocikliniy junginiy metabolitai yra naudingas stereospecifiniy
chemingés sintezés komponenty Saltinis ir gali biti pritaikyti sintetinant jvairias
biologiskai ir farmakologiSkai aktyvias chemines medziagas (Fetzner, 1998).
De¢l pateikty priezas€iy Siame darbe buvo iStirtas bakterinis TTMP skaidymas

ir nustatytas jo metabolinis kelias.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai
Reagentai Gamintojas
5-brom-4-chlor-indolil-B-D-galaktopiranozidas (X-gal), Fermentas —
izopropil-B-D-galaktopiranozidas (IPTG), restrikcijos Thermo Fisher
endonukleazés ir jy buferiniai tirpalai, T4 ligaze, CIAP, Scientific,
FastAP, T4 polinukleotidkinazé, proteinazé¢ K, DNazé I, Lietuva

RNazé A, DNR iSskyrimo i§ gelio rinkinys, Gene Ruler
DNA ladder Mix ir MassRuler High Range DNA Ladder
DNR molekulinés masés zymenys, Unstained Protein
Molecular Weight Marker baltymy molekulinés maseés
zymenys, Maxima Hot Start Green PCR Master Mix, Pfu
DNA Polymerase, Long PCR Enzyme Mix, InsT/Aclone PGR
produkty klonavimo rinkinys, Verso I-step QRT-PCR mix
RT-PGR rinkinys, DNR sekos nustatymo rinkinys su Taq
Reader DNR polimeraze.

ZYMO Plasmid PREP plazmidinés DNR skyrimo rinkinys,

Zymo Research

ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep RNR skyrimo rinkinys. Corp., JAV

PGR pradmenys. Metabion,
Vokietija

Mieliy ekstraktas, NA (nutrient agar), NB (nutrient broth), | Oxoid, Anglija

BHI (brain-heart infusion broth).

Tetrametilpirazinas, 2,3,5-trimetilpirazinas, 2,3-
dimetilpirazinas, 2,5-dimetilpirazinas, 2,6-dimetilpirazinas,
5,6-dimetil-2,3-pirazindikarbonitrilas, pirazinas, 2,3-dietil-5-
metilpirazinas, 2-metilpiridinas, 3-metilpiridinas, 4-
metilpiridinas, 2,6-dikarboksipiridinas, 3-metilpiridazinas,
2,3-dihidro-7-azaindolas, 3,5-dimetilpiridin-2-karbonitrilas,
3-metilpiridin-2-karbonitrilas, 4-metilpiridin-2-karbonitrilas,
2,4-piridindikarbonitrilas, 2-metil-6-cianopiridinas, 2,6-
piridindikarbonitrilas, 6-amino-3-metilpiridinas, 2-amino-3-
metilpiridinas, 2-amino-4,6-metilpiridinas, 2-amino-4-
metilpiridinas, 2,3-ciklopentenopiridinas, 2,4,6-
trimetilpiridinas, 2,3,5-trimetilpiridinas, 3,5-dimetilpiridinas,
3,4-dimetilpiridinas, 2,6-dimetilpiridinas, 2,5-
dimetilpiridinas, 2,4-dimetilpiridinas, 2,3-dimetilpiridinas,
2-etilpiridinas, '*O Zymétas vanduo, plonasluoksnés
chromatografijos plokstelés, acetonitrilas, natrio
dodecilsulfatas, Neslerio reagentas, lizocimas, tiostreptonas.

Sigma-Aldrich,
Vokietija

Agaras, dimetilformamidas, nikotinas, p-nitroanilinas.

Merck, Vokietija
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Reagentai

Gamintojas

Bromfenolio mélis, Na,CO;, Na,HPO,, NaOH, natrio
acetatas, amonio acetatas, kalio acetatas, gliukozeé, glicerolis,
B-merkaptoetanolis, chinolino riigstis, dimetildichlorsilanas,
ampicilinas, tetraciklinas.

Fluka, Vokietija

NaCl, KCI, NH4C1, CﬁClzszzo, MgClz, K3PO4, KQHPO4,
KH,PO,, MgS0O,x7H,0, FeSO4x7H,0, MnSO4x4H,0,
(NH4),SO,4, NaNO,, ftalio rtigstis, gintaro riigstis, piridinas,

chloroformas.

Reachim, Rusija

Akrilamidas, etilendiamintetraacto riigStis (EDTA), fenolio-
chloroformo miSinys, stiklo rutuliukai 0,1 mm.

Roth, Vokietija

Agarozé, etidzio bromidas, chloramfenikolis.

Serva, Vokietija

Kanamicinas, tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris).

AppliChem,
Vokietija

Acto riigstis.

Chempur, Lenkija

Etanolis. Vilniaus degting,
Lietuva

[y—"P]ATF. Amersham
Biosciences, JAV

2.1.2. Bakterijos

Bakterijos Genotipas, savybés Saltinis

Escherichia coli
DH5a

F ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169
recAl endAl hsdR17 (r, mg ) phoA
supE44 A thi-1 gyrA96 relAl.

Pharmacia, JAV

Escherichia coli | F ompT hsdSy(rg’, mg) gal dem (DE3); | Avidis,
BL21(DE3) bakterijos baltymy raiskai. Pranciizija
Escherichia coli | Cm', koduoja SeSias retas tRNR; pagerina | Novagen,
Rosetta (DE3) geny su E. coli bakterijoms nebiidingais | Vokietija
kodonais raiska.
Rhodococcus Tetrametilpirazing skaidancios bakterijos. | (Kutanovas,
Jjostii TMP1 2008)
Rhodococcus Lengviau transformuojamas ATCC4277-1 | (Quan ir Dabbs,
erythropolis SQ1 | bakterijy mutantas. 1993)
Arthrobacter NRRL B-2979. ARS culture
globiformis collection, JAV
Arthrobacter Laukinio tipo bakterijos ARS culture
citreus collection, JAV
Arthrobacter 2-hidroksipiriding skaidancios bakterijos (Seménaite et
sp. PY21 al., 2003)
Arthrobacter 2-metilpiriding skaidancios bakterijos (Stanislauskiene
sp. 68b etal., 2012)
Arthrobacter 2,5-dimetilpirazing skaidancios bakterijos | (Kutanovas,
nitroguajacolicus 2008)
25DOT1
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2.1.3. Plazmidés

Plazmidé Savybés/klonavimo schema Saltinis
pUC19 Ap', oriColE1, lacZa; klonavimo vektorius. (Sambrook ir
Russell, 2001)
pTZ57R/T Ap', oriColE1, lacZa; PGR produkty Fermentas,
klonavimui. Lietuva
pET-21b(+) Ap', T7 promotorius; poli-His seka baltymo C | Novagen,
gale. Vokietija
pART?2 Km', E. coli-A. nicotinovorans hibridinis (Sandu et al.,
vektorius; nuolatinei raiSkai Arthrobacter spp. | 2005)
bakterijose.
pART3-gfp Km', E. coli-A. nicotinovorans hibridinis (Sandu et al.,
vektorius; nikotinu indukuojamai EGFP raiSkai | 2005)
Arthrobacter spp. bakterijose.
pART2-gfp Km', E. coli-A. nicotinovorans hibridinis (Sandu et al.,
vektorius, nuolatinei EGFP raiskai 2005)
Arthrobacter spp. bakterijose.
pTip-QCl1 Cm', poli-His sekos baltymo C ir N galuose; (Nakashima ir
tiostreptonu valdomai rekombinantiniy baltymy | Tamura,
raiSkai Rhodococcus spp. bakterijose. 2004a)
pTip-QC2 Cm', poli-His sekos baltymo C ir N galuose; (Nakashima ir
tiostreptonu valdomai rekombinantiniy baltymy | Tamura,
raiSkai Rhodococcus spp. bakterijose. 2004a)
pUC19-H1 7 kb R. jostii TMP1 genomo HindIII Sis darbas
fragmentas su tpdABC genais klonuotas |
pUC19 vektoriy, per HindIII restrikcijos
endonukleazés atpazinimo seka.
pART3- 267 bp pries tpdA gena esantis fragmentas Sis darbas
5S'UTR-gfp padaugintas PGR biidu naudojant S'UTR _F ir
5'UTR_R pradmenis ir klonuotas per BamHI
restrikcijos endonukleazés atpazinimo sekg |
pART3-gfp vektoriy.
pART3- Pradmenys UTR247 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR247-gfp | 247 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- Pradmenys UTR227 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR227-gfp | 227 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- Pradmenys UTR207 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR207-gfp | 207 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- Pradmenys UTR187 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR187-gfp | 187 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- Pradmenys UTR157 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR157-gfp | 157 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.

38




Plazmidé Savybés/klonavimo schema Saltinis
pART3- Pradmenys UTR138 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR138-gfp | 138 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- Pradmenys UTR110 ir 5'UTR_R; fragmentas Sis darbas
UTR110-gfp | 110 bp; konstruota kaip pART3-5'UTR-gfp.
pART3- pdR genas su prieSgenine sritimi pagaugintas | Sis darbas
5‘°UTR-gfp-R | PGR bidu naudojant tpdR F ir tpdR R
pradmenis ir klonuotas j pTZ57R/T vektoriy.
3 kb Xbal fragmentas perklonuotas ; pART-
UTR187-gfp vektoriy per Xbal restrikcijos
endonukleazés atpaZinimo seka.
pART2-pdA | tpdA genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdA F ir tpdA R pradmenis ir klonuotas per
BamHI restrikcijos endonukleazés atpaZinimo
seka ] pART2 vektoriy.
pART2-1pdB | tpdB genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdB _F ir tpdB R pradmenis ir klonuotas per
BamHI restrikcijos endonukleazés atpazinimo
seka ] pART2 vektoriy.
pART2-tpdC | tpdC genas padaugintas PGR biuidu naudojant | Sis darbas

tpdC F ir tpdC_R pradmenis, hidrolizuotas
Bglll ir Kpnl ir klonuotas per BamHI ir Kpnl
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekas i
pART?2 vektoriy.

pART2-tpdAB

tpdAB fragmentas padaugintas PGR biidu
naudojant tpdA F ir tpdB R pradmenis ir
klonuotas per BamHI restrikcijos
endonukleazés atpazinimo seka ] pART2
vektoriy.

Sis darbas

pART2-1pdBC

tpdBC fragmentas padaugintas PGR biidu
naudojant tpdB F ir tpdC R pradmenis ir
klonuotas per EcoRV ir Kpnl restrikcijos
endonukleaziy atpazinimo sekas ] pART2
vektoriy.

Sis darbas

pART2- tpdBC fragmentas padaugintas PGR badu | Sis darbas
tpdABC naudojant tpdB _F ir tpdC R pradmenis ir
klonuotas per EcoRV 1ir Kpnl restrikcijos
endonukleaziy atpazinimo sekas ] pART2-
tpdAB konstrukta.
pET-tpdE tpdE genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas

tpdE_F ir tpdE R pradmenis ir klonuotas per
Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekas ] pET-21b(+) vektoriy.
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Plazmidé Savybés/klonavimo schema Saltinis
pET-tpdC pdC genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdC_F2 ir tpdC_R2 pradmenis ir klonuotas per
Ndel ir EcoRI restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekas ] pET-21b(+) vektoriy.
pET-tpdC-Hise| tpdC genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdC F2 ir tpdC R3 pradmenis ir klonuotas per
Ndel ir HindII restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekas ] pET-21b(+) vektoriy.
pART2-tpdC- | tpdC genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
Hisg tpdC F ir tpdC_R4 pradmenis, hidrolizuotas
Bglll ir Xbal ir klonuotas per BamHI ir Xbal
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekas i
pART?2 vektoriy.
pTipQC-tpdC | tpdC genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdC_F2 ir tpdC_R2 pradmenis ir klonuotas per
Ndel ir EcoRI restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekas 1 pTip-QC2 vektoriy.
pTipQC-Hiss- | tpdC genas padaugintas PGR biidu naudojant | Sis darbas
tpdC tpdC F2 ir tpdC R2 pradmenis ir klonuotas per
Ndel ir EcoRI restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sekas 1 pTip-QC1 vektoriy.
2.1.4. RT-PGR pradmenys
Pradmuo | Seka 5°-3’ Taikinys
A F ATCGTCGGTACTTCGACATG | tpdA
A R CGTTCCGAGCTCGATACG tpdA
B F CCATTCAGGAGACCTGAGC | tpdB
B R CTTCGATGGAGAAGTTCTCG | tpdB
CF GTCACGACTCACTACTCATG | tpdC
CR CACGAGTCCGGTATGACAG | tpdC
D F GGAATGGTCAATGTCTGTCG | tpdD
D R GTGCCTACTGACGTGTGC tpdD
E F ACGGAACCTTCTACTGCAC | tpdE
E R GTATCGATGCGTCGTACATC | tpdE
AB F GTCGCTACGTCATTCCGTAC | tpdAB tarpgeniné sritis
AB R GCACCATCGTCGGTGTAC tpdAB tarpgening sritis
BC F CTCATCGTCCACAAGCGAC | tpdBC tarpgening sritis
BC R CGATTCGAGAGGCTCGTC tpdBC tarpgeniné sritis
Wool AGAGTTTGATCMTGGCTC 16S rRNR (Godon et al., 1997
Woo2 GNTACCTTGTTACGACTT 16S rRNR (Godon et al., 1997
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2.1.5. PGR pradmenys

Pradmuo Seka 5°-3°

seql F TGAGGTCGATGAGCCAGACA

seql R CCGGTGGAAAGATCGTCAAC

seq2 F GGAGGCCACTCACGGATGCAAT

seq2 R AAGAGGTGCTCGTTGCTGCGGA

seq3 F GTACATGTCGGCGGAGAATC

seq3 R ATGTACCAGGGTGAACGTCC

seq4 F CATTCATGAGGTGTCCATTC

seqg4 R GAAAGATGAGTGCGAGAAAG

S'UTR R CACATGGATCCATCAAGATGAATCGC
S'UTR F TACGTGGATCCGTCAAGGAC

UTR247 GATGGATCCGTGGTGGTCTTCGACC
UTR227 GATGGATCCAGTGATGATGGTTCCGG
UTR207 GATGGATCCTGGGTGCGTCCGACTC
UTR187 GATGGATCCGCTGCAAAACGGAATC
UTR157 GATGGATCCTCGGAGTTTGCGTACG
UTRI138 GATGGATCCATACGAAGCGACTTGAAAC
UTR110 GATGGATCCAGTATCGGCTAGGTACA
GFP R GGTGAACAGCTCCTCG

tpdA F ACTGGATCCGCGATTCATCTTGATGTCTG
tpdA R GGCGGATCCTAGGCATTCCCTGACAC
tpdB F ATGGATCCATTCAGGAGACCTGAG
tpdB R GTTGGATCCTCAGACGAGTACTCTTCG
tpdC F CAGATCTGAGCGTCGAAGAGTAC
tpdC R CATGGTACCGACGTCGATTACGAC
tpdE F TGACATATGGGTACGAGATTAGATC
tpdE R GTCTCGAGGCCGACCTGGACAGGTG
tpdC F2 GTACATATGCTGAGCGTCGAAG

tpdC R2 GACGAATTCATGTATCCCTCCCA

tpdC R3 GTAAGCTTTGTATCCCTCCCAATATTC
tpdC R4 CATCTAGATGTATCCCTCCCAATATTC
tpdR F TGTGTTGGATCCGCCAAAACG

tpdR R GTCTAGATCACAAACCAGTTCGC

2.1.6. Terpés

Mineraliné terpé: NaCl -5 g/l, NH,H,PO, — 1 g/l, K,HPO,— 1 g/l, MgSO,4 —

0,2 g/l, pH 7,2. MgSO, (10 % tirpalas) pridedamas po autoklavavimo.
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Mineraliné agarizuota terpé: NaCl-5 g/l, NH4H,PO,—1 g/l, K,HPO,—
1 g/, MgSO,—-0,2¢g/l, agaras—15g/l, pH7,2. MgSO, (10 % tirpalas)

pridedamas po autoklavavimo.

Nutrient broth (NB), nutrient agar (NA) ir brain-heart infusion (BHI)

terpés buvo paruostos pagal gamintojo (Oxoid) nurodymus.

Visos terpés buvo autoklavuojamos 20 min. 121 °C temperatiroje.

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Bakterijy auginimo salygos

E. coli bakterijos ant agarizuoty terpiy buvo auginamos 37 °C, o
Rhodococcus spp. ir Arthrobacter spp. bakterijos — 30 °C temperatiiroje.
Skystose terpése visos bakterijos buvo auginamos 30 °C temperatiiroje
aeruojant (180 aps./min.).

Auginant E. coli bakterijas, transformuotas plazmidémis, atrankai buvo
naudojamas ampicilinas (50 pg/ml) arba kanamicinas (40 ug/ml). R. jostii
TMP1 bakterijos, transformuotos pART tipo plazmidémis, buvo auginamos su
kanamicinu (40 pg/ml). R. erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos pART
tipo plazmidémis, buvo augintos terpéje su kanamicinu (60 pg/ml), o
transformuotos pTip tipo plazmidémis — su chloramfenikoliu (30 pg/ml).

R. jostii TMP1 bakterijos biokonversijoms buvo auginamos dvi paras
250 ml minimalios terpés su 0,05 % TTMP ir 0,02 % mieliy ekstrakto. Lastelés
surinktos centrifuguojant (10 min., 3000xg), tris kartus praplautos 10 mM
kalio fosfato buferiniu tirpalu (pH 7,2) ir suspenduotos 50 ml to paties
buferinio tirpalo. Gauta lgsteliy suspensija naudota biokonversijoms.

R. erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos pART plazmide su
reikiamu #pd genu ar jy kombinacija, buvo auginamos 250 ml NB terpés su

kanamicinu, kol Agy pasiekia 1,6-2,0. Lastelés surinktos centrifuguojant
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(10 min., 3000xg), tris kartus praplautos 10 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu
(pH 7,2) ir suspenduotos keturis kartus mazZesniame to paties buferinio tirpalo

tiryje. Gauta lgsteliy suspensija naudota biokonversijoms.

2.2.2. Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR 1§ E. coli bakterijy buvo skiriama naudojant GeneJET
Plasmid Miniprep Kit rinkinj (Thermo Scientific) arba ZR Plasmid Miniprep™
rinkinj (Zymo  research),  vadovaujantis = gamintojo  pateiktomis
rekomendacijomis.

Skiriant plazmiding DNR 1§ Rhodococcus spp. bakterijy, skiriant
didesnius DNR kiekius bei eksperimentams, kuriems nebiitina ypa¢ gryna
DNR, buvo naudojamas Sarminés denatiiracijos metodas (Sambrook ir Russell,

2001).

2.2.3. Genominés DNR skyrimas

Genomine R. jostii TMP1 DNR buvo skiriama pagal modifikuota Woo
et al. metodikag (Woo et al., 1992). Bakterijos buvo parg augintos 200 ml NB
terpés. Lastelés surinktos centrifuguojant (10 min., 3000%g). Nupylus
supernatantg, Igstelés buvo suspenduotos 5 ml TNE buferinio tirpalo (10 mM
Tris-HCI, 10mM NaCl ir 10mM EDTA, pHZ&8,0) ir vél surinktos
centrifuguojant. Bakterijos buvo suspenduotos 2 ml TNE buferinio tirpalo,
tuomet papildomai pridéta 2 ml TNE buferinio tirpalo su 2 % tritono X-100.
Pridéjus sauso lizocimo (10 mg/ml), bakterijy suspensija buvo inkubuota
30 min. 37 °C temperatiroje. Pridéjus 100 pul proteinazés K, suspensija
sumaiSyta 3-5 kartus apverCiant mégintuvel] ir inkubuota 2 val. 65 °C
temperatiroje. Gautas tirpalas nucentrifuguotas (20 min., 3000%g),
supernatantas surinktas ] naujg meégintuvél] ir DNR iSgryninta fenolio—
chloroformo ekstrakcijos biidu (Sambrook ir Russell, 2001). ISsodinus
etanoliu, chromosominé DNR iStirpinta 500 pl distiliuoto vandens.

Tokiu budu gauta DNR buvo naudojama genomo sekoskaitai, PGR

reakcijoms ir genominei bibliotekai konstruoti.
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2.2.4. DNR dauginimas in vitro

DNR buvo padauginta atliekant polimerazing grandining reakcija (PGR)
(Saiki et al., 1988). Kaip matrica buvo naudota chromosomin¢ R. jostii TMP1
DNR. Fragmentai dauginti naudojant 2xPCR Master Mix rinkinj (Fermentas).
Klonavimui skirtiems fragmentams padauginti naudota Pfu DNR polimerazé
arba Long PCR Enzyme Mix rinkinys (Fermentas). Reakcijos miSiniai paruosti

ir taikkomos PGR programos parinktos laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.2.5. DNR fragmenty iSskyrimas i$ agarozés gelio

DNR fragmentai buvo iSskirti i§ agarozés gelio, naudojant DNR
skyrimo rinkin; (Fermentas), vadovaujantis gamintojo pateiktomis

rekomendacijomis.
2.2.6. Nukleotidy sekoskaita

2.2.6.1. Plazmidinés DNR sekoskaita

Klonuoty DNR fragmenty nukleotidy sekos buvo nustatytos Macrogen

(Vokietija) BigDye™ grandinés terminacijos metodu.

2.2.6.2. Genomo sekoskaita

R. jostii TMP1 genomo sekai nustatyti DNR buvo i$skirta, kaip apraSyta
2.2.3 skyriuje. Genomo nukleotidy sekos buvo nustatytos Macrogen (Piety
Kor¢ja), naudojant Illumina techonologija. Gauti Illumina sekoskaitos
duomenys buvo apdoroti ir fragmentai ] gretinius surinkti naudojant CLC-

Genomics Workbench programing jrangg.
2.2.7. iRNR analizé

2.2.7.1. Bendrosios lgsteliy RNR skyrimas
R. jostii TMP1 bakterijos buvo transformuotos pART3-UTR187-gfp

plazmide ir augintos indukcinémis sglygomis mineralingje terpéje su TTMP
(0,05 %), kol optinis tankis (Aggo) pasieke 0,5. Biomas¢ i§ 1 ml terpés surinkta
centrifuguojant (10 min., 3000xg). I$ taip paruoSty bakterijy iSskirta bendra
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RNR, naudojant ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep™ (Zymo Research
Corporation) RNR skyrimo rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. Gauta

RNR buvo naudojama pradmens ilginimo reakcijai.

2.2.7.2. Radioaktyvus DNR pradmens Jyméjimas

Pradmens DNR 5' galinis nukleotidas buvo pazymétas naudojant [y—
*P]-ATF (Amersham Biosciences) ir T4 polinukleotidkinaze (Fermentas),

laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.2.7.3. DNR nukleotidy sekoskaita dideoksiterminacijos metodu

Pradmens ilginimo reakcijai palyginamoji DNR nukleotidy seka buvo
gauta kaip matricg naudojant pART3-UTR187-gfp plazmid¢. DNR seka buvo
nustatyta dideoksiterminacijos metodu (Sanger et al., 1977). Reakcijai buvo
naudotas 5° gale su **P pazymétas DNR pradmuo ir DNR sekos nustatymo
rinkinys su 7aq Reader DNR polimeraze (Fermentas), laikantis gamintojo

rekomendacijy.

2.2.7.4. Transkripcijos pradZios tasko nustatymas

tpdABC operono transkripcijos pradzios taskas buvo nustatytas
naudojant pradmens ilginimo reakcija. Reakcijai naudota bendra R. jostii
TMP1 bakterijy RNR (i8skirta kaip aprasSyta 2.2.7.1 skyriuje), AMV atvirkstiné
transkriptazé ir 5° gale su *’P pazymétas DNR pradmuo (Zr. 2.2.7.2 skyriy).
AtvirksStinés transkriptazés reakcija atlikta laikantis fermento gamintojo
rekomendacijy. Palyginamoji DNR nukleotidy seka buvo gauta kaip apraSyta
2.2.7.3 skyriuje, naudojant tg pati pradmenj. Reakcijos produktai frakcionuoti
6 % poliakrilamido ir 8 M $lapalo gelyje, denatiiruojanciomis sglygomis. Gelio

vaizdinimas atliktas naudojant Fujifilm FLA-5000 sistema.

2.2.8. DNR manipuliacijos

DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis, 5° galiniy fosfaty
paSalinimas FastAP™ Sarmine fosfataze, DNR fragmenty ligavimas T4 DNR

ligaze, kompetentiniy E. coli bakterijy paruoSimas, FE. coli lasteliy
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transformacija  plazmidémis elektroporuojant, transformanty atranka,
plazmidinés DNR iSskyrimas Sarminés denatiiracijos budu bei elektroforeze
agarozes gelyje buvo atliekami pagal placiai paplitusias metodikas (Sambrook
ir Russell, 2001) bei vadovaujantis fermenty gamintojy pateikiamomis
rekomendacijomis.

DNR koncentracija buvo nustatoma atliekant elektroforeze agarozes
gelyje, naudojant Mass Ruler™ DNA Ladder (High Range) molekulinés masés

ir DNR kiekio Zymenis (Fermentas).

2.2.9. Kompetentinés Rhodococcus spp. ir Arthrobacter spp. bakterijos

Kompetentinés bakterijos paruostos taikant Gartemann ir Eichenlaub
metodg (Gartemann ir Eichenlaub, 2001). Rhodococcus spp. ar Arthrobacter
spp. bakterijos buvo séjamos 1§ naktinés kultiros ;1 20 ml NB terpés ir
auginamos 30 °C temperatiroje aeruojant (180 aps./min.), kol optinis tankis
(Ago0) pasiekia 0,5. Lasteles buvo surinktos centrifuguojant (10 min., 3000xg)
ir suspenduotos 10 ml 10 % glicerolio tirpalo. Id¢jus 100 pl lizocimo tirpalo
(4 mg/ml), bakterijy suspensija inkubuota 30 min. 30 °C temperatiiroje.
Lastelés vel surinktos centrifuguojant ir du kartus praplautos Saltu 10 %
glicerolio tirpalu. Tuomet lastelés suspenduotos 1 ml Salto 10 % glicerolio
tirpalo, iSpilstytos 1 mégintuvélius po 100 pl ir saugomos uzSaldytos -80 °C
temperatiroje. Taip paruoStos kompetentinés bakterijos buvo naudojamos

elektroporacijai.

2.2.10. Bakteriju transformacija elektroporuojant

Elektroporacija  atlikta naudojant 100 ul  talpos  Eppendorf
elektroporavimo kiuvetes su 1 mm tarpu ir Eppendorf 2510 elektroporatoriy. |
100 ul kompetentiniy lasteliy jdéta iki 1 pg plazmidinés DNR ir miSinys
paveiktas 2,5 kV/em impulsu. Po elektroporacijos reakcijos miSinys buvo
nedelsiant perkeltas j 1 ml NB terpés ir inkubuotas 30 min (E. coli) arba 2 val.
(Rhodococcus spp. ir Arthrobacter spp.) 30 °C temperatiiroje. Tuomet lgsteleés

buvo i$sétos | atrankig terpe.
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2.2.11. Kokybiné ir kiekybiné¢ AT-PGR analizé

R. jostii TMP1 bakterijos buvo augintos mineralinéje terpéje su TTMP
(0,05 %), gliukoze (0,1 %), arba piridinu (0,05 %) kaip vieninteliu anglies
Saltiniu, kol optinis tankis (Agg) pasieké 0,5. Biomase¢ i§ 1 ml terpés buvo
surinkta centrifuguojant (10 min., 3000%g). Naudojant ZR Soil/Fecal RNA
MicroPrep™ RNR skyrimo rinkinj (Zymo Research Corporation) pagal
gamintojo rekomendacijas, i§ surinkty bakterijy buvo iSskirta bendra RNR. 1§
meéginio DNR buvo paSalinta naudojant DNaze 1 (Thermo Scientific). Gauta
RNR buvo naudojama tikro laiko ir jprastai atvirkStinés transkriptazes (AT)
PGR analizei.

Tikro laiko AT-PGR atlikta Rotor-Gene Q5-plex HRM (Qiagen)
prietaisu. Reakcija vykdyta 15 pl reakcijos misinio, sudaryto i8: 1,5 uM Syzo9,
7,5 ul Verso I-step QRT-PCR mix, 0,15 ul Verso fermento, 0,75 ul RT
enhancer (visos sudedamosios dalys i§ Verso [-step QRT-PCR rinkinio,
Thermo Scientific), po 200 nM pradmeny ir 1 pl iSskirtos RNA.

Analizei taikytos tokios AT-PGR programos:

e  (pdA-E transkripty ir tarpgeniniy sri¢iy taikiniams:

1 ciklas: 50 °C 15min., 95 °C 15min.
45 ciklai: 95 °C 155, 58 °C 1 min., 72 °C 10 s.

e  16S rRNR sekos taikiniui:

1 ciklas: 50 °C 15min., 95 °C 15min.
35 ciklai: 95 °C 20 s, 50 °C 1 min., 72 °C 1 min.

Atliekant tikro laiko AT-PGR, fluorescensija buvo matuojama po
pradmeny prilydymo zingsnio. Slenkstinis ciklas (Cr) buvo nustatytas i§
amplifikavimo kreiviy Rotor-Gene Q Series 2.1.0 (Build 9) programa,
naudojant slenksting verte 0,05. Tiriamos RNR santykinis kiekis buvo
iSreikStas kaip santykis su 16S rRNR kiekiu tame pavyzdyje, apskai¢iavus Cr
reikSmiy skirtumg tarp taikinio Cp ir 16S rRNR Cr reikSmiy ir taikant
algoritmg 2"-dCr. Visos tikro laiko AT-PGR reakcijos buvo pakartotos du
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kartus. RNR grynumas ir DNR priemai§y nebuvimas buvo patvirtintas
atliekant identiSka reakcijg be atvirkstinés transkriptazés zingsnio.
Kokybinei AT-PGR analizei susidar¢ produktai buvo vertinami

atliekant elektroforeze 1% agarozés gelyje.

2.2.12. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje buvo atlikta pagal
standartines metodikas (Laemmli, 1970), naudojant 4,5 % koncentruojantj ir
14 % skirstomajj gelius. Baltymai buvo nudazyti Coomassie Brilliant Blue R-

250 dazu. Po dazymo gelis iSblukintas 7 % acto riigStimi.
2.2.13. Analitiniai metodai

2.2.13.1. Plonasluoksné chromatografija

Plonasluoksnei chromatografijai buvo naudojamos silikageliu dengtos
plostelés su fluorescenciniu dazu, kurio suzadinimo bangos ilgis lygus 254 nm.
Kaip nesiklis buvo naudotas chloroformo ir metanolio miSinys santykiu 9:1.

Plokstelés analizuotos 254 nm UV Sviesoje.

2.2.13.2. Peptidy de novo sekoskaita MS/MS metodu

Meéginys buvo paruoStas taikant Siek tiek modifikuota Hellman et al.
metoda (Hellman et al., 1995). Tiriamo baltymo juostel¢ buvo iSpjauta i
poliakrilamidinio gelio ir susmulkinta | mazdaug 1x1x1 mm kubelius. Gelio
gabaléliai buvo iSblukinti 50 % acetonitrilo tirpale su 25 mM amonio
bikarbonato, redukuoti ditiotreitoliu, alkilinti jodoacetamidu ir dehidratuoti.
Dehidratuotas gelis iSmirkytas 25 mM amonio bikarbonato tirpale su 100 ng
tripsino. Baltymas proteolizuotas tripsinu 37 °C temperatiiroje per naktj.
Tuomet peptidai buvo ekstrahuoti su 5 % trifluoracto riigStimi (TFA),
liofilizuoti ir istirpinti 10 pl 0,1 % TFA tirpale. Sis tirpalas buvo leidziamas per
ZipTip koloné¢le (Millipore), peptidus iSplaunant 4 pl 50 % acetonitrilo tirpalo
su 0,1 % TFA, laikantis gamintojo rekomendacijy. Ant 384 pozicijy MALDI
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plokstelés buvo uznesta po 0,5 pul méginio ir 0,5 pl uzpildo (4 mg/ml a-ciano-
4-hidroksicinamono rigsties 50 % acetonitrilo tirpale su 0,1 % TFA).

Peptidy masiy spektrai buvo gauti naudojant Applied Biosystems/MDS
SCIEX 4800 MALDI TOF/TOF masiy spektrometra (VU Biochemijos
institutas, Proteomikos centras). Tiriamyjy peptidy masiy spektrai gauti taikant
MS reflector positive rezima. Kiekviename spektre dominuojantys pikai buvo
fragmentuojami MS/MS rezimu.

Naudojant gautus masiy spektrus, GPS Explorer™ De Novo Explorer
programa buvo nustatytos tiriamyjy peptidy sekos. Masiy spektroskopijos
eksperimentus atliko dr. Marija Ger (VU Biochemijos institutas, Proteomikos

centras).

2.2.13.3. 'TH BMR ir >C BMR analizé

Metabolity struktiiroms nustatyti buvo uzrasyti 'H ir °C BMR spektrai,
naudojant Varian Unity INOVA 300 spektrometra (atitinkamai 300 ir
75 MHz). TTMP biokonversijos R. erythopolis SQI1 bakterijomis,
transformuotomis pdABC genais, produkto spektras uzraSytas DMSO-dg
tirpale. TTMP  biokonversijos R. erythopolis SQI1  bakterijomis,
transformuotomis pdAB genais, bei 2,4,6-trimetilpirazino konversijos R. jostii
TMP1 bakterijomis produkty spektrai uzrasyti CDCIl; tirpale. Spektrai
kalibruoti pagal badingus tirpiklio signalus (CDCly: 'H & =7.26; °C & = 77.2;
DMSO-dg: 'H & =2.50; °C § = 39.5).

2.2.13.4. Didelés skyros masiy spektrometrija

Didelés skyros masiy spektroskopija (HRMS) atlikta Dual-ESI Q-TOF
6520 masiy spektrometru (Agilent Technologies).

2.2.13.5. Tandeminé skysciy chromatografija ir masiy spektrometrija

Tandeminé skysC¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija (HPLC-
MS) buvo atlikta naudojant sistemg 1§ CBM-20A valdymo bloko, dviejy LC-
2020AD pompy, SIL-30AC automatinio bandiniy émiklio ir CTO-20AC
kolony termostato (Shimadzu, Japonija), kaip detektoriy naudojant SPD-M20A
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fotodiody gardel¢ (Shimadzu) ir LCMS-2020 masiy spektrometrg su ESI
Saltiniu (Shimadzu).

Chromatografinis frakcionavimas atliktas naudojant YMC — Pack Pro
C18, 150x3 mm kolon¢le (YMC, Japonija), 40 °C temperatiiroje, mobili faz¢
buvo sudaryta i§ vandeninio 0,1 % acto rigsties tirpalo (A tirpiklis) ir
acetonitrilo (B tirpiklis). Gradientinis eliuavimas atliktas 0,6 ml min™' grei¢iu,
taikant tokig programg: 0-0,5 min, 5 % B; 0,5-3 min, 60 % B; 3-3,1 min,
60 % B; 3,1-3,2 min, 5 % B, 3,2-10 min, 5 % B.

Masiy spektrai buvo uzrasyti nuo m/z 10 iki m/z 500, 350 °C
temperatiroje, £4,500 V jtampoje (neutrali DL/Qarray jtampa), naudojant N,
kaip purSkiamgsias ir dziovinamgsias dujas. Masiy spektrometrijos analizé
buvo atlikta taikant tiek teigiamos, tiek neigiamos jonizacijos reZima.

Duomenys analizuoti naudojant LabSolutions LCMS programing jrangg.

2.2.13.6. Fluorescencijos matavimas

R. jostii TMP1 bakterijos buvo transformuotos atitinkama plazmide ir
augintos 25 ml mineralinés terpés su 0,05 % TTMP, 0,05 % piridino arba
0,1 % gliukozés. Optimaliai TTMP koncentracijai nustatyti bakterijos augintos
20 ml NB terpés su skirtingomis TTMP koncentracijomis. Abiem atvejais
bakterijos augintos dvi paras, surinktos centrifuguojant (10 min., 3000xg), tris
kartus praplautos 10 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu (pH 7,2) ir
suspenduotos tame pafiame buferiniame tirpale, kad suspensijos optinis tankis
(Agoo) biity lygus 10. | juodos Costar™ 96 Sulinéliy plokstelés Sulinelj jdéta
200 pl $ios bakterijy suspensijos ir i§matuota fluorescencija FlexStationII’®*
fluorimetru (Molecular Devices), naudojant 485 nm Zadinimo bangos ilgj ir
matuojant emisijg ties 510 nm bangos ilgiu. Atlikti trijy nepriklausomy
eksperimenty matavimai, kiekvieno pavyzdzio matavimas atliktas tris kartus.

Pateikiamos fluorescuojanciy bakterijy nuotraukos, gautos su Canon

Eos 500D kamera, bakterijas eksponuojant UV S$viesoje, naudojant UVT-28
ME transiliuminatoriy (Herolab GmbH Laborgeraete). Gauti RGB vaizdai
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i§skirstyti 1 atskirus kanalus naudojant Digital Photo Professional 3.8

programing jrangg, nuotraukose pateikiamas tik zalias kanalas.

2.2.13.7. UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis spektrofotometriniai matavimai buvo atlickami naudojant
Helios Gamma spektrofotometra (Thermo Corporation) arba PowerWave™
XS ploksteliy skaitytuva (BioTek Instruments, Inc.). Matuojant ploksteliy

skaitytuvu, kiekvienas pavyzdys buvo matuojamas tris kartus.

2.2.14. Biokonversijy tyrimai naudojant sveikas lasteles

Biokonversijos buvo atlickamos naudojant R. jostii TMP1 bakterijas,
augintas mineralinéje terpéje su TTMP (0,05 %), kaip aprasyta anksc¢iau (Zr.
2.2.1 skyriy), arba reikiama plazmide su #pd srities genais transformuotas R.
erythropolis SQ1 bakterijas, augintas, kaip apraSyta anksCiau. Po 5-7 ml
gautos lasteliy suspensijos buvo perkelta 1 du 50 ml talpos mégintuvélius. |
vieng meégintuvel; pridéta reikiamo substrato iki 0,1 mM galutinés
koncentracijos, kitas meégintuvélis buvo naudojamas kaip kontrolé. Idéjus
substratg, 1§ karto 1§ abiejy mégintuveliy buvo paimami pavyzdziai, bakterijos
pasalintos centrifuguojant (1 min., 16000xg) ir uzraSytas pradinis reakcijos
miSinio sugerties spektras (200-320 nm intervale). Mégintuvéliai buvo toliau
inkubuojami 30 °C temperatiiroje maiSant 180 aps/min. Pasirinktais laiko
intervalais buvo paimami pavyzdZziai, bakterijos paSalinamos ir uzrasomi
sugerties spektrai. Siekiant parodyti tik tiriamo substrato sugerties spektro
pokycius ir eliminuoti spektro pokycius, atsirandancius dél medziagy patekimo
1 terpe 1§ bakterijy, paveiksluose pateikiami spektrai, gauti 1§ tiriamojo

reakcijos miSinio spektro atémus kontrolinio bandymo spektra.

2.2.15. OBNA ir BDNA biosintezé

OBNA arba BDNA biosintezei i§ TTMP buvo naudojamos R.
erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos atitinkamai pART2-tpdABC arba
pART2-tpdAB plazmide. Bakterijos buvo auginamos ir paruoSiamos, kaip

aprasyta anksc¢iau (zr. 2.2.1 skyriy). Biokonversijos reakcijai 250 ml Igsteliy
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suspensijos buvo inkubuojama 11 talpos kolboje, 30 °C temperatiiroje,
aeruojant (180 aps./min. termostatuojamoje kratykl¢je). | reakcijos miSinj
porcijomis buvo dedama po 20 mg TTMP ir 125 mg gliukozés. Reakcijos eiga
buvo stebima spektrofotometriskai, matuojant sugerties spektry pokyti 200—
320 nm intervale. Reakcija vykdyta 6 paras. Po reakcijos bakterijos pasalintos
centrifuguojant (20 min., 3000xg). Konversijos su tpdABC genais atveju,
reakcijos miSinys vakuuminiu garintuvu buvo sukoncentruotas iki 10 ml ir
TTMP konversijos produktas buvo iSgrynintas ekstrahuojant chloroformu.
Konversijos su tpdAB genais atveju reakcijos miSinys buvo sausai nugarintas
vakuuminiu garintuvu ir TTMP produktas iSgrynintas perkristalinant 1S
acetonitrilo, o tuomet i§ chloroformo. Gauty produkty struktiiros buvo

nustatytos 'H BMR, °C BMR ir MS analizés metodais (Zr. 2.2.13 skyriy).

2.2.16. OBNA biosintezé naudojant 'O Zyméta vandenj

R. erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos pART2-tpdAB plazmide,
uzaugintos NB terpéje, kol optinis tankis (Agy) pasieké 2,0. Biomasé surinkta
centrifuguojant (10 min., 3000xg), tris kartus perplauta 10 mM kalio fosfato
buferiniu tirpalu (pH 7,2) ir suspenduota tame pa¢iame buferiniame tirpale, kad
suspensijos optinis tankis (Aggo) bty lygus 10. Gauta lasteliy suspensija buvo
naudota biokonversijoms. Reakcijai imta 500 pl suspensijos, buferinis tirpalas
pagalintas centrifuguojant, bakterijos suspenduotos 493 ul H,O arba H,"*O ir
pridéta 5 ul 1 M kalio fosfato buferinio tirpalo su 5 % gliukozés (pH 7,6).
Reakcija buvo vykdoma 15 ml talpos mégintuvéliuose, 30 °C temperatiroje,
termostatuojamoje kratykleje (180 aps./min.). Po valandos inkubavimo buvo
pridéta 2,5 ul 100 mM tetrametilpirazino tirpalo etanolyje. Reakcija buvo
vykdoma apie 16 val. Reakcijos eiga buvo stebima spektrofotometriSkai
matuojant reakcijos miSinio sugerties spektro pokyt; 200-320 nm intervale.
Pasibaigus substratui (iSnykus sugerties smailei 290 nm srityje), bakterijos
paSalintos  centrifuguojant (20 min.,, 3000xg), reakcijos  produktai

sukoncentruoti liofilizuojant ir iStirpinti 100 pl acetonitrilo. Gauti produktai

52



analizuoti tandemine skysCiy chromatografija ir masiy spektrometrija (Zr.

2.2.13.5 skyriy).

2.2.17. 3-hidroksi-2,4,6-trimetilpirazino biosintezé

3-hidroksi-2,4,6-trimetilpirazino biosintezei 1§ 2,4,6-trimetilpiridino
(SMC) buvo naudojamos R. jostii TMP1 bakterijos, augintos ir paruostos kaip
apraSyta anksCiau (Zr. 2.2.1 skyrelj). Biokonversijos reakcijai 200 ml Igsteliy
suspensijos buvo inkubuojama 11 talpos kolboje, 30 °C temperatiiroje,
aeruojant (180 aps./min. termostatuojamoje kratykleje). 1 reakcijos miSing
porcijomis buvo dedama po 20 mg SMC ir 125 mg gliukozes. Reakcijos eiga
buvo stebima spektrofotometriS$kai, matuojant sugerties pokyt; 200—400 nm
intervale. Reakcija vykdyta 5 paras. Po reakcijos bakterijos paSalintos
centrifuguojant (20 min., 3000xg). Reakcijos miSinys buvo sausai nugarintas
vakuuminiu garintuvu ir SMC biokonversijos produktas iSgrynintas
perkristalinant i§ acetonitrilo, o tuomet i§ chloroformo. Gauto produkto

struktiira buvo nustatyta 'H BMR, °C BMR ir MS analizés metodais.

2.2.18. Belasteliniy ekstrakty ruoSimas

Belasteliniai bakterijy ekstraktai buvo ruoSiami surinktas bakterijas
suspenduojant reikalingame buferyje ir suardant ultragarsu VC750 (Sonics &
Materials, Inc.) dezintegratoriumi. Ardant Rhodococcus spp. bakterijas,
papildomai buvo idéta 0,5 g/ml 0,1 mm skersmens stiklo rutuliuky. Lasteliy

nuolauzos buvo pasalintos centrifuguojant (10 min., 16000xg).

2.2.19. TpdC gryninimas

R. erythropolis SQ1 bakterijos buvo transformuotos pTipQC-Hise-tpdC
plazmide ir augintos 200 ml NB terpés su chloramfenikoliu 1 1 kolbose, 30 °C
temperatiiroje, aeruojant (180 aps./min., termostatuojamoje kratykléje).
Kultiirai pasiekus optinj tankj (Agg), lygy 0,4, rekombinantinio baltymo raiska
buvo indukuota pridedant 1 pg/ml tiostreptono ir bakterijos toliau augintos

17 val. Biomase¢ i§ 800 ml terpés surinkta centrifuguojant, praplauta 25 mM
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kalio fosfato buferiniu tirpalu (pH 7,2), suspenduota 9 ml 25 mM kalio fosfato
buferiniame tirpale su 100 mM NacCl ir 5 mM imidazolo (pH 7,2) ir suardyta
ultargarsu (zr. 2.2.18 skyriy). Belastelinis ekstraktas uzneStas ant HiTrap
IMAC FF, 1 ml nikelio kolon¢lés (GE Healthcare), polihistidining uodega
turintys baltymai nuplauti 25 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu su 100 mM
NaCl ir 1 M imidazolo (pH 7.2). TpdC baltymo grynumas patikrintas atlikus
baltymy elektroforez¢ poliakrilamidiniame gelyje.

2.2.20. TpdC fermentinio aktyvumo matavimas

TpdC BDNA amidazés fermentinis aktyvumas buvo matuojamas 20 °C
temperatiiroje, pagal hidrolizuota BDNA kiekj, vertinamg spektrofotometriskai
ties 226 nm bangos ilgiu (g, =7100 M'cm™). Reakcijos miSinys buvo
sudarytas 1§ 50 mM kalio fosfato buferinio tirpalo (pH 7,5), 0,1 mM BDNA ir
atitinkamo fermento kiekio. Optimalus TpdC veikimo pH nustatytas matuojant
fermento aktyvumg pH intervale nuo 6,2 iki 9,0 kalio fosfato ir Tris-HCI
buferiniuose tirpaluose. Vienas TpdC aktyvumo vienetas buvo apibréztas kaip
fermento kiekis, kuris per 1 minutg¢ 20 °C temperaturoje hidrolizuoja 1 pmol

BDNA.

2.2.21. NH," jony nustatymas Neslerio reagentu

Reakcijos miSinys buvo sudarytas i§ 700 pl 10 mM kalio fosfato
buferinio tirpalo (pH 7,5), 100 ul Neslerio reagento (0,09 mol/l kalio
tetrajodomerkurato (II) ir 2,5 mol/l kalio hidroksido tirpalo) ir 200 pl tiriamo
pavyzdzio. Reakcijos produkto sugertis buvo matuojama ties 490 nm bangos
ilgiu, NH;~ koncentracija apskai¢iuota i§ kalibracinés kreivés. Kalibraciné

kreivé gauta reakcijg atliekant su 0,1-1,0 mM NH,4CI standartiniais tirpalais.

2.2.22. TpdE gryninimas

E. coli BL21(DE3) bakterijos buvo transformuotos pET21-tpdE
plazmide ir augintos 200 ml BHI terpés su 50 mg/ml ampicilino 11 kolbose,

30 °C temperatiiroje, aeruojant (180 aps./min., termostatuojamoje kratykl¢je).
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Kultiirai pasiekus optinj tankj (Agg), lygy 1,2, rekombinantinio baltymo raiska
buvo indukuota pridedant 0,5 mM IPTG ir bakterijos toliau augintos 4 val.
Biomas¢ surinkta centrifuguojant (10 min., 3000xg), praplauta 50 mM kalio
fosfato buferiniu tirpalu (pH 7,2), suspenduota 8 ml to paties buferinio tirpalo
ir suardyta ultargarsu (Zr. 2.2.18 skyriy). Belastelinis ekstraktas buvo uznestas
ant HiTrap IMAC FF, 5 ml nikelio kolon¢lés (GE Healthcare), neprikibe
uodega turintys baltymai iSplauti 50 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu su 1 M
imidazolo (pH 7.2). TpdE baltymo grynumas patikrintas atlikus baltymy

elektroforezg poliakrilamidiniame gelyje.

2.2.23. TpdE fermentinio aktyvumo matavimas

Nuo NADPH priklausomas TpdE ketoreduktazés fermentinis
aktyvumas buvo matuojamas 30 °C temperatiroje pagal sunaudota NADPH
kieki, vertinamg spektrofotometriSkai ties 340 nm  bangos ilgiu
(8340 = 6220 M'cm™). Reakcijos miSinys buvo sudarytas i§ 50 mM kalio
fosfato buferinio tirpalo, 0,2 mM NADPH, 5 uM OBNA ir atitinkamo TpdE
kiekio. Optimalus fermento veikimo pH buvo nustatytas matuojant TpdE
aktyvuma pH intervale nuo 6,0 iki 8,5 kalio fosfato ir Tris-HCIl buferiniame
tirpale. Vienas TpdE aktyvumo vienetas buvo apibréztas kaip fermento kiekis,
kuris per 1 minute 30 °C temperatiroje oksiduoja 1 pumol NADPH. TpdE K, ir
kiae vertés NADPH ir OBNA substratams buvo nustatytos parinkus fiksuota
vieno 1§ substrato koncentracija, o kito substrato koncentracijg keifiant 50—
500 uM (NADPH) ir 0,1-10uM (OBNA) intervaluose. Atlikti maZiausiai trys
nepriklausomi matavimai. K,, ir kg, nustatyti naudota GraFit (Erithacus

Software Ltd.) programiné jranga.

2.2.24. Kompiuteriniai analizés metodai

DNR seky analizei buvo naudota Vector NTI 9.0 (Life Technologies)
bei CLC Sequence Viewer 6 (CLC bio) programiné jranga. Genomo Illumina

sekoskaitos rezultatai apdoroti naudojant CLC Genomics Workbench
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programin¢ jrangg (CLC bio). Sekoskaitos chromatogramoms naudota
Chromas lite 2.1 programa (http://technelysium.com.au). DNR ir baltymy
sekoms palyginti bei homology paieSkai naudota NCBI BLAST programa ir
duomeny baze  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).  Baltymy
funkcinei anotacijai naudota NCBI CCD konservatyviy domeny paieska ir
duomeny bazé (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)
(Marchler-Bauer et al., 2011).

Evoliuciné kilmés analizé buvo atlikta artimiausiy grupiy sujungimo
metodu (Saitou ir Nei, 1987). Filogenetinei analizei naudota Mega 5.0

programin¢ jranga (Tamura et al., 2011).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Tetrametilpirazino skaidymo genuy sankaupos nustatymas

Tetrametilpirazing (TTMP) skaidantis mikroorganizmas buvo iSskirtas
ir identifikuotas ankstesnio darbo metu (Kutanovas, 2008). 16S rRNR seky
palyginimo biidu buvo nustatyta, kad bakterijos priklauso Rhodococcus jostii
ruSiai ir jos buvo pavadintos Rhodococcus jostii TMP1. Taip pat buvo
parodyta, kad tetrametilpirazino skaidymas minétose bakterijose yra
indukuojamas procesas. Bakterijas auginant su TTMP kaip vieninteliu anglies
Saltiniu, specifiSkai indukuojamas apie 40 kDa dydzio baltymas (3.14 pav.).

Bakterijoms augant terpéje su kitais anglies Saltiniais, pavyzdziui, su N-

heterocikliniu junginiu — piridinu, minéto baltymo sintezé¢ néra indukuojama

(3.1B pav.).

B M TTMPPYR

116 w—s =

662w 3.1 pav. Tetrametilpirazinu
a5 _ | indukuojamo baltymo sintezé R.

-
—> @ | jostii TMP1 bakterijose. A,
35 bakterijos augintos NB terp¢je
su skirtinga TTMP koncentracija

= . (0,1-10 mM). B, bakterijos
augintos mineralinéje terpe¢je su

1847 0,05% TTMP arba 0,05 %
12— 184 piridino  (PYR).  Rodykle
pazyméta indukuojamo 40 kDa

12 baltymo  juostele. M  —

molekulinés masés zymuo (kDa)

3.1.1. TTMP indukuojamo 40 kDa baltymo de novo sekoskaita

Sio darbo metu minétas 40 kDa baltymas buvo pasirinktas tolesnei
analizei, kadangi labai tikétina, kad specifiSkai TTMP indukuojamas baltymas
dalyvauja TTMP skaidymo procese. Baltymo juostel¢ buvo iSpjauta i§ baltymy

elektroforezés gelio ir pateikta de novo peptidy sekoms nustatyti masiy
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spektrometrijos (MS/MS) metodu Biochemijos instituto Proteomikos centre.
Po peptidy de novo sekoskaitos buvo gautos potencialiy 40 kDa baltymo
peptidy sekos, kurios pateikiamos priedo lentel¢je P1. Atlikus $iy peptidy seky
homology paieska geny banke taikant BLAST jrankj, nebuvo identifikuota N-
heterocikliniy junginiy degradacijos fermenty, tod¢l buvo nuspresta atlikti R.

jostii TMP1 genomo sekos analize.

3.1.2. R. jostii TMP1 Illumina geny biblioteka

Norint nustatyti R. jostii TMP1 bakterijy genomo nukleotidy seka, buvo
i§skirta genominé bakterijy DNR ir pateikta de novo sekoskaitai Illumina
technologija (Macrogen). Gauti duomenys buvo apdoroti ir surinkti ] DNR
fragmenty gretinius naudojant CLC-Genomics Workbench programg. IS viso
gauta 6,12 Mbp genomo seky 982 gretiniuose, kuriy trumpiausios sekos ilgis

buvo 204 bp, ilgiausios — 114,4 kbp, o vidutinis gretinio ilgis buvo 6,2 kbp.

3.1.3. 40 kDa baltyma koduojanc¢io geno nustatymas

Tetrametilpirazinu indukuojamg 40 kDa baltymg koduojan¢iam genui
nustatyti buvo panaudotos baltymo de novo sekoskaitos metu gautos
potencialiy 40 kDa baltymo peptidy sekos. Sias peptidy sekas turin¢io baltymo
buvo ieSkoma taikant BLAST jrankj R. jostii TMP1 genomo fragmenty
koduojamy baltymy sekose. Tokiu biidu buvo nustatytas genas, koduojantis
baltyma, kurio sekoje rasti trys peptidai, homologiski peptidams, gautiems de

novo sekoskaitos metu (3.2 pav., 3.1 lentele).

3.1 lentelé. De novo sekoskaita nustatyty peptidy sutapimas su 40 kDa TTMP
indukuojamo baltymo seka. Peptidy ir baltymo sekos buvo lyginamos BLAST
jrankiu.

Peptidas Sekos padengimas | E reik§mé | IdentiSkumas
GTTHHRR 100% 0.001 100%
EAKEPHPPLYK 82% 4e-05 89%
SPEKYGGFTR 100% 3e-05 90%
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TpdA seka 14 GTTHHRR 20| |TpdA seka 270 SPEQYGGFTR 279| |TpdA seka 163 QEPHPPLYK 171
GTTHHRR SPE+YGGFTR +EPHPPLYK
Peptidasl 1 GTTHHRR 7 Peptidas?2 1 SPEKYGGFTR 10 Peptidas3 3 KEPHPPLYK 11

Y

MRFILMSECGTRHGTTHHRR) FDMIEEAVFAEEMGFYGWGHHFFNDJAVTPSPECLYTAV
ALKTNRIRLRYMSRLVSAINPILIAEQTAVTDILSNGRIELGTARGNTLLQLDAFGVSLE
ETKGRSEEALELIVRALSNDTFSHEGKYWGTIPERRLSPKSIDEPHPD LYK AQGAESAA
DARRRGLGMITSDLYLGWDTLGTYLDAYNNVPADDINPVGKYVVKSAASSVMTARCAKTN
DAALAHAEDDLLMFAQMI INDVYVQLAEHSPEQY GGETRFAELREHADDAAWLRECGPTV
LVGDPEHCVQQVQRTAEMGADEI ILRIDGGTHDEIMQSIEHFGRYVIPYFSNPGGVLRSG
PVGLLPGDPRQVASYEKTAVSGNA*

3.2 pav. De novo sekoskaita nustatyty peptidy sutapimo vietos 40 kDa TTMP
indukuojamo baltymo sekoje. Peptidy ir baltymo sekos buvo lyginamos
BLAST jrankiu.

Tokiu biidu buvo atrinktas R. jostii TMP1 genomo seky gretinys i§
[llumina genominés bibliotekos, kuriame yra 40 kDa tetrametilpirazinu
indukuojamo baltymo genas. Sio DNR fragmento nukleotidy seka buvo
patikrinta atlikus sekoskaitg grandinés terminacijos metodu. Siuo tikslu buvo
sukonstruota R. jostii TMP1 HindIIl genominé biblioteka pUC19 vektoriuje ir
sukurti pradmenys 40 kDa baltymg koduojan¢iam genui. PGR budu buvo
atrinktas klonas pUC19-H1, turintis 7 kb dydzio DNR fragmentg su ieSkomu
40 kDa baltymo genu (3.3 pav.). Tuomet Sio DNR fragmento nukleotidy seka
analizuota jj skaldant jvairiomis restrikcijos endonukleazémis, fragmentus
klonuojant ; pUCI19 vektoriy ir nustatant Siy fragmenty nukleotidy sekas.
Siekiant patikrinti likusj gretinj, pagal gretinio nukleotidy seka buvo sukurti
pradmenys, kuriuos naudojant PGR biidu buvo padauginti persiklojantys DNR
fragmentai ir nustatytos jy sekos (3.3 pav.). Tokiu biidu buvo patikrinta dar
6 kb DNR fragmento seka. Patikrinto 13 kb fragmento nukleotidy seka sutapo
su Illumina metodu gauta seka. Sio R. jostii TMPl genomo fragmento

nukleotidy seka buvo pateikta geny bankui, jai suteiktas numeris HF544504.
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3.2. tpd sankaupos geny sekuy analizé

Nustatytame R. jostii TMP1 genomo fragmente buvo aptikti 8 atviri
skaitymo rémeliai. Remiantis atviry skaitymo rémeliy analize buvo sudarytas
genolapis, o sritis, kuriai priklauso 40 kDa indukuojamg baltyma koduojantis
genas, buvo pavadinta fpd (tetrametilpirazino skaidymo, angl.
tetramethylpyrazine degradation) geny sankaupa. Pirmasis tpd geny sankaupos
genas, pavadintas pdA, koduoja 40 kDa baltyma. Kiti atviri skaitymo rémeliai
buvo pavadinti tpdB, tpdC, tpdD, tpdE, tpdR, orfl ir orf2 (3.3 pav.).

Siekiant nustatyti potencialia Siy #pd sankaupos geny koduojamy
baltymy funkcijg, buvo atlikta homologiSky baltymy ir konservatyviy domeny
paieska geny banke. Analizés rezultatai pateikiami 3.2 ir 3.3 lentelése.

Pagal seky analize artimiausi TpdA homologai yra ] liuciferazes
panaSios monooksigenazes (3.2 lentele, 3.4 pav.). Taciau visi artimiausi TpdA
homologai yra grupé hipotetiniy baltymy, kuriy tiksli funkcija néra zinoma,
todel vien 1§ homology paieSkos buvo nejmanoma prognozuoti tikslios TpdA
funkcijos.

Atlikus konservatyviy domeny paieska, buvo nustatyta, kad TpdA
sekoje yra flavinus naudojan¢iy monooksigenaziy superSeimai (cl07892)
budingos sekos, taip pat aptikti nuo kofaktoriaus F-420 priklausomy flavino
oksidoreduktaziy domenai. Apibendrinant seky analizés rezultatus, galima

teigti, kad TpdA priklauso flavinus naudojanioms monooksigenazéms.

Hindlll pUC19-H1 Hindlll

| |

! ! Seq2 Seq4

Seq1 Seq3

e HD—@K —-
> © QO & Q \% A 9
& & ¢ ¢ & & &

——

0 2 kb

3.3 pav. R. jostii TMP1 genomo fragmentas su tetrametilpirazino skaidymo
genais. VirSuje pazyméta pUCI19-H1 plazmidéje klonuota DNR sritis ir
persidengiantys PGR produktai (Seql-4), naudoti nukleotidy sekos
patikrinimui. * pazymeétas TTMP indukuojamo 40 kDa baltymo genas.
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alkanaliy monooksigenazes alfa grandiné [Actinoplanes sp.] (AEV86937.1)
monooksigenazé [Mycobacterium marinum] (YP 001853033.1)
nuo flaviny priklausoma oksidoreduktazé [Bradyrhizobium sp.] (ZP 09650661.1)
j liuciferazes panasi monooksigenazé [Catenulispora acidiphila] (YP 003118827.1)
nuo flaviny priklausoma oksidoreduktazé [Burkholderia sp.] (EGD05278.1)
bakteriné liuciferazeé [Vibrio harveyi] (1BRL A)*

100r liuciferaziy Seimos baltymas [Burkholderia vietnamiensis] (YP 001117825.1)
4[Iiuciferaziq $eimos baltymas [Burkholderia ambifaria] (YP 778388.1)

44

80 9% TpdA [Rhodococcus jostii TMP1] (CCN27359.1)
44{ Ei liuciferazes panasi monooksigenazé [Pseudomonas putida] (YP 004701828.1)
100 j liuciferazes panasi monooksigenazé [Rhodococcus pyridinivorans] (ZP 09310356.1)
monooksigenazé [Agrobacterium tumefaciens] (217G A)*

F420 priklausoma tetrahidrometanopterino reduktazé [Methanopyrus kandleri] (1EZW A)*
MHCO [Pseudomonas sp.] (AAB60878.1)*

0.2

3.4 pav. TpdA baltymo filogenetinis medis. Medis sudarytas artimiausiy
grupiy sujungimo metodu, naudojant 10 artimiausiy homology sekas (i$
BLAST analizés) ir tris homologiskas sekas, koduojancias Zinomos struktiiros
baltymus. Salia atsiSakojimy nurodyta procentiné jkélos sutapimo su
tiriamuoju baltymu iSraiSka. Mastelis atitinka pakeisty aminoriigs¢iy skaiciy,
tenkant] vienai pozicijai. Seky geny banko prieigos numeriai pateikti
skliaustuose. Nustatytos tretinés struktiiros homologai pazyméti zvaigzdute (*).

Kadangi S$iuo metu néra Zinoma né vieno piraziny metabolizme
dalyvaujancio fermento, nebuvo jmanoma TpdA analizés rezultaty palyginti su
kity piraziny metabolizme dalyvaujanciais baltymais.

Atsizvelgiant | tai, kad TpdA baltymas sintetinamas tik bakterijoms
augant su TTMP, bei zinant, kad dvi flavinus naudojan¢ios monooksigenazes,
atpazjsta ir skaido N-heterociklinius junginius (Chaiyen, 2010; Ellis, 2010),
buvo i8kelta hipoteze, kad tpd4 geno koduojama hipotetiné monooksigenaze
gali dalyvauti pradiniame TTMP metabolizmo Zingsnyje. Artimiausi TpdA
homologai yra monooksigenazés, panasios | bakterines liuciferazes, kurios yra
sudarytos 1§ dviejy subvienety — a ir . Abu Sie subvienetai yra reikalingi
liuciferaziy oksidazés funkcijai atlikti. Taciau tpd geny sankaupoje liuciferazés
B subvienetams homologiska baltyma koduojanc¢io geno nebuvo aptikta, todél
sunku vertinti, ar TpdA galéty dalyvauti TTMP skaidyme, veikdamas kaip |
liuciferazes panasi monooksigenaze.

Flavinus naudojanc¢ios monooksigenazés, | kurias panasus TpdA
baltymas, aktyviajame centre turi redukuotg flaving, prisijungiant] deguonies

molekule ir taip ja aktyvuojantj substratams oksiduoti (van Berkel et al., 2006).
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Sios monooksigenazés veikia kaip dvikomponentés sistemos, sudarytos is
oksidazés ir flavino reduktazés, kuri palaiko monooksigenazeés aktyvumgag
redukuodama aktyviojo centro flaving (van Berkel et al., 2006). tpd geny
sankaupoje flavino reduktaz¢ koduoja tpdD genas (3.2 ir 3.3 lentelés), todeél
tikétina, kad TpdD galéty buti TpdA reikalinga flaviny reduktaze.

Artimiausi TpdB homologai yra hipotetiniai baltymai (3.2 lentele,
3.5 pav.), o konservatyviy domeny paieska rodo, kad TpdB priklauso NTF2-
like baltymy superSeimai (3.3 lentel¢), kuriai priklauso branduolio pernasos
veiksnio 2 Seima, skitalono dehidratazés, A5-3-ketosteroidy izomerazés ir Zieda
hidroksilinan¢iy dioksigenaziy beta subvienety Seima
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=245009). IS sekos
analizés sunku prognozuoti, kokig funkcijg TTMP katabolizme galéty atlikti
TpdB baltymas, kadangi NTF2-like baltymy superSeimg sudaro baltymai,
pasizymintys struktiiriniu panaSumu, taiau atliekantys labai skirtingas
funkcijas.

Sekos analizés rodo, kad TpdC baltymas yra panaSus j amidazes (3.2 ir

3.3 lentelés), o artimo jo homologo (46% identisky aminoriigi¢iy) — omega

hipotetinis baltymas [Photobacterium profundum] (ZP 01223041.1)
hipotetinis baltymas [Burkholderia terrae] (ZP 10255726.1)
spéjama ketosteroidy izomerazé [Mesorhizobium loti] (3HX8 A)*
steroidy delta-izomerazé [nekultyvuojama bakterija] (BAL57382.1)
hipotetinis baltymas [Spirosoma linguale] (YP 003388688.1)
TpdB [Rhodococcus jostii TMP1] (CCN27360.1)
82 hipotetinis baltymas [Streptomyces chartreusis] (ZP 09950365.1)
hipotetinis baltymas [Burkholderia cepacia] (YP 006619676.1)
g7r acetil-CoA acetiltransferazé [Burkholderia cenocepacia] (CCE48338.1)
100 hipotetinis baltymas [Burkholderia cenocepacia] (YP 002233300.1)
72| ¢ branduolio transporto faktorius 2 [Burkholderia cenocepacia] (YP 001777522.1)
o0t hipotetinis baltymas [Burkholderia cenocepacia PC184] (ZP 04942323.1)
58l hipotetinis baltymas [Burkholderia cenocepacia AU 1054] (YP 624576.1)
fenazino biosintezés baltymas PhzaB [Burkholderia cepacia] (3B4P A)*

0.2

3.5 pav. TpdB baltymo filogenetinis medis. Medis sudarytas artimiausiy
grupiy sujungimo metodu, naudojant 11 artimiausiy homology sekas (i$
BLAST analizés) ir dvi homologiSkas sekas, koduojancias zinomos struktiiros
baltymus. Salia atsiSakojimy nurodyta procentin¢ jkélos sutapimo su
tirlamuoju baltymu iSraiSka. Mastelis atitinka pakeisty aminoriigi¢iy skaiciy,
tenkant] vienai pozicijai. Seky geny banko prieigos numeriai pateikti
skliaustuose. Nustatytos tretinés struktiiros homologai pazyméti zvaigzdute (*).
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oktalaktamy hidrolazés 1§ Rhodococcus sp. Octl bakterijy — funkcija
pademonstruota in vitro (Fukuta et al., 2010). Tai leidzia manyti, kad tpdC
koduojamas baltymas yra amidaze.

Homology paieska ir konservatyviy domeny analizé¢ parod¢, kad #pdR
koduoja galimg transkripcijos reguliatoriy (3.2 ir 3.3 lentelés). TpdR baltymo
sekoje aptiktas domenas (cl17315), turintis HTH DNR suriSant] motyva ir
domenas (cl17189), biidingas ATPazéms ir turintis konservatyvy nukleotidy
fosfatus suriSant; motyva. Abu Sie domenai biidingi LuxR Seimos
transkripcijos reguliatoriams, todél TpdR galéty biiti pd sankaupos geny raiSkg
reguliuojantis baltymas.

TpdE sekos analizé¢ rodo, kad S$is baltymas patikimai priskiriamas
klasikinéms trumpy grandiniy dehidrogenazéms / reduktazéms (SDR, angl.
short-chain dehydrogenase/reductase),  kurios  turi  Rossmann  fold
NAD(P)H/NAD(P)" suri§imo domena (3.2 ir 3.3 lentelés). Dauguma bakteriniy
SDR yra oksidoreduktazés, katalizuojancios nuo NAD(P)H priklausoma
hidroksi-keto grupiy oksidacijos-redukcijos reakcija (Kavanagh et al., 2008).
SDR atpazjsta jvairius substratus, tokius kaip alifatiniai alkoholiai, steroidai,
prostaglandinai ir angliavandeniai (Jornvall et al., 1995; Oppermann et al.,
2003).

Toliau sekoje uz tpdE geno aptiktas atviras skaitymo rémelis orf]
koduoja didziajam N, N-dimetilformamidazés subvienetui homologiska baltymag
(3.2 ir 3.3 lentelés). orf2 koduojamas baltymas yra homologiSkas peptidazéms
(3.2 ir 3.3 lentelés). Tiek orfl, tiek orf2 koduojamy baltymy homologai
atpazjsta amidinj] ryS] ir katalizuoja §io rySio hidrolizés reakcijas. Pagal
analogija su piridino junginiy skaidymo keliais tikétina, kad po ziedo
atidarymo gali susidaryti alifatiniai junginiai, turintys amidiniy grupiy. Todél
spéjame, kad Orfl ir Orf2 taip pat gali biiti susij¢ su tolimesniais TTMP

skaidymo etapais.
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3.3. tpd geny sankaupos raiskos reguliacija

3.3.1. tpdABC geny operonas

R. jostii TMP1 tpd geny sankaupoje nustacius atviry skaitymo rémeliy
vietas, pastebéta, kad tpdA, tpdB ir tpdC genai yra iSsidéste viena kryptimi ir
arti vienas kito: tpdA ir tpdB atviro skaitymo rémelius skiria tik 2 bp, o tpdB
geno pabaiga ir tpdC geno pradZzia persikloja per 1 bp. D¢l Sios prieZasties
tikétina, kad Sie trys genai sudaro operong. Patikrinti Siai prielaidai buvo
sukurti pradmenys tarpgeninéms sp€jamo operono sritims (AB F ir AB R
skirti tpdA ir tpdB geny jungciai ir BC F ir BC F skirti #pdB ir tpdC geny
jungciai, 3.64 pav.). Kadangi tpdA geno koduojamo baltymo sintezé yra
indukuojama TTMP (3.1 pav.), (pdABC geny raiska tirta bakterijose, augintose
su ir be TTMP.

Bakterijos buvo auginamos terp¢je su TTMP, gliukoze arba piridinu
kaip vieninteliu anglies ir energijos Saltiniu. I$ skirtingomis saglygomis auginty
bakterijy iSskirta RNR ir atliktas AT-PGR eksperimentas. AT-PGR produkty
analizé parode¢, kad #pdA, tpdB ir tpdC genai yra nuskaitomi kaip vienas
transkriptas, ir, kaip prognozuota, jy transkripcija stebima bakterijoms augant
tik su TTMP, bet ne su gliukoze ar piridinu (3.68 pav.). Gauti rezultatai taip
pat leidZia daryti prielaida, kad tpdB bei tpdC genai yra susij¢ su TTMP
metabolizmu R. jostii TMP1 bakterijose.

Siekiant patikrinti, ar ir pdD bei tpdE genai yra susij¢ su TTMP
katabolizmu, buvo iStirta Siy geny raiSka R. jostii TMP1 bakterijose, augintose
su TTMP ir kontroliniais substratais — gliukoze ir piridinu. Siuo tikslu buvo
sukurtt pradmenys ¢pdD ir tpdE genams bei pradmenys tpdABC operono
genams, kurie naudoti kaip teigiama kontrolé. RNR buvo i$skirta 1§ bakterijy,
uzauginty su skirtingais substratais, ir atlikta kiekybin¢ AT-PGR analize. IS
gauty rezultaty matoma, kad tpdE bei tpdD geny transkripcija specifiSkai
vyksta bakterijoms naudojant TTMP ir yra panaSaus stiprumo kaip pdABC
operono geny nuskaitymas (3.74 pav.). tpdE geno atveju silpna iRNR sinteze

stebima ir bakterijjoms naudojant ne tik TTMP, bet ir kitus substratus.
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3.6 pav. tpdABC operono tyrimas. A, genomo fragmento su (pdABC genais
schema. VirSuje pazyméti AT-PGR taikiniai. B, AT-PGR produkty analizé
elektroforezés agarozes gelyje metodu. R. jostii TMP1 RNR i$skirta 1§
bakterijy, auginty su skirtingais anglies S$altiniais: 0,05 % TTMP, 0,1 %
gliukozes (GLC) arba 0,05 % piridino (PYR). M — DNR molekulinés masés
Zymuo.

Be to, tpdE genas buvo stipriau nuskaitomas bakterijose, augintose su piridinu
nei su gliukoze (3.74 pav.). Tai galéty reiksti, kad tpdE geno raiS8ka néra
visiS8kai specifiné TTMP ir gali biiti indukuojama ir kity N-heterocikliniy

junginiy skaidymo metu.
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3.7 pav. R. jostii TMP1 tpdA-E geny raiskos tyrimas. 4, Kiekybin¢ AT-PGR
analizé atlikta naudojant RNR, iSskirta 1§ bakterijy, auginty su skirtingais
anglies Saltiniais: 0,05 % TTMP, 0,1 % gliukozés (GLC) arba 0,05 % piridino
(PYR). Rezultatai pateikti kaip santykinis RNR kiekis, apskaiCiuotas i$
slenkstinio ciklo reikSmés (Cr), normalizuotas naudojant 16S rRNR Cr.
Pateiktas dviejy pakartojimy vidurkis + standartinis nuokrypis. B, AT-PGR
analizés produkty elektroforezé. RNR buvo skiriama 1§ bakterijy, auginty su
TTMP (1), gliukoze (2) arba piridinu (3); M — DNR molekulinés masés zymuo.

N - ()
o (&} o

Santykinis RNR kiekis
(6]

500 bp

10 e

o
N

250 bp

E B
-

LI LS 2800

o
=~

68



Gauti rezultatai leidzia daryti prielaidg, kad TpdE ir TpdD fermentai
taip pat reikalingi TTMP skaidyti. Kadangi ir tpdA4, ir tpdD geny raiska yra
indukuojama bakterijoms naudojant TTMP, tai sustiprina prielaida, kad TpdD
yra monooksigenazei TpdA reikalinga flaviny reduktazg, ir Sie fermentai veikia

kartu.

3.3.2. TTMP indukuojamo promotoriaus nustatymas

Kadangi #pdA geno koduojamo 40 kDa baltymo sintezé vyksta tik
terpéje esant TTMP (3.1 pav.), Sis genas turéty biiti valdomas TTMP arba jo
metabolitais. Siekiant patikrinti $ig prielaida, prie$ tpdA geng esanti DNR sritis
buvo klonuota 1 pART3-gfp vektoriaus, kuris gali biiti naudojamas promotoriy
paieskai (Sandu et al., 2005), sritj prie§ sustiprintos fluorescencijos Zaliai
fluorescuojancio baltymo (EGFP) gena. Siuo tikslu buvo padauginta pries pdA
esanti seka ir pd4 geno pradZia ir Sis fragmentas jterptas j vektoriy taip, kad
prie§ geng esanti sritis ir tpd4 geno dalis buty sulieta su EGFP genu pART3-
gfp plazmidéje (3.8 pav.). Tokiu bidu buvo gauta pART3-5‘UTR-gfp
plazmidé. Sia plazmide transformavus R. jostii TMP1 bakterijas ir jas auginant

NB terpéje su 0,05% TTMP, UV S§viesoje buvo stebima bakterijy

5’UTR_F UTR247 UTR227 UTR207
> >

CGTTGATCCGTCAAGGACGCGGAAGTGGTGGTCTTCGACCATCACAGTGATGATGGTTCCGGCATGGGTGCGTCC
GCAACTAGGCAGTTCCTGCGCCTTCACCACCAGAAGCTGGTAGTGTCACTACTACCAAGGCCGTACCCACGCAGG

UTR187 UTR157 UTR138
> >

>
GACTCGCAACCGCTGCAAAACGGAATCACGGCGGCGCCATCGGAGTTTGCGTACGCATCATACGAAGCGACTTGA
CTGAGCGTTGGCGACGTTTTGCCTTAGTGCCGCCGCGGTAGCCTCAAACGCATGCGTAGTATGCTTCGCTGAACT

UTR110
e
AACGGCGGAATCAGTATCGGCTAGGTACAAATGCGGATTCCCATCCGTAGCCGAGCCTGCATTCTGAAGGTGCGC
TTGCCGCCTTAGTCATAGCCGATCCATGTTTACGCCTAAGGGTAGGCATCGGCTCGGACGTAAGACTTCCACGCG

M R F I L. M s E C G

CGGCTGGCTGGCGTCGGTAGACCAAACAAGTGGAGGTAAGCGTCACATGCGATTCATCTTGATGTCTGAATGTGG
GCCGACCGACCGCAGCCATCTGGTTTGTTCACCTCCATTCGCAGTGTACGCTAAGTAGAACTACAGACTTACACC
<

5’UTR R

3.8 pav. (pdABC minimalios promotoriaus sekos klonavimo schema. Pateikti
pradmenys, naudoti klonuojant skirtingo ilgio #pdABC 5°UTR srities
fragmentus. Padauginti fragmentai buvo sulieti su pART3-gfp plazmidés
reporteriniu EGFP genu.

69



-TTMP 35 4 mm PART3-5'UTR-gfp
—1 pART3-gfp
30 |
25 |
20

15

Fluorescencija, RFU

10

TTMP GLC PYR

3.9 pav. EGFP raiSka, valdoma TTMP indukuojamu promotoriumi. 4, Pries§
tpdA gena esanCig DNR srit] jkeélus 1 pART3-gfp vektoriy kaip promotoriy,
gauta plazmide transformuotos R. jostii TMP1 bakterijos, auginamos NB
terpeje su 0,05 % TTMP, fluorescuoja. B, EGFP raiska specifiSkai atsiranda
pART3-5'UTR-gfp plazmide transformuotoms TMP1 bakterijoms augant
mineralinéje terpéje su 0,05 % TTMP, bet ne su 0,1 % gliukozés (GLC) ar
0,05 % piridino (PYR). Bakterijy fluorescencija matuota ploksteliy skaitytuvu
(Aex =485nm; Ao, = 510 nm); duomenys pateikti kaip trijy matavimy vidurkis
+ standartinis nuokrypis.

fluorescencija (3.94 pav.). Bakterijos, transformuotos tus¢ia pART3-gfp
plazmide, augintos su TTMP, nefluorescavo. Terp¢je be TTMP nebuvo
stebima nei tuS¢ia pART3-gfp plazmide, nei pART3-5‘UTR-gfp plazmide
transformuoty bakterijy fluorescencija.

Siekiant nustatyti minimalig promotoriaus seka buvo sukurti pradmenys
skirti klonuoti trumpesnes prieSgenines sritis (3.8 pav.). Taip seka trumpinant
po 20 nukleotidy buvo nustatyta, kad TTMP indukuojamas promotorius yra
138 nukleotidy sekoje prie§ tpdA gena. Trumpesni DNR fragmentai nebuvo
pakankami indukuoti EGFP raiskai, bakterijas auginant su TTMP.

Siekiant iSsiaiSkinti, ar TTMP promotorius yra reguliuojamas
represoriaus, ar aktyvatoriaus, pART3-5°UTR-gfp konstruktu buvo
transformuotos Arthrobacter globiformis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter
sp. PY21, Arthrobacter sp. 68b ir Rhodococcus erythropolis SQ1 bakterijos.
Jeigu TTMP promotoriy reguliuoty represorius, tikétina, kad ji perkélus i
giminingg Seimininkg biity gaunama konstitutyvi EGFP raiSka. Transformavus

minétas bakterijas paaiSkejo, kad jose Sis promotorius neveikia ir bakterijos
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nefluorescuoja, netgi jei jos augintos su TTMP. Tai néra labai netikéta, Zinant,
kad aromatiniy junginiy skaidyme dalyvaujantys reguliatoriai dazniau veikia
kaip transkripcijos aktyvatoriai (Diaz ir Prieto, 2000). Gauti rezultatai leido
padaryti prielaida, kad #pd geny sankaupoje aptiktas potencialaus LuxR tipo
reguliatorius TpdR gali dalyvauti TTMP indukuojamoje raiskoje ir veikti kaip
tpd geny transkripcijos aktyvatorius.

3.3.3. Promotoriaus savybiy tyrimas

TTMP indukuojamo promotoriaus savybeés toliau buvo tiriamos R. jostii
TMP1 bakterijose. Sistema buvo sudaryta i§ plazmidés pART3-5‘UTR-gfp,
kurioje yra tik indukuojamas promotorius ir jo valdomas reporterinis EGFP
genas, o promotoriaus reguliatorius / aktyvatorius, reikalingas promotoriui
veikti, yra paciose bakterijose. Kontrolei naudota pART3-gfp plazmidé (Sandu
et al.,, 2005), turinti EGFP geng be TTMP reguliuojamo promotoriaus.
Promotoriaus veikimas buvo vertinamas matuojant bakterijy fluorescencijos
intensyvumg. Kaip matoma 1§ rezultaty, pateikty 3.9B pav., tpdABC
promotoriaus valdoma EGFP fluorescencija yra indukuojama tik su TTMP, ir
kaip buvo galima numanyti 1§ ankstesniy bandymy, néra aptinkama
bakterijoms augant su gliukoze ar piridinu kaip vieninteliu anglies Saltiniu.

Kadangi buvo Zinoma, kad TTMP indukuoja baltymy raiSka ir
bakterijoms augant turtingoje NB terpéje (3.1 pav.), pasinaudojant Sia sistema
buvo jvertinta optimali ir minimali TTMP koncentracija, reikalinga
promotoriui veikti. Nustatyta, kad terpéje esant vos 1 mM TTMP
koncentracijai jau yra indukuojama EGFP raiSka, o maksimalus promotoriaus
veikimas pasiekiamas terpéje esant apie S mM TTMP (3.10 pav.).

Siekiant tokia TTMP reguliuojamg sistema pritaikyti valdomiems
raiSkos vektoriams kurti gali atrodyti, kad S§iy vektoriy veikimui bity
reikalingos labai didelés induktoriaus koncentracijos (5 mM), taciau svarbu

atkreipti démesj, kad apraSytuose eksperimentuose buvo naudotos laukinio tipo
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3.10 pav. EGFP fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo TTMP
koncentracijos terpéje. pART3-5'UTR-gfp plazmide transformuotos R. jostii
TMP1 bakterijos augintos NB terp¢je esant skirtingoms TTMP
koncentracijoms. Bakterijy fluorescencija matuota ploksteliy skaitytuvu
(Aex =485nm; Ao, = 510 nm); duomenys pateikti kaip trijy matavimy vidurkis
+ standartinis nuokrypis.

R. jostii TMP1 bakterijos, kurios skaido TTMP, tod¢l reali TTMP
koncentracija, esanti terpéje bei lastelése, buvo mazesné nei pridétoji. Svarbu,
kad $is promotorius jau veikia esant vos 1 mM induktoriaus koncentracijai,
todel naudojant TTMP reguliuojamus vektorius galéty bity taikoma Zymiai
mazesné, nei nustatyta optimali induktoriaus koncentracija.

Siekiant iStirti tpdABC promotoriaus specifiSkumg, R. jostii TMP1
bakterijos buvo transformuotos pART3-5‘UTR-gfp plazmide ir augintos NA
terpéje su skirtingais N-heterocikliniais substratais. Promotoriaus aktyvumas
buvo pusiau kiekybiSkai jvertintas pagal EGFP fluorescencija (3.4 lentele).
Gauti rezultatai rodo, kad #pdABC promotoriaus aktyvatorius, nors yra
jautriausias TTMP, taip pat aktyvuoja geny raiSka bakterijose, auginamose su
kitais metilintais pirazinais, ypac su 2,3,5-trimetilpirazinu. Deja, tirty junginiy
nepakako nustatyti reguliatoriaus atpaZjstamam alkilpiraziny struktiiros
motyvui. Buvo netikéta, kad EGFP sintetinamas bakterijose, augintose ir su
2,5-dimetilpirazinu, ir su 2,6-dimetilpirazinu, tac¢iau su 2,3-dimetilpirazinu ir

2,3-dietil-5-metilpirazinu augintos bakterijos nefluorescavo.

72



3.4 lentelé. TTMP indukuojamo promotoriaus specifiSkumas. pART3-5'UTR-
gfp plazmide transformuotos R. jostii TMP1 bakterijos augintos NA terp¢je su
0,05 % skirtingy N-heterocikliniy substraty. EGFP fluorescencija UV Sviesoje
jvertinta vizualiai, nurodomas fluorescencijos intensyvumas (+ < ++ < +++).

Fluorescencijos

Substratas Struktira .
intensyvumas

N
TTMP I ji T
N

N
2,3,5-trimetilpirazinas \E :ji ++
N

N
2,5-dimetilpirazinas \E :j\ +
N

N
2,6-dimetilpirazinas )I :j\ +
N

N
2,3-dimetilpirazinas [ :ji _
N

N
2,3-dietil-5-metilpirazinas \E :jc —
N

Piridinas @ —

N

Kontrolé — —

3.3.4. tpdABC operono transkripcijos pradzios tasko nustatymas

TTMP indukuojamo operono transkripcijos pradzios tasko nustatymui
buvo naudota pradmens ilginimo reakcija (3.11 pav.). Bendra R. jostii TMP1
bakterijy RNR buvo iSskirta 1§ indukcinémis saglygomis (0,05 % TTMP)
auginty bakterijy. Analiz¢ atlikta naudojant pradmenj, prasidedant; 20
nukleotidy Zemiau fpdA geno transliacijos iniciacijos kodono ATG. **P
zymeétas  atvirkStinés  transkriptazés  produktas buvo analizuojamas
poliakrilamidiniame gelyje kartu su DNR sekoskaitos produktais, gautais
naudojant tg pat] pradmenj (3.11 pav.).

Analizés metu buvo gauti du signalai: vienas atitinka G, esant] uz 52

nukleotidy nuo transliacijos iniciacijos kodono ATG, kitas G yra 45-tas
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nukleotidas nuo ATG. G, esantis uz 52 nukleotidy nuo ATG, yra laikomas
transkripcijos pradzios tasku 1. Antrasis signalas gali biti atsiradegs del iRNR
hidrolizés endonukleazémis. NustaCius transkripcijos pradzZios taska, galima
prognozuoti svarbias promotoriaus sritis, t. y. RNR polimerazés o faktoriaus
riSimosi vietg (—10 regiong) ir —35 regiong (3.12 pav.). Taciau Rhodococcus
genties bakterijy promotoriai néra taip gerai iStirti, kaip E. coli bakterijy
promotoriai, tod¢l néra iSskirty ir apraSyty kanoniniy jy promotoriy seky. D¢l
Sios priezasties —10 ir —35 regionai Sioje sekoje buvo pazymeti tik pagal padét]
nuo transkripcijos pradzios tasko.

I§ literatiros duomeny yra Zinoma, kad promotoriy sekos, prie kuriy
jungiasi LuxR superSeimos transkripcijos reguliatoriai, pasiZymi panaSia

struktiira. Pavyzdziui, LuxR dimeras jungiasi prie dviejy 20 bp invertuoty

1AGCT

*

*

3.11 pav. TTMP indukuojamo operono
transkripcijos  pradzios  taSko  nustatymas
pradmens ilginimo metodu. 1 takelis — pradmens
ilginimo reakcijos produktas; A, G, C, T — DNR
sekoskaitos reakcijos produktai. Rodyklémis
pazyméti transkripty pradzios tasky signalai.
Desinéje pateikta genomo seka bei zvaigzdutémis
pazymeéti transkripty pradZios taskai.

4000140000000 O-H)®O>>
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pasikartojanciy seky (Stevens et al., 1994). GerE dimeras jungiasi prie dviejy
12 bp invertuoty seky (Ducros et al., 2001), o NarL dimeras atpazjsta du 7 bp
invertuoty seky pasikartojimus (Darwin et al., 1996). R. Jostii TMP1 tpdABC
operono reguliacin¢je sekoje Salia —35 pozicijos buvo aptiktas panasus seky
pasikartojimas (3.12 pav.: A4 — mélynai pabrauktos sekos; B — seky
palyginimas). Kitaip nei kity bakterijy reguliatoriy atpazjstamos sekos §ios
15 bp sekos néra invertuotos. Taciau klonavus reguliacinj DNR regiong be
pirmojo 1§ Siy pasikartojimy (naudojant pradmen; UTR110), ji nebeturéjo
promotoriaus savybiy. Sie rezultatai leidzia spéti, kad Sios pasikartojanéios
sekos gali biiti svarbios reguliatoriui veikti.

Antroji 1§ pasikartojanciy 15 bp seky persidengia su —35 regionu
(3.124 pav.), be to, jos pabaigoje yra trumpa 7 bp seka, kuri yra komplementari
kitai 7 bp invertuotai sekai, esanciai uz jsiterpusiy 4 nukleotidy (3.124 pav.,
raudonai pazymétos sekos). D¢l savo komplementarumo Sios sekos galéty
suformuoti plauky segtuko struktiirg (3.12C pav.), ribojancig transkripcijos
veiksniy prisijungimg prie —35 regiono. Reguliatoriui atpazinus ir prisijungus
prie pasikartojanciy 15 bp seky, $i struktiira biity iSardyta ir biity inicijuojama
tpdABC operono transkripcija. Detaliam reguliacijos mechanizmui iStirti

reikalingi papildomi tyrimai.

A B TGAAACGGCGGAATC
* * % *hkkkk **k
UTR138 UTR110 -35
TACAAATGCGGATTC
TCATACGAAGCGACTTGAAACGGCGGAATCAGTATCGGCTAGGTACARATGAEGATTCCATCCGTAGCCG
AGTATGCTTCGCTGAACTTTGCCGCCTTAGTCATAGCCGATCCATGTTTACGLCTAAGGGTAGGCATCGGE
C cec
T C
-10 * + SD Met _—
AGCHTGCAT L TGAAGGTGCGCCGGCTGGCTGGCGTCGGTAGACCAAACAAGTGGAGGTAAGCGTCACATG A-T
TCGEACGTANGACTTCCACGCGGCCGACCGACCGCAGCCATCTGGTTTGTTCACCTCCATTCGCAGTGTAC G-c
G-
c-G
GT
AAT-AGC

3.12 pav. Tetrametilpirazinu indukuojamo promotoriaus sritis. 4, Met —
transliacijos iniciacijos kodonas; SD — ribosomos atpazinimo vieta; rodyklémis
pazyméti transkripty pradzios taskai; raudonai paZymétos invertuotos
komplementarios 7 bp sekos, kuriy panaSumas parodytas C struktiiroje;
melynai pabrauktos 15 bp ilgio panaSios sekos, jy panaSumas pateiktas B
strukturoje. UTR138 ir UTR110 zymi seky 5' galus gaunamus su pradmenimis
dauginant promotoriaus regiong ir klonuojant ji 1 pART3-gfp vektoriy.
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3.3.5. Reguliatoriaus geno klonavimas ir veikimas R. erythropolis SQ1

lastelése

tpd sankaupos geny koduojamy baltymy seky analizés metu nustatyta,
kad TpdR yra hipotetinis LuxR superSeimai priklausantis transkripcijos
veiksnys. Paprastai transkripcijos reguliatoriy genai aptinkami Salia jy
reguliuojamy geny, todel buvo padaryta prielaida, kad TpdR galéty dalyvauti
tpdABC operono valdyme. Anks€iau aprasyti TTMP indukuojamo
promotoriaus tyrimai leidZzia manyti, kad §] promotoriy valdo transkripcijos
aktyvatorius. D¢l $iy priezas¢iy buvo nuspresta patikrinti, ar pdR koduojamas
reguliatorius yra reikalingas TTMP indukuojamam promotoriui valdyti.
Patikrinti S$iai hipotezei pdR genas su prieSgenine DNR sritimi buvo
padaugintas PGR biidu ir klonuotas i plazmidg, kurioje jau buvo TTMP
indukuojamas promotorius ir jo valdomas EGFP genas. Tokiu bidu gauta
plazmidé pART3-5‘UTR-gfp-R (3.13 pav.). Sia plazmide transformuotos R.
erythropolis SQ1 bakterijos buvo auginamos NB terpéje su (0,05 %) ir be
TTMP.

Nustatyta, kad bakterijas transformavus plazmide, turin€ia fpdR gena,
TTMP indukuojamas promotorius 1§ R. jostii TMP1 veikia ir R. erythropolis
SQ1 bakterijose, kurias auginant terp¢je su TTMP buvo stebima bakterijy
fluorescencija (3.14 pav.). Nors pART3-5‘UTR-gfp-R transformuotos R.
erythropolis SQ1 bakterijos Siek tiek fluorescuoja ir terpéje be TTMP, taiau
fluorescencija pastebimai sustipréja terpé¢je su TTMP. Gauti rezultatai
patvirtino, kad #pdR koduojamas reguliatorius dalyvauja tpd operono

reguliacijoje ir veikia kaip transkripcijos aktyvatorius.

@g} Qfx\\ “@7} “‘P&
= —+
\va @é’\Q \Q&

(I) I 2 Ikb

3.13 pav. pART3-5‘UTR-gfp-R klonavimo schema. tpdA prieSgeniné sritis ir
geno pradzia sulieta su egfp genu, jterptas {pdR genas.
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3.14 pav. TpdR veikia kaip TTMP indukuojamg promotoriy atpazjstantis
transkripcijos aktyvatorius. R. erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos
pART3-gfp (a), pART3-5UTR-gfp (b) ir pART3-5'UTR-gfp-R (c)
plazmidémis, augintos NB terp¢je su 0,05 % TTMP (TTMP+) ir be TTMP
(TTMP-). Petri leksteles vaizdintos UV Sviesoje.

ApraSyta promotoriaus ir jo reguliatoriaus sistema galéty buti pritaikyta
Rhodococcus spp. bakterijy baltymy raiskos sistemoms kurti. Siuo metu yra
sukurtos vos kelios raiSkos sistemos, skirtos Sios genties bakterijoms, o kaip
rodo ir Siame darbe patirti sunkumai gaunant Rhodococcus baltymus E. coli
bakterijose (zr. 3.4 skyriy), tokiy sistemy poreikis tikrai yra aktualus. Dabar
naudojamuose Rhodococcus baltymy raiSkos vektoriuose geny raiskai
regulivoti yra naudojamos ksenobiotiky skaidymo reguliavimo sistemos.
Pavyzdziui, vienoje 1§ Rhodococcus spp. bakterijoms tinkamy raiSkos sistemy
— pART grupés vektoriuose panaudotas 6-D-hidroksinikotino oksidazés geno
promotorius ir operatorius i§ Arthrobacter nicotinovorans, skaidancio nikoting
(Sandu et al., 2005).

Nors TTMP indukuojamo promotoriaus reguliuojamos raiskos
efektyvumas tyrinétas tik dviejy risiy Rhodococcus bakterijose, taciau stipri
TpdA raiSka, auginant R. jostii TMP1 bakterijas su TTMP (3.1 pav.), bei
intensyvi EGFP  fluorescencija R. erythropolis SQ1  bakterijose,
transformuotose plazmide su tpdABC promotoriumi ir tpdR (3.14 pav.), rodo
Sios sistemos potencialg. Be to, nedidele TTMP kaina suteikia §iai sistemai
rimtg pranaSumg prie$ kitais induktoriais valdomas baltymy raiskos sistemas.
Pavyzdziui, TTMP Siuo metu yra bent dviem eilémis pigesnis uz tiostreptona,
kuris naudojamas indukcijai pTip tipo plazmidése (Nakashima ir Tamura,

2004a).
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3.4. TTMP metabolinio kelio nustatymas

3.4.1. tpdABC genuy koduojamas TTMP skaidymas

Nustacius TTMP indukuojamo baltymo gena #pdA bei parodZius, kad
genai tpdA, tpdB ir tpdC yra nuskaitomi kaip vienas transkriptas bei i§ TpdA
homology analizés padarius prielaidg, kad Sis baltymas galéty dalyvauti
pradingje TTMP skaidymo reakcijoje, buvo nuspresta nustatyti (pdABC
operono funkcija TTMP skaidymo procese. Tam tikslui visas tpdABC
operonas, atskiri jo genai bei geny tpdAB ir tpdBC kombinacijos buvo
klonuotos 1 pART2 raiskos vektoriy ir perkeltos i giminingg Seimininkg — R.
erythropolis SQ1 bakterijas.

R. erythropolis SQ1 bakterijos Seimininku pasirinktos dél keliy
priezas¢iy. Rekombinantiniy baltymy raiSkai pasirinkus klasikinj Seimininkg —
E. coli bakterijas — tirpiy ar funkcionaliy TpdABC baltymy gauti nepavyko.
Naudojant pET21 raiSkos sistemg ir iSbandzius keletg skirtingy E. coli
bakteriniy kamieny bei indukcijos salygy, buvo gauti tik netirpls
rekombinantiniai baltymai intarpiniuose kiineliuose.

Sis reiskinys, kai Gram teigiamyjy bakterijy su GC turtingu genomu
baltymai E. coli bakterijose sintetinami neaktyviis, yra gerai Zinomas, taciau
tikslios jo priezastys néra aiSkios. Manoma, kad jtakos gali turéti E. coli ir
Rhodococcus spp. bakterijy vidulgstelinés aplinkos skirtumai, tokie kaip
baltymy sintezés greitis, baltymy struktiros formavime dalyvaujantys
baltymai, osmosinis slégis ar redokso biisena (Nakashima ir Tamura, 2004b).
Be to, Zinoma, kad Gram teigiamyjy bakterijy baltymai gali nebiiti sintetinami
E. coli bakterijose, kadangi kai kurie aktinomicety kodonai yra retai naudojami
E. coli genome (Nakashima ir Tamura, 2004b). Galiausiai, Rhodococcus
bakterijos naudoja kai kuriuos kofaktorius, kuriy E. coli nesintetina.

Siy baltymy raiskos problemy galima i$vengti raiskai naudojant
giminingg Seimininka, tod¢l buvo pasirinktos tetrametilpirazino neskaidancios
R. erythropolis SQ1 bakterijos. Sios bakterijos yra lengvai transformuojamos

pART tipo vektoriais, be to, jose gerai veikia pART promotorius: R.
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erythropolis SQ1 bakterijy transformacija pART2-gfp plazmide lemia
efektyvig EGFP baltymo sinteze, d¢l kurios stebima bakterijy fluorescensija.

R. erythropolis SQI1 bakterijos buvo transformuotos skirtingais
konstruktais, koduojanciais tpdABC operono genus ir jy kombinacijas, ir buvo
tikrinamas gauty transformanty geb¢jimas katabolizuoti TTMP. TTMP
biokonversija R. erythropolis SQ1 transformantuose buvo stebima

spektrofotometriSkai — matuojant reakcijos miSinio UV sugerties spektro

poky¢ius.
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3.15 pav. TTMP biokonversija panaudojant R. erythropolis SQ1 bakterijas,
transformuotas plazmidémis su skirtingais tpdABC operono genais. Bakterijos
augintos NB terp¢je. Biokonversijos vykdytos 20 °C temperatiroje, 10 mM
kalio fosfato buferiniame tirpale (pH 7,2), esant 0,1 mM pradinei TTMP
koncentracijai. Biokonversija vyko 17 wval. Spektrai uZraSyti bakterijas
paSalinus centrifuguojant (1 min., 16000xg). IStisine linija vaizduojamas
pradinis sugerties spektras, taskais vaizduojamas biokonversijos reakcijos
produkto sugerties spektras.
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Nustatyta, kad TTMP skaidé R. erythropolis SQ1 bakterijos,
transformuotos plazmidémis su (pdABC ir tpdAB genais, o atskiry tpdA, tpdB ir
tpdC geny TTMP skaidymui nepakako (3.15 pav.). Per 6 paras R. erythropolis
SQ1 bakterijos su pART2-tpdABC plazmide transformavo 240 mg TTMP, o
pART2-tpdAB — 140 mg TTMP.

Gautuose sugerties spektruose matomi pokyciai rodo, kad TTMP
skaidant bakterijoms su tpdABC ir su tpdAB genais susidaro skirtingi produktai
(3.154, B pav.). Kaip ir buvo galima tikétis, susidariusiy produkty sugerties
spektruose nebuvo stebimas sugerties padidéjimas 320-350 nm srityje,
biidingas hidroksilintiems N-heterocikliniams junginiams (Taylor ir King,
1987), kurie susidaro iki Siol zinomy alkilpiraziny pradinése skaidymo
reakcijose (Miiller ir Rappert, 2010; Rajini et al., 2011). Skaidant TTMP tokie
junginiai susidaryti negali dél Sio junginio struktiiros, kurioje visi aromatinio
ziedo anglies atomai turi po metilo pakaita.

TTMP biokonversijos metu susidare produktai buvo i8skirti 1§ reakcijos
misinio ir jy struktiiros buvo nustatytos 'H BMR, °C BMR ir MS analizés
metodais. R. erythropolis SQ1 bakterijy, transformuoty plazmide su tpdABC
genais, produkto 'H BMR spektre buvo matomos penkios smailés: 8 6.37 (br s,
1H, NH), 4.58 (p, J=7.1 Hz, 1H, CH), 2.21 (s, 3H, COCH;), 1.99 (s, 3H,
NHCOCH3), 1.36 (d, J=7.1 Hz, 3H, CH;); o “C BMR spektre nustatytos
SeSios smailés: 6 207.1, 169.7, 54.8, 26.8, 23.4, 17.8.. Taip nustatyta, kad
bakterijos, turin¢ios visus tris (pdABC genus, metabolizavo TTMP iki N-(3-
oksobutan-2-il)acetamido (OBNA). OBNA 'HBMR ir "C BMR spektrai
visiSkai atitiko anksciau publikuotus duomenis (Peach et al., 2006).

Tuo tarpu R. erythropolis SQI1 bakterijy, transformuoty plazmide su
pdAB genais, produkto '"H BMR spektras turéjo tris smailes: & 8.67 (s, 1H,
NH), 1.88 (s, 3H, CHz) ir 1.82 (s, 3H, CH3). tpdAB produkto °C BMR spektre
nustatytos keturios smailés: 6 167.7, 121.2, 23.2, 16.4. Didelés skyros MS
analiz¢ patvirtino, kad $io junginio molekuliné formulé¢ buvo CgH;sN,0O,
(apskai¢iuota [M+H]+ molekuliné¢ mas¢ buvo 171.11335, nustatyta mase¢ —

171.1134). Naudojant Siuos duomenis nustatyta, kad TpdAB oksidavo TTMP
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3.16 pav. Tetrametilpirazino (TTMP), (£)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)
diacetamido (BDNA) ir N-(3-oksobutan-2-il)acetamido (OBNA) struktirinés
formulés.

iki (Z)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamido (BDNA). Substrato ir tarpiniy
metabolity struktiiros pateiktos 3.16 pav.

Siekiant nustatyti, kurie tpd4ABC operono genai yra reikalingi tarpiniam
metabolitui BDNA hidrolizuoti iki OBNA, buvo atliktos biokonversijos
reakcijos, transformuotoms R. erythropolis SQ1 bakterijoms kaip substratg
pateikiant i§grynintg BDNA. Nustatyta, kad BDNA hidrolize vykdé bakterijos,
turinéios plazmides su pdABC, tpdBC ir tpdC genais (3.17 pav.). Sie
duomenys atskleide, kad BDNA skaidyma katalizuoja vienas TpdC fermentas,
kurio aktyvumui nereikalingi kartu veikiantys TpdA ar TpdB baltymai.

3.5 lentelé. R. erythropolis SQ1 biokonversijy produktai, gauti su skirtingais
rekombinantiniais  tpdABC operono genais. Transformuoty bakterijy
suspensijos buvo inkubuotos su 0,1 mM TTMP arba 0,1 mM BDNA. Substrato
skaidymas nustatytas matuojant UV sugerties spektro pokycius. TTMP
biokonversijos reakcijy produktai nustatyti 'H BMR, °C BMR ir MS analizés
metodais. BDNA biokonversijos produktai identifikuoti pagal UV sugerties
spektrus ir plonasluoksnés chromatografijos analizg.

g . Substratas
Plazmidé tpd genas(-ai) TTMP BDNA
pART2 - — —
pART2-tpdA tpdA — n
pART2-tpdB tpdB — n
pART2-tpdC tpdC — OBNA
pART2-tpdAB | tpdA, tpdB BDNA | n
pART2-tpdBC | tpdB, tpdC — OBNA
pART2-tpdABC | tpdA, tpdB, tpdC | OBNA | OBNA

»— . — blokonversija nevyksta; n — biokonversija netirta.
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3.17 pav. (Z2)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamido (BDNA) biokonversija R.
erythropolis SQ1 bakterijomis, transformuotomis plazmidémis su skirtingais
tpdABC operono genais. Bakterijos augintos NB terpéje. Biokonversijos
vykdytos 20 °C temperatiiroje, 10 mM kalio fosfato buferiniame tirpale
(pH 7,2), esant 0,1 mM pradinei BDNA koncentracijai. Biokonversija vyko
1 val. Spektrai uZraSyti bakterijas pasalinus centrifuguojant (1 min., 16000xg).
IStisine linjja vaizduojamas pradinis sugerties spektras, taskais vaizduojamas
biokonversijos reakcijos produkto sugerties spektras.

Biokonversijos bandymy rezultatai rodo, kad TTMP metabolizmas,
koduojamas tpdABC geny, yra keliy pakopy procesas. TTMP ziedo oksidacinio
atidarymo reakcija katalizuoja TpdAB ir Sios reakcijos metu susidaro BDNA,
kuris toliau hidrolizuojamas TpdC fermento iki OBNA. Visy tirty tpdABC
operono geny jtaka R. erythropolis SQ1 bakterijy gebé¢jimui metabolizuoti
TTMP ir BDNA pateikta apibendrinancioje 3.5 lenteléje.
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3.4.2. TpdAB katalizuojama TTMP oksidacija '*O izotopu Zymétame

vandenyje

Pradiniame TTMP skaidymo Zingsnyje TpdAB kompleksas vykdo
oksidacing aromatinio Ziedo atidarymo reakcijg, susidarant BDNA. Nors $ios
reakcijos metu ;] TTMP molekulg yra jjungiami du deguonies atomai ir
susidargs produktas yra panasus i dioksigenazinés reakcijos produkta, seky
analizé rodo, kad TpdA yra homologiSka monooksigenazéms. Yra Zinoma
atvejy, kai flavino monooksigenazés katalizuoja piridiny Ziedo oksidacinj
atidaryma, susidarant panaSios struktiiros produktams (Nelson ir Snell, 1986).
Siekiant nustatyti TpdAB oksigenazés katalizuojamo TTMP Ziedo oksidacijos
mechanizma, TTMP biokonversija iki BDNA buvo atlickama '*O izotopu
zymétame vandenyje, naudojant pART2-tpdAB plazmide transformuotas R.
erythropolis SQ1 bakterijas.

Atlikus TTMP biokonversija iki BDNA '*O izotopu Zymétame
vandenyje ir paprastame vandenyje, susidar¢ produktai buvo iStirti taikant
tandemine skysCiy chromatografijos ir masiy spektrometrijos analize.
Nustatyta, kad 'O izotopu Zymétame vandenyje susidariusio BDNA
molekuliné masé yra 172 (nustayta [M+H]" masé — 173,15) ir dviem vienetais
skiriasi nuo BDNA masés, gautos paprastame vandenyje ([M+H]™ masé —

171,15) (3.18 pav.). Sie rezultatai atskleidé, kad TpdAB oksigenaze
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3.18 pav. TTMP biokonversijos R. erythropolis SQ1  bakterijose,
transformuotose (pdAB genais, produkto HPLC-MS analizé. Pateikti teigiamos
jonizacijos masiy spektrai, gauti analizuojant BDNA gautg vandenyje (4) arba
0 izotopu Zymétame vandenyje (B).
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oksidacinio Ziedo atidarymo metu § TTMP molekule jjungia vieng nezZymétg O
atoma i§ molekulinio deguonies, o antrasis, Zymétas deguonies atomas yra
jjungiamas 1§ vandens molekulés.

Paprastai du deguonies atomus ] oksiduojamg substrata jjungia
dioksigenazes (Ferraro et al., 2005). Taciau dioksigenazés abu deguonies
atomus ] substratg jjungia i§ molekulinio deguonies, todé¢l dioksigenazés
reakcijos produkto, gauto sunkiuoju deguonimi Zymétame vandenyje,
molekuliné masé neturéty skirtis nuo produkto, gauto jprastame vandenyje.
Kita vertus, kai kurios flavino monooksigenazes taip pat oksiduoja substratus,
jjungdamos du deguonies atomus. Pavyzdziui, tokiu biidu vyksta 2-metil-3-
hidroksipiridino-5-karboksirtigsties monooksigenazés (MHCO) katalizuojama
2-metil-3-hidroksipiridino-5-karboksirtigS§ties oksidacinio Ziedo atidarymo
reakcija (Chaiyen et al., 1997). Skirtingai nei dioksigenazés, monooksigenazes
1 substratg jjungia vieng molekulinio deguonies atomg, o antrojo deguonies
atomo Saltinis yra vanduo. Todél sunkiuoju deguonimi Zymétame vandenyje
atlikus monooksigenazes katalizuojamg oksidacija, susidares produktas turéty
turéti viena '°O atoma ir savo mase skirtis nuo produkto, gauto nezymétame
vandenyje. Kadangi TpdAB katalizuojamos TTMP oksidacijos metu '*O
izotopu Zymeétame vandenyje susidar¢é BDNA, sunkesnis nei gautasis
paprastame vandenyje, irodyta, jog TpdAB veikia kaip TTMP
monooksigenazeé.

Taigi tirtant TTMP metabolizmg nustatyta, kad pradiniam TTMP
skaidymo Zingsniui reikalingi du genai — #tpdd ir tpdB. Siy geny koduojami
baltymai sudaro TpdAB kompleksa, veikiant; kaip TTMP monooksigenaze.
Seky analize atskleidé, kad artmiausi TpdA homologai yra i liuciferazes
panaSios monooksigenazes. PanaSiai kaip TpdA aktyvumui yra reikalingas
TpdB baltymas, bakterinés liuciferazés veikia kaip kompleksai 1§ a ir 3
subvienety. Taciau liuciferaziy subvienetai pasiZymi seky tarpusavio panasumu
(Ellis, 2010), o TpdB néra homologiskas liuciferazéms. Be to, TpdB yra
gerokai mazesnis (teoriné¢ mas¢ 15,2 kDa) uz tipiska liuciferazés 3 subvieneta

(35 kDa) (Baldwin et al., 1995).
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TpdB sekos analizé parodé, kad baltymas priklauso branduolio
transporto faktoriaus 2 (NTF2-like) superSeimai, kuriai priklausanciy baltymy
funkcijos labai skiriasi, nepaisant struktiriniy panasumy. Tarp §iai superSeimai
priklausanciy baltymy Seimy yra ir ketosteroidy izomeraziy Seima, kuriai
priklausantys baltymai teoriSkai galéty dalyvauti TpdAB komplekso
katalizuojamoje skaidymo reakcijoje. Ketosteroidy izomerazés katalizuoja
dvigubyjy rysiy persigrupavimg steroiduose (Kuliopulos et al., 1991) ir taip
veikdamas TpdB galéty destabilizuoti aromating TTMP struktiirg. Kita vertus,
NTF2-like baltymy superSeimai taip pat priklauso mazas dimerinis baltymas —
PhzA/B, kuris dalyvauja dviejy aminoketono molekuliy kondensacijos
reakcijoje (Ahuja et al., 2008). Ivykus aminoketony kondensacijai, PhzA/B
katalizuoja dvigubyjy rySiy persigrupavimg, kurio metu susidaro fenazino
biosintezés tarpinis metabolitas, kuris yra struktiiriSkai panaSus ] pirazing,
turint] po pakaitg prie kiekvieno aromatinio Ziedo anglies atomo. PanaSis
TpdB katalizuojami dvigubyjy rySiy pergrupavimai TTMP molekul¢je galéty
destabilizuoti substratg ir taip dalyvauti TpdAB katalizuojamoje oksidacijoje.

Flavinus naudojanc¢ios monooksigenazés, tokios kaip TpdA, veikia kaip
dvikomponenté sistema, sudaryta i§ didziojo komponento (oksidazes), kuris
hidroksilina substratg naudodamas redukuotus flavino nukleotidus, ir mazZojo
komponento (flaviny reduktazés), kuris naudoja NAD(P)H ir redukuoja FAD
arba FMN (Ellis, 2010). Tokio tipo flaviny reduktaz¢ #pd geny sankaupoje
koduoja pdD genas, taiau TTMP biokonversijai R. erythopolis SQI1
bakterijose uzteko tpdA ir tpdB geny, o tpdD genas nebuvo biitinas (3.15 pav.).
Geny raiSkos tyrimais buvo nustatyta, kad #pdD geno raiSka aktyvuojama
bakterijoms skaidant TTMP (3.7 pav.), tod¢l tikétina, kad R. jostii TMP1
bakterijose TpdD veikia kartu su TpdAB kompleksu. Kadangi Rhodococcus
spp. bakterijos koduoja daug flavino reduktaziy (kaip matoma publikuotuose
genomuose (McLeod et al., 2006; Sekine et al., 2006)), biokonversijos
reakcijas atliekant R. erythopolis SQ1 bakterijose, TpdD gal¢jo pakeisti viena
1§ SQ1 flavino reduktaziy.
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3.4.3. TpdC katalizuojamos BDNA hidrolizés tyrimas in vitro

Tiriant TTMP metabolizmg in vivo buvo pademonstruota, kad po TTMP
oksidacijos, katalizuojamos TpdAB komplekso, susidares BDNA yra toliau
hidrolizuojamas TpdC (3.17C pav.). Siekiant patvirtinti, kad TpdC yra BDNA
hidrolaze, fermentas buvo i§grynintas ir jo funkcija buvo istirta in vitro.

Siekiant efektyviai iSgryninti TpdC, buvo pasirinkta prie baltymo
prisititi poli-His uodega. Rekombinantinio baltymo raiskai buvo pasirinkta
standartiné pET baltymy raiSkos sistema E. coli bakterijose. tpdC genas buvo
klonuotas j pET21b(+) vektoriy, sukuriant du konstruktus: pET-tpdC,
koduojantj natyvy TpdC, ir pET-pdC-Hiss, koduojant] TpdC su $eSiy histidino
liekany uodega C-gale. Deja, iSbandzius keletg skirtingy E. coli bakterijy ir
indukcijos salygy nepavyko gauti aktyviy baltymy.

Nepavykus TpdC baltymo susintetinti E. coli lastelése ir Zinant, kad S$is
fermentas yra aktyvus R. erythropolis SQ1 bakterijose naudojant pART2
raiSkos vektoriy (pART2-tpdC, 3.17C pav.), pART2 raiskos vektoriuje buvo
sukurtas konstruktas pART2-tpdC-Hisg, koduojantis TpdC baltyma su astuoniy
histidino lickany uodega C-gale. Siuo konstruktu transformavus R. erythropolis
SQ1 bakterijas, buvo nustatyta, kad TpdC, turintis poli-His uodega C-gale, yra
neaktyvus.

Tuomet TpdC raiSkai buvo pasirinkta Rhodococcus spp. bakterijose
veikianti pTip baltymy raiSkos sistema. pTip-QC1 vektoriuje sukurti
konstruktai, koduojantys natyvy TpdC (pTipQC-tpdC) ir N-gale Sesiy histidino
lickany uodegg turintj TpdC (pTipQC-Hise-tpdC). Siomis plazmidémis
transformavus R. erythropolis SQ1 bakterijas ir indukavus baltymy raiSka
tiostreptonu, buvo gauti aktyviis TpdC ir Hisg-TpdC fermentai.

Hisg-TpdC buvo dalinai i§grynintas naudojant nikelio chelating koloné¢le
(3.194 pav.). TpdC fermentinis aktyvumas buvo nustatytas
spektrofotometriskai, matuojant sugerties mazéjima ties 223 nm bangos ilgiu,
atsirandant] d¢l BDNA hidrolizés. Nustatyta, kad fermentas optimaliai veikia
esant pH reikiméms 7,5-8,0. Sie in vitro tyrimai patvirtino, kad TpdC veikia

kaip BDNA hidrolaze.
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3.19 pav. Rekombinantinio Hisg-TpdC baltymo gryninimas ir optimalaus
veikimo pH nustatymas. A, TpdC baltymo sintezé R. erythropolis SQI1
bakterijose, transformuotose pTipQC-tpdC (1) pTipQC-Hisg-tpdC (2) ir tuscia
pTipQC plazmide (3) buvo indukuota 17 valandy inkubuojant su 1 pg/ml
tiostreptono. TpdC (~50 kDa) buvo iSgrynintas i§ belgsteliniy ekstrakty,
naudojant nikelio chelating kolonele (4). SDS-PAGE gelis nudazytas
Coomassie Blue. M — baltymy molekulinés masés zymuo. B, Optimalus TpdC
veikimo pH nustatytas matuojant fermento aktyvumag pH intervale nuo 6,2 iki
9,0 kalio fosfato ir Tris-HCI buferiniuose tirpaluose, prid¢jus 0,1 mM BDNA.
Atlikti maZiausiai trys nepriklausomi matavimai.

TpdC katalizuojamos BDNA hidrolizés metu susidaro optiskai aktyvus
produktas OBNA, kurio specifinis poliarizuotos 586 nm bangos ilgio §viesos
sukimo kampas 20 °C temperatiiroje [a]p>" =+102° (1.16 g/100 ml CHCI;).
Tai rodo, kad TpdC katalizuojama reakcija vyksta stereospecifiskai. 'H BMR
(CDCl, tirpiklyje) analize buvo nustatyta, kad BDNA gali egzistuoti keliomis
tautomerinémis  formomis (duomenys nepateikti). Kadangi TpdC
katalizuojamos hidrolizés metu susidaro optiskai aktyvus produktas, tikétina,
kad tikrasis TpdC substratas yra vienas i§ imino formos BDNA (3.20 pav., 1b)
enantiomery, o ne amino formos BDNA (3.20 pav., /a), kuris neturi chiraliniy
centry.

TpdC priklauso amidaziy superSeimai ir yra labai artima omega-
oktalaktamy hidrolazei i§ Rhodococcus sp. Octl, kurios funkcija yra patvirtinta
in vitro (Fukuta et al., 2010), tod¢l tikétina, kad TpdC veikia kaip BDNA
amidaze. Taciau pagal TpdC produkto OBNA struktiira nejmanoma nustatyti

reakcijos eigos, tai yra, kuris rySys BDNA molekuléje yra hidrolizuojamas
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(3.20 pav.). Jeigu TpdC veikia kaip amidazé ir BDNA molekuléje hidrolizuoja
amidinj ry$j, turéty iSsiskirti acto riigstis (3.20 pav., 2) ir susidaryti tarpinis
enaminas (3.20 pav., 3), kuris toliau spontaniskai hidrolizuotysi, iSsiskiriant
amoniakui ir susidarant OBNA (3.20 pav., 5). Kita vertus, OBNA i§ BDNA
galéty susidaryti ir TpdC hidrolizuojant imino ry$] ir atskeliant acetamida

(3.20 pav., 4).
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3.20 pav. Hipotetiniai (Z)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamido (BDNA)
hidrolizés TpdC hidrolaze keliai. Galimos BDNA tautomerinés formos —
amino (/a) ir imino (/b). Kelias i — amidinio rySio (7) hidrolizé susidarant acto
rugsciai (2) ir tarpiniam iminui (3), kuris toliau hidrolizuojasi, iSsiskiriant
amonio jonams ir N-(3-oksobutan-2-il)acetamidui (OBNA) (5). Kelias ii —
enamino arba imino hidroliz¢ (i), susidarant acetamidui (4) ir OBNA (5).

Siekiant nustatyti, kurj BDNA ry$j hidrolizuoja TpdC, reakcija buvo
vykdyta in vitro ir reakcijos miSinys buvo paveiktas Neslerio reagentu, kuris
specifiSkai nustato amonio jonus (Burns et al., 1970). Teigiama Neslerio
reakcija pademonstravo, kad TpdC hidrolizuojant BDNA iki OBNA iS$siskiria
amonio jonai, kaip kad prognozuota amidinio rySio hidrolizés atveju
(3.20 pav., i). Svarbu pazymeti, kad spéjamo enamino/imino hidrolizes
produkto acetamido (3.20 pav., if) TpdC nehidrolizuoja — Neslerio reakcija
buvo neigiama. Taigi Sie rezultatai patvirtino, kad TpdC yra BDNA amidaz¢ ir
hidrolizuoja amidin} ry§] BDNA molekul¢je. Kadangi TpdC hidrolizuojant
BDNA susidaro amonio jonai ir optiSkai aktyvus OBNA, galima pasiilyti
apibendrintg Sios reakcijos eiga, pateiktg 3.21 pav.
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3.21 pav. (£)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamido (BDNA) amidazeés TpdC
katalizuojama BDNA (/) hidroliz¢ iki N-(3-oksobutan-2-il)acetamido (OBNA)
(3). TpdC hidrolizuoja amidinj ryS§j (paZymétas rodykle) tautomerine imino
forma esancioje BDNA (/) molekuléje. Reakcijos metu susidares tarpinis
imino junginys (2) spontaniSkai hidrolizuojasi iSsiskiriant amonio jonams ir
galutiniam produktui OBNA (3). * pazymeétas chiralinis centras.
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3.4.4. TpdE katalizuojama OBNA redukcija

Anksciau apraSyta sekos analizé parodé¢, kad TpdE baltymas patikimai
priskiriamas klasikinéms trumpy grandiniy dehidrogenazéms / reduktazéms
(SDR), kurios turi Rossmann fold NAD(P)H/NAD(P)" surigimo domeng (3.2 ir
3.3 lentelés). Kadangi yra Zzinoma, jog dauguma bakteriniy SDR yra
oksidoreduktazes, katalizuojancios nuo NAD(P)H priklausomg hidroksi-keto
grupiy oksidacijos-redukcijos reakcija (Kavanagh et al., 2008), buvo iSkelta
hipotez¢, kad TpdE galéty dalyvauti vélesniuose TTMP metabolizmo
zingsniuose ir redukuoti OBNA, kuris turi keto grupe ir todé¢l yra potencialus
SDR substratas.

Siekiant patikrinti Sig hipoteze, ipdE genas buvo klonuotas | pET21b(+)
vektoriy ir C-gale sulietas su SeSiy histidino liekany uodega. Gautu pET21-
tpdE konstruktu transformuotos E. coli BL21(DE3) bakterijos ir gauta tpdE
raiSka. TpdE-Hiss buvo dalinai iSgrynintas naudojant nikelio chelating
chromatografijg (3.22 pav.). Fermentinis TpdE aktyvumas buvo iSmatuotas
naudojant OBNA kaip substrata ir NADPH kaip kofaktoriy. Nustatyta, kad
kofaktoriumi naudojant NADH OBNA redukcija nevyksta. Fermentiniam
aktyvumui optimalus pH yra 7,5. Nustatyta fermento menamoji K, reikSmé
substratui OBNA yra 5,2+1,5 uM, esant 500 uM NADPH, o menamoji K,
reikSmé NADPH yra 379+73 uM, esant 6 uM OBNA. Menamoji ki, reikSme
yra 2,540,1 s

M 1 2
116
66.2 wew
45 3.22 pav. Rekombinantinio TpdE-Hiss baltymo
35 b gryninimas. TpdE baltymo su Hiss uodega sinteze
— ww L-coli bakterijose, transformuotose pET21-pdE
)5 - plazmide, buvo indukuota 4 valandas inkubuojant su

0,5 mM IPTG. TpdE buvo gryninamas i§ belgstelinio

ekstrakto, naudojant nikelio chelating kolonélg. SDS-
18.4 PAGE gelis nudazytas Coomassie Blue. 1 takelis —
belastelinis  ekstraktas, 2 takelis - TpdE-Hisg
polipeptidas (~30 kDa) po gryninimo, M — baltymy
molekulinés masés Zymenys.

12
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Sie rezultatai rodo, kad TpdE yra nuo NADPH priklausoma
aminoalkoholio dehidrogenaz¢, kuri TTMP skaidymo metu redukuoja tarpinj
metabolitag OBNA.

3.4.5. tpd geny koduojamas TTMP katabolizmo kelias

Apibendrinant 3.4 skyriuje pateiktus rezultatus, buvo rekonstruotas
TTMP skaidymo R. jostii TMPI1 bakterijose kelias, pateiktas 3.23 pav.
Pademonstruota, kad TTMP skaidymas yra daugiapakopis procesas, kurio
metu aromatinis TTMP Zziedas yra oksiduojamas TpdA ir TpdB komplekso,
gautas tarpinis metabolitas BDNA yra hidrolizuojamas amidazés TpdC, o
susidariusio OBNA  redukcija yra  katalizuojama  aminoalkoholio
dehidrogenazés TpdE. TpdE naudoja NADPH kaip elektrony donorg ir galimai
ver¢ia OBNA | aminoalkoholj. Tolesniuose TTMP katabolizmo etapuose
galéty dalyvauti fermentai, koduojami atviry skaitymo rémeliy orfl ir orf2.
Tiek Orfl (sp¢jamas didysis N,N-dimetilformamidazés subvienetas,
3.3 lentele), tiek Orf2 (spéjama peptidaze, 3.3 lentele) galéty atpazinti OBNA
amidinj ry$j ir hidrolizuoti jj susidarant 3-amino-2-butanoliui. Detaliam OBNA

skaidymo mechanizmui nustatyti reikalingi papildomi tyrimai.

( NADPH NADP*
I I NH NH—<< E é NH—\<
(6] O
/- TpdAB ; O TpdC ; j;o TpdE ):

OH
flavin flavin 3 4
red ox CH,COOH | Orf1 2
TpdD + | Orf2?
NH,* Y
NH,
NAD(P)H  NAD(P)* CO,+HO —<--<-- I
OH

5

3.23 pav. Apibendrintas TTMP katabolizmo kelias R. jostii TMP1 bakterijose.
TTMP (1), (£2)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamidas (2), N-(3-oksobutan-2-
il)acetamidas (3), N-(3-hidroksibutan-2-il)acetamidas) (4), 3-amino-2-butanolis
(5). Punktyrinés rodyklés zymi hipotetines reakcijas.
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3.5. R. jostii TMP1 bakteriju panaudojimas biokatalizei

Norint iSbandyti R. jostii TMP1 bakterijy gebéjima kaip anglies ir
energijos Saltinj panaudoti kitus nei TTMP N-heterociklinius junginius, jos
buvo auginamos mineralinéje terpéje su tiriamuoju junginiu kaip vieninteliu
anglies ir energijos Saltiniu. Visas tirty junginiy sarasas pateiktas 3.6 lentel¢je.
Nustatyta, kad R. jostii TMP1 bakterijos, be TTMP ir piridino, kity tirty
junginiy panaudoti kaip vienintelio anglies Saltinio negali. Tuomet buvo iStirtas
R. jostii TMP1 bakterijy, indukuoty TTMP, gebé¢jimas modifikuoti jvairius
junginius. Buvo nustatyta, kad indukuotos bakterijos skaido ar modifikuoja
visus tirtus alkilpirazinus (3.24 pav.).

Kaip buvo aptarta literatiiros apzvalgoje, iki S§iol nustatytose
alkilpirazinus metabolizuojanciose bakterijose pirmasis skaidymo etapas yra
aromatinio ziedo hidroksilinimas laisvoje padétyje. Tokios biokonversijos
metu susidarantys hidrokslinti metabolitai gali biti nustatomi pagal UV
sugerties spektre atsirandant] naujg maksimumag 330-340 nm srityje (Taylor ir
King, 1987). Pavyzdziui, tokiu budu 2,5-dimetilpirazing skaidancios
Arthrobacter nitroguajacolicus 25DOT1 bakterijos modifikuoja 2,3,5-
trimetilpirazing ir 2,3-dimetilpirazing, kuriy biokonversijos metu yra matomi
tipiniai spektry pokyciai, buidingi Ziedo hidroksilinimo reakcijoms (3.24 pav.,
A ir B).

Tuo tarpu tuos pacius alkilpirazinus modifikuojant R. jostii TMPI
bakterijoms, naujy sugerties maksimumy 320-350 nm srityje neatsiranda, o
produkty sugerties smailés maksimumas slenkasi j trumpesniy bangy puse¢
(3.24 pav., C ir D). Analogiskas sugerties spektry pokytis buvo matomas
TTMP biokonversijos iki BDNA metu, naudojant R. erythropolis SQI,
transformuotg rekombinantiniais #pdA ir tpdB genais (3.15pav. B). Kaip
nustatyta iStyrus TTMP skaidymo mechanizma, Sios TpdAB katalizuojamos
reakcijos metu buvo iSkart atidarytas aromatinis TTMP ziedas ir susidaré
alifatinis produktas (3.16 pav.). Tod¢l galima daryti prielaidg, kad

biotransformuojant ir kitus alkilpirazinus yra oksiduojamas ir atidaromas
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3.6 lentelé. R. jostii TMP1 bakterijy gebéjimas panaudoti jvairius N-
heterociklinius junginius kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj bei juos
modifikuoti, indukavus TTMP (n — netirta).

Junginys Vl?mlvltel?s . Modifikavimas
anglies Saltinis

Pirazinai

tetrametilpirazinas +

2,3,5-trimetilpirazinas —

2,3-dimetilpirazinas —

2,5-dimetilpirazinas —

S o ) Y

2,6-dimetilpirazinas —

pirazinas n

+

5-metil-6,7-dihydro-5H- n
ciklopenta(b)pirazinas

5,6,7,8-tetrahidrochinoksalinas (2,4- n +
cikloheksapirazinas)

5,6-dimetil-2,3-pirazindikarbonitrilas — —

Piridinai

piridinas +

2-metilpiridinas —

+ -+

3-metilpiridinas —

4-metilpiridinas —

2-etilpiridinas —

2,3-dimetilpiridinas —

2,4-dimetilpiridinas —

2,5-dimetilpiridinas —

e A

2,6-dimetilpiridinas —

3,4-dimetilpiridinas —

3,5-dimetilpiridinas —

2,3,5-trimetilpiridinas —

2,4,6-trimetilpiridinas

e S

2,3-ciklopentenopiridinas

2-amino-4-metilpiridinas

2-amino-4,6-metilpiridinas

2-amino-3-metilpiridinas

6-amino-3-metilpiridinas

2,6-piridindikarbonitrilas

2-metil-6-cianopiridinas

2,4-piridindikarbonitrilas

4-metilpiridin-2-karbonitrilas

3-metilpiridin-2-karbonitrilas

3,5-dimetilpiridin-2-karbonitrilas

2,3-dihidro-7-azaindolas

SISISISISSISISISININININIS
|

3-metilpiridazinas

2,6-dikarboksipiridinas

93



>

Sugertis

0,0 .

200 230 260 290 320 350 380 200 230 260 290 320 350 380
C 20 D2s
N 2,5
AE QT
115 N/ ) 2’0 A
= 15 15
> 1,0
@ 1.0 1,0
05 05 05
0,0 r r r r ; 0,0 r x : x : 0,0 —
200 225 250 275 300 325 200 225 250 275 300 325 200 225 250 275 300 325 350
F G H
25 A 1,6 1,4
14 1,2
2,0 ’
1.2 1,0
L0 10
515 ’ 0,8
2 0,8 06
w10 0,6 ’
04 04
05 0.2 0,2
0,0 — 0,0 —— 00 —
200 225 250 275 300 325 200 225 250 275 300 325 350 200 225 250 275 300 325 350
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

3.24 pav. Sugerties spektry pokyc€iai Arthrobacter nitroguajacolicus 25DOT1
(4, B) ir R jostii TMP1 (C-H) bakterijoms transformuojant jvairius
alkilpirazinus. A. nitroguajacolicus 25DOT1 bakterijos ir R. jostii TMPI
bakterijos uzaugintos mineralingje terpé€je su atitinkamai 2,5-dimetilpirazinu
(0,05 %) arba TTMP (0,05 %). Biokonversijos vykdytos 20 °C temperatiiroje,
50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale (pH 7,2), esant 0,2 mM pradinei
junginio koncentracijai. Spektrai uzraSyti bakterijas paSalinus centrifuguojant
(1 min., 16000xg). Skaiciai Salia kreiviy nurodo inkubacijos trukme¢ minutémis
arba valandomis (4). A,C — 2,3,5-trimetilpirazinas; B,D — 2,3-dimetilpirazinas;
E — 2,5-dimetilpirazinas; F — 2,6-dimetilpirazinas; G - 5,6,7,8-
tetrahidrochinoksalinas (2,4-cikloheksapirazinas); H — 5-metil-6,7-dihidro-5H-
ciklopenta(b)pirazinas.
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pirazino Ziedas, nesusidarant hidroksilintiems metabolitams. Kadangi
neindukuotos R. jostii TMP1 bakterijos (uzaugintos terp¢je su gintaro ragsStimi)
ty paciy alkilpiraziny nemodifikuoja, tikétina, kad tokiy junginiy modifikavimo
reakcijas katalizuoja tpd geny sankaupos koduojami fermentai.

Iki Siol literatiiroje nebuvo apraSyta atvejy, kad pirazinus skaidancios
bakterijos modifikuoty ir piridino junginius, taciau R. jostii TMP1 bakterijos,
indukuotos TTMP, gebéjo modifikuoti daugelj i$ tirty alkilpiridino junginiy
(3.25 pav.). Kaip ir alkilpiraziny transformavimo reakcijy metu, modifikuojant
alkilpiridinus, daugeliu atvejy hidroksilinti produktai nesusidaro ir yra tikétinas
piridino ziedo atidarymas (3.25 pav., A-D, F, H, I ir J). Vis délto i§ sugerties
spektry matoma, kad 2,4-dimetilpiridino (3.25 pav., E), 2,6-dimetilpiridino
(3.25 pav., G) ir 2,4,6-trimetilpiridino (3.25 pav., K) biokonversijos metu 330—
350 nm srityje atsiranda sugerties pikas, rodantis hidroksilinty metabolity
susidaryma.

Hidroksilinamo 2,4,6-trimetilpiridino biotransformacijos R. jostii TMP1
bakterijomis metu turéty susidaryti 3-padétyje hidroksilintas piridinas.
Neseniai buvo nustatyta, kad 3-piridinoliai yra efektyviis antioksidantai,
atsparesni oro oksidacijai nei $iuo metu naudojami atitinkamai pakeisti fenoliai
(Wijtmans et al., 2004). Tiriant, koks junginys susidaro R. jostii TMP1
bakterijoms metabolizuojant 2,4,6-trimetilpiriding, nustatyta, kad produkto
'"H BMR (CDCl;, 300 MHz) spektre yra penkios smailés: & 6.90 (br s, 1H,
OH), 6.78 (s, 1H, CH), 2.36 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CH3), 2.21 (s, 3H, CH5);
o C BMR spektre matomos astuonios smailés: (CDCls, 75 MHz) spektre : &
148.6, 147.4, 144.7, 135.8, 123.9, 22.5, 18.6, 16.3. Masiy spektroskopinés
analizés rezultatai patvirtino junginio formule CgH; NO (teoriné [M+H]"
molekuliné masé¢ — 138,08, MS analize nustatyta masé — 138,15). Taigi buvo
nustatyta, kad 2,4,6-trimetilpiridino biokonversijos R. jostii TMP1 bakterijomis
metu susidaro 2,4,6-trimetilpiridin-3-olis (3.26 pav.). TTMP indukuotoms R.
jostii TMP1 bakterijoms metabolizavus 200 mg 2,4,6-trimetilpiridino, po
konversijos ir gryninimo procediiry buvo gauta 159 mg produkto ir pasiekta

bendra biokonversijos iSeiga — 70 %.
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3.25 pav. Sugerties spektry pokyciai R. jostii TMP1 bakterijoms
transformuojant  jvairius  alkilpiridinus.  Bakterijos buvo uzaugintos
mineralin¢je terpé¢je su TTMP (0,05 %). Biokonversijos vykdytos 20 °C
temperattiroje, 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale (pH 7,2), esant 0,2 mM
pradinei junginio koncentracijai. Spektrai uZraSyti bakterijas paSalinus
centrifuguojant (1 min., 16000%g). Skaiciai Salia kreiviy nurodo inkubacijos
trukm¢ minutémis arba valandomis (4). 4 —2-metilpiridinas;, B - 3-
metilpiridinas; C — 2-etilpiridinas; D — 2,3-dimetilpiridinas; £ — 2,4-
dimetilpiridinas; F — 2,5-dimetilpiridinas; G — 2,6-dimetilpiridinas; H — 3,5-
dimetilpiridinas; / — 2,3-ciklopentenopiridinas; J — 2,3,5-trimetilpiridinas; K —
2,4,6-trimetilpiridinas.
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1. R. jostii TMP1

>

2. ekstrakcija CH.CN

OH

| |
~ ~
N 3. ekstrakcija CHCI, N

>

(iSeiga = 70 %)
3.26 pav. 2.4,6-trimetilpiridin-3-olio biosintez¢ 1§ 2,4,6-trimetilpiridino,
panaudojant TTMP indukuotas R. jostii TMP1 bakterijas.

Pastaruoju metu 2,4,6-trimetilpiridin-3-olis kelia didelj susidoméjimag
kaip farmacinis preparatas, kadangi be minéty antioksidaciniy savybiy jis taip
pat stabdo senéjima ir apsaugo nuo iSemijos (Vyas et al., 2011). Yra Zinomi
vos keli cheminiai metodai, kuriais galima j piridino ziedg jvesti hidroksigrupe
(Behrman ir Pitt, 1958). 2,4,6-Trimetilpiridin-3-olio sintez¢ yra daugiapakopis
procesas, kuriam naudojami branglis reagentai ir/ar reakcijos vykdomos
ekstremaliomis  sglygomis.  Pavyzdziui, klasikiniu  metodu  2.4,6-
trimetilpiridinas yra nitrinamas, o tuomet redukuojamas (H,, Pd/C, 50 bar)
(Plazek, 1939). Alkil(aril)-3-hidroksipiridinus taip pat galima sintetinti 1§ 2-
acilfurany ir amoniako esant dideliam slégiui ir aukStai temperatiirai (Smirnov
et al., 1962), taciau pakeistus furil alkil ketonus gauti sudétinga. Neseniai buvo
pasiiilyta pakeistus 3-piridinolius sintetinti 1§ 3-brompiridiny, Zemoje
temperatiroje  atlickant bromido /li¢io pakeitimg ir tuomet veikiant
nitrobenzenu (Wijtmans et al.,, 2004). Kadangi budy chemiSkai tiesiogiai
hidroksilinti alkilinty piridiny Zieda néra daug, biokatalizinis metodas, ypac
panaudojant pacias bakterijas, o ne iSgrynintus fermentus, galéty sudaryti
galimybes atlikti efektyvig 3-piridinoliy sintezg.

Taigi buvo pademonstruota, kad R. jostii TMP1 bakterijos gali biti
taikomos 2,4,6-trimetilpiridin-3-olio  biokatalizinei konversijai 1§ 2.,4,6-
trimetilpiridino ir potencialiai gali biiti panaudotos 2,4-dimetilpiridinui ir 2,6-
dimetilpiridinui  hidroksilinti bei daugelio alkilpiraziny ir alkilpiridiny
oksidaciniam ziedo atidarymui. Gauti rezultatai patvirtina, kad R. jostii TMP1
TTMP skaidymo fermentai gali atpaZinti junginius, kurie yra ksenobiotinés
kilmés, bet struktiiriSkai panaSiis | jy nattralius substratus. Be to, buvo

parodyta, kaip sunkiai cheminiais bidais gaunamy 3-piridinoliy sintezé gali
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buti pakeista paprastesne biokatalize. Nors biokataliziniai metodai susiduria su
kai kuriomis technologinémis problemomis ir savo mastu vis dar gerokai
nusileidZia tradicinei cheminei sintezei, biotechnologija jau ilgg laikg yra rimta
alternatyva sintetinant sudétingus junginius (Whitesides, 1985; Yamada ir

Shimizu, 1988; Schoemaker et al., 2003).
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3.6. Reziumé

Siame darbe siekiant istirti TTMP metabolizmo kelia R. jostii TMP1
bakterijose, buvo iSskirti ir identifikuoti TTMP skaidymo genai. Nustacius
TTMP indukuojamo baltymo peptidy sekas, pavyko aptikti TTMP katabolizmo
geny sankaupg ir nustatyti bei charakterizuoti TTMP skaidyme dalyvaujancius
genus.

Parodyta, kad TTMP skaidymas vyksta keliomis stadijomis: pirmiausia
TpdA ir TpdB kompleksas katalizuoja oksidacing aromatinio ziedo atidarymo
reakcijg, susidariusj produkta hidrolizuoja TpdC, o TpdE redukuoja
susidariusio metabolito keto grupe (3.23 pav.). Fermenty seky analizé¢ parodeé,
kad TpdA priklauso flavinus naudojanfioms monooksigenazéms, kurios
dalyvauja ir kai kuriy N-heterocikliniy junginiy skaidyme. Taciau vieno TpdA
fermento nepakanka TTMP metabolizmui — Ziedo oksidavimui reikia kartu
veikian¢io TpdB baltymo. Nors TTMP oksidacijos produkto struktira yra
panasi j dioksigenazés reakcijos produktus, naudojant 'O Zyméta vandenj
buvo jrodyta, kad TTMP ziedo atidarymo reakcija katalizuojantis TpdAB
kompleksas yra monooksigenaze. Kol kas lieka neaiSku, kokig funkcija
komplekse atliecka TpdB bei koks detalus TTMP ziedo oksidavimo ir
atidarymo reakcijos mechanizmas. Tolimesni tyrimai, ypa¢ TpdAB komplekso,
susijungusio su TTMP, struktiiros nustatymas galéty padeéti atskleisti, kaip
vyksta $i unikali fermentin¢ reakcija.

Po TTMP oksidacijos susidargs BDNA yra toliau hidrolizuojamas TpdC
amidazes. ISgryninus TpdC, in vitro buvo pademonstruota, kad TpdC
hidrolizuoja amidini BDNA rys} (3.21 pav.), o hidrolizuojantis tarpiniam
iminui iSsiskiria amonio jonai ir susidaro OBNA. Kadangi TpdC
katalizuojamos hidrolizés reakcijos metu susidaro optiSkai aktyvus produktas,
TpdC biity galima panaudoti stereospecifinei | BDNA panaSiy junginiy
biokonversijai.

OBNA redukcija R. jostii TMP1 bakterijose atlicka aminoalkoholio
dehidrogenaz¢ TpdE, priklausanti trumpy grandiniy dehidrogenaziy /
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reduktaziy $eimai. Sios $eimos fermentai pasizymi plaiu atpaZjstamy
substraty spektru, tode¢l TpdE galéty buti pritaikytas jvairiai pakeisty
aminoalkoholiy biosintezei.

TTMP skaidymo geny raiSka yra reguliuvojama transkripcijos
aktyvatoriaus TpdR, priklausan¢io LuxR transkripcijos reguliatoriy
superSeimai. Siame darbe nustatytas fpdABC operono promotoriaus regionas,
kuriame aptiktos potencialiai TpdR atpazjstamos DNR sekos. Atlikus
nukleazés S1 testg biity galima tiksliai nustatyti Sias sekas ir gautus rezultatus
panaudoti tiriant /pd geny reguliacijos mechanizma.

Tiriant R. jostii TMP1 kaip biokataliziniy bakterijy potencialg buvo
nustatyta, kad su TTMP indukuotos TMP1 bakterijos naudoja ar konvertuoja
jvairius alkilpirazinus ir alkilpiridinus. Be to, pirma kartg buvo pademonstruota
2,4,6-trimetilpiridin-3-olio,  pasizymin¢io  antioksidantinémis,  sen€jimg
stabdanCiomis ir nuo iSemijos sauganiomis savybémis, biokataliziné sintezé.
Nors kai kuriais pakeisty N-heterocikly biovirsmy atvejais tarpiniai metabolitai
R. jostii TMP1 bakterijose yra skaidomi toliau ir negaléty buti iSskiriami i$
reakcijos terpés, tokie modifikuoti junginiai galéty biiti gaunami biokatalizei
panaudojant R. erythropolis SQ1 bakterijas, transformuotas #pd genais.
Biotransformacijoms galéty biiti naudojami ir 1§gryninti Tpd fermentai, taciau
tokiy taikymy galimybéms jvertinti reikia papildomy tyrimy.

Apibendrinant, Siame darbe pirmg karta identifikuota bakterijy geny
sankaupa, susijusi su alkilpiraziny skaidymu. Pirma karta nustatyti pradiniuose
piraziny skaidymo etapuose dalyvaujantys fermentai, istirtos jy katalizuojamos
reakcijos ir nustatyti jy tarpiniai metabolitai. TTMP katabolinio kelio
rekonstravimas iSple¢ia esamas fundamentines zinias apie N-heterocikliniy
junginiy bioskaidyma ir leido identifikuoti jvairius fermentus, kurie ateityje

galéty biti pritaikyti atrankioms ir specifinéms biokonversijos reakcijoms.
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ISVADOS

. Rhodococcus jostii TMP1 bakterijy 13 kb ilgio DNR fragmentas koduoja
tetrametilpirazino skaidymui reikalingus genus.

. tpdA, tpdB ir tpdC atviri skaitymo rémeliai yra organizuoti | tpdABC
operona.

. tpdABC operono raiSka yra reguliuojama TpdR transkripcijos
aktyvatoriaus.

. Monooksigenaz¢ TpdA veikia kartu su TpdB ir oksiduoja tetrametilpirazing
1(£)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamida.

. Amidazé TpdC hidrolizuoja (2)-N,N'-(but-2-ene-2,3-diil)diacetamidg ; N-
(3-oksobutan-2-il)acetamida.

. Nuo NADPH priklausanti aminoalkoholio dehidrogenazé TpdE redukuoja
N-(3-oksobutan-2-il)acetamida.

. Rhodococcus jostii TMP1 bakterijos gali buti naudojamos atliekant
alkilpiraziny ir alkilpiridiny biokonversijos reakcijas bei hidroksipiridiny

biosintezei.
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1 PRIEDAS

P1 lentelé. R. jostii TMP1 bakterijose tetrametilpirazinu indukuojamo 40 kDa
baltymo de novo peptidy sekos, nustatytos MS/MS sekoskaitos buidu.

Pg’:;go Prognozuojama seka Amino riigsé¢iy modifikacijos

1158.59 KKVSGEIANGR
RKASGEIANGR
KRASGEIANGR

1141.48 SPEKYGGFTR
SPEKYNFTR

1308.64 EAKEPHPPLYK
EAGAEPHPPLYK
EAAGEPHPPLYK
KEAEPHPPLYK
KEAEPHHGLYK

1294.58 EPASM*VGYQ*APK | Deamidinimas (NQ) [9]; oksidacija(M) [5]
PQ*ASM*VGYQ*APK | Deamidinimas (NQ) [2,9]; oksidacija (M) [5]
PQ*ASM*VGYEAPK | Deamidinimas (NQ) [2]; oksidacija (M) [5]
Q*PASFVGYEAPK Deamidinimas (NQ) [1]
PEASM*VGYEAPK Oksidacija (M) [5]
PEASFVGYQ*APK Deamidinimas (NQ) [9]
EPASM*VGYEAPK Oksidacija (M) [5]
EPASFVGYQ*APK Deamidinimas (NQ) [9]
PQ*ASFVGYQ*APK | Deamidinimas (NQ) [2,9]
EPASFVGYEAPK
DAAGEPHSKVKR
DAAADPHSKVKR
RDGDPHSKVKR
WHM*KHDQ*KAP Deamidinimas (NQ) [7] oksidacija (M) [3]
WKQ*DHGAM*HAP | Deamidinimas (NQ) [3]; oksidacija (M) [8]
WKQ*DHKM*HAP Deamidinimas (NQ) [3]; oksidacija (M) [7]
WHFAGHDQ*KAP Deamidinimas (NQ) [8]
WHM*KHDEKAP Oksidacija (M) [3]
WKEDHGAM*HAP Oksidacija (M) [8]
WKQ*DHGAFHAP Deamidinimas (NQ) [3]
AN*KQ*PHPPLHGP Deamidinimas (NQ) [2.,4]
AN*KEPHPPLHGP Deamidinimas (NQ) [2]
PLPN*PPHPEKAP Deamidinimas (NQ) [4]
AN*AGEPHPPLHPG | Deamidinimas (NQ) [2]
AN*AGEPHPPLHGP | Deamidinimas (NQ) [2]
ADKQ*PHPPLHGP Deamidinimas (NQ) [4]
ADKEPHPPLHGP
PLPDPPHPEKAP
ADAGEPHPPLHPG
ADAGEPHPPLHGP
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CGYFKHDEKAP

GCYFKHDEKAP

GCYFKDHEKAP

CGYFKDHEKAP

WKRKDHDGPR

WKEDHKAAGPR

WKEHDKAAGPR

WHFKHDDGPR

WKRKHDDGPR

WKEHDKRGAAP

LSAGNRHDEGAAP

CGPGEDHKAAVPN

GCPGEDHKAAVPN

SLGANRHDEGAAP

LSGANRHDEGAAP

KEANRHDEGAAP

WAGEDHRNVPN

WAGEDHKAAVGGP

WAGEDHKAAGVGP

TVAGNRHDEGAAP

864.42

VC*HHVGR

Ureidometilas (C) [2]

VC*HHRR

Ureidometilas (C) [2]

VGHCHVGR

(157.09)PAAHVGR

VGCHHVGR

GTTRHHR

VGHCRHR

VGCRHHR

GTTHHVGR

VGCHRHR

CAHKLHR

SSHKLHR

ACHKLHR

CAHLKHR

SSHLKHR

ACHLKHR

GTTVGHHR

ASTVGHHR

VGCHRHR

GTRTHHR

GTTHHRR

VGHCRHR

GTTHRHR

SATHRHR

ASTHRHR

TGTHRHR
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