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SANTRUMPOS

2-HP — 2-hidroksipiridinas

AHS — amidohidrolaziy superseima
asr — atviro skaitymo rémelis (genas)
CoA — kofermentas — A

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis
FMN — flavinmononukleotidas

IPTG — izopropil-p-D-tiogalaktozidas
IR — infraraudonieji spinduliai

MS — masiy spektrometrija

NAD — nikotinamido adenindinukleotidas

NADP — nikotinamido adenindinukleotido fosfatas

NADPH - redukuota nikotinamido adenindinukleotido fosfato forma
NDS — natrio dodecilsulfatas

OT — optinis tankis

PNO - piridino-N-oksidas

Tris — tris-(hidroksimetil) —aminometanas

UV — ultravioletiniai spinduliai



IVADAS

Net du trecdaliai Zinomy organiniy junginiy turi heterociklines struktiiras (Reddy ir
Reddy, 2012). Piridinas ir jo dariniai sudaro svarbig heterocikliniy junginiy klase. Sie
aromatiniai junginiai nataraliai egzistuojanciose biologinése sistemose aptinkami Kkaip
elektrony nesikliai, nukleotidai, energija kaupianc¢ios molekulés, kofermentai, mikotoksinai ir
alkaloidai (Kaiser et al., 1996). Piridinas yra geras organinis tirpiklis, todél placiai naudojamas
farmacijos, agrochemijos, sprogstamyjy medziagy, herbicidy ir pesticidy pramonés srityse
(Zang et al., 2014, Huang et al., 2017, Zong et al., 2018). D¢l piridino ziede esancio
heterociklinio azoto atomo jis geriau tirpsta vandenyje nei jo homocikliniai homologai ir gali
lengvai patekti j pozeminius vandenis (Kaiser et al., 1996, Wang et al., 2018). Taip piridinas
ir jo dariniai patenka j nattiraliais ekosistemas ir sukelia aplinkos tar$g (Mathur et al., 2008).
Dél savo toksinés ir teratogeninés prigimties, piridinas kelia pavojy gyviesiems organizmams
(Sun et al., 2011). Dél iy priezasciy svarbu zinoti tolesne Sio junginio lemtj gamtoje.

Piridino skaidymas tiriamas jau kelis deSimtmecius. Nors yra atrasta nemazai
mikroorganizmy, sugebanciy skaidyti heterociklinius aromatinius junginius, ta¢iau vis dar
nedaug Zinoma apie proceso metu susidaranéius tarpinius junginius. Siuo metu yra isskiriami
du pagrindiniai piridino skaidymo keliai bakterijose. Pirmajame vyksta hidroksilinimo
reakcijos, po kuriy seka redukcija, antrajame vyksta piridino ziedo redukcija, kurios metu
piridinas néra hidroksilinamas (Fetzner, 1998). Nors yra atrasta nemaZzai bakterijy, galin¢iy
panaudoti piriding kaip anglies ir energijos Saltinj, ta¢iau vis dar labai nedaug Zinoma apie
procese dalyvaujancius fermentus ir juos koduojancius genus.

Yra sukurta jvairiy fizikocheminiy metody piridinu uzterStoms nuotekoms valyti,
taciau deél ekologiskumo, zemos kainos ir efektyvumo daugiausiai zadancios yra biologinés
valymo sistemos, naudojancios piriding skaidancias bakterijas (Chandra et al., 2009). Nustacius
ir iStyrus piridino skaidyme dalyvaujancius fermentus, juos galima bty pritaikyti kovojant su
tarSa. Taigi, svarbu tyrinéti ir gilinti Zinias apie piridino skaidyme dalyvaujancius fermentus.

Rhodococcus yra Gram-teigiamos, aerobinés, GC turtingos bakterijos. Tai
chemoorganotrofai, kuriems biidingas oksidacinis metabolizmas. Sie aktinomicetai pasizymi
labai didele metaboline jvairove ir gali skaidyti jvairias nattiralias ir ksenobiotines medziagas
(Goodfellow ir Maldanado, 2006). Bakterijoms biidingos didelés katabolinés plazmidés,
kuriose koduojami jvairiy medziagy skaidyme dalyvaujantys genai (Martinkova et al., 2009).

Sio darbo objektas — Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijos, galinéios panaudoti piriding



kaip pagrindinj anglies ir energijos Saltinj bei jy sintetinami galimai piridino skaidyme

dalyvaujantys baltymai ir juos koduojantys genai.

Darbo tikslas: istirti Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijose piridino skaidyme

dalyvaujancius genus ir jy koduojamus baltymus bei nustatyti galima jy funkcija.
Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti ar hipotetiné flavino monooksigenazé dalyvauja pirmajame piridino skaidymo

etape Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijose.

2. Atlikti hipotetinés amidohidrolazés raiska, baltyma iSgryninti ir nustatyti galima

fermento funkcija piridino skaidymo procese.

3. ldentifikuoti genus, kuriy produktai galimai dalyvauja piridino skaidyme Rhodococcus

rhodochrous PY11 bakterijose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Rhodococcus spp. bakterijos

Rhodococcus yra Gram-teigiamos bakterijos, priskiriamos daug GC turinéiai
Actinobacteria klasei (Girtler ir Seviour, 2010). Siose bakterijose GC sudaro 67-73 %
chromosominéje DNR (Goodfellow ir Maldanado, 2006). Jos priklauso mikolines rugstis
sintetinan¢iam Corynebacterineae poeiliui, Nocardiaceae Seimai. Remiantis reikSminiais
nukleotidais 16S rRNR gene, Nocardiaceae ir Gordoniaceae $eim0s buvo sujungtos j viena
Nocardiaceae Seimg ir §iuo metu yra iSskiriamos 8 gentys: Gordonia, Micropolyspora, Millisia,
Nocardia, Rhodococcus, Skermania, Smaragdicoccus ir Williamsia (Zhi et al., 2009).

Rhodococcus genties bakterijos yra aerobiniai, spory neformuojantys (Martinkovaetal.,
2009) nejudrts aktinomicetai, kurie gali bati Gram-teigiami ar Gram-variabits. Augimo ciklo
pradzioje lastelés bina trumpy lazdeliy arba kokoidinés formos, véliau, priklausomai nuo
kamieno, gali vykti morfologiniai poky¢iai, kuriy metu kokai gali pereiti i lazdeliy forma ir
formuoti filamentus arba Sakotus hifus. Véliau jvairios morfologinés formos fragmentuojasi ir
vél jgyja kokoiding arba trumpy lazdeliy forma (Goodfellow ir Maldanado, 2006, Jones ir
Goodfellow, 2010). Dauguma Rhodococcus genties bakterijy formuoja Siurkscias, lygias ar
gleivétas (Goodfellow ir Maldanado, 2006) raudonos, oranzinés ar rozinés spalvos kolonijas,
dél 1asteléje sintetinamy karotenoidy (Warhurst ir Fewson., 1994), taciau pasitaiko ir bespalviy
ar kreminés spalvos kolonijy (Gurtler ir Seviour, 2010). Bakterijos gerai auga 30 °C
temperatliroje, ant standartinés laboratorinés terpés, taciau kai kuriems kamienams papildomai
reikia tiamino (Goodfellow ir Maldanado, 2006).

Rhodococcus gentj sudaro genetiSskai ir fiziologiskai jvairios bakterijos, placiai
paplitusios dirvozemyje, vandenyje, juros dugno nuosédose (Martinkova et al., 2009).
Bakterijos aptiktos dykumose (Herndndez et al., 2008), isskirtos i§ aktyvaus dumblo reaktoriy
(de los Reyes 2010), skeleto liekany kapavietése (Gurtler ir Seviour et al., 2010) bei Arktiniy
ir Antarktiniy méginiy (Whyte et al., 2002). Tai rodo, kad $ie mikroorganizmai yra gerai
prisitaike iSgyventi ekstremaliose aplinkos sglygose, kuriose yra ribotas maisto medziagy kiekis
(Hernédndez et al., 2008). Kai kurios bakterijos yra patogeni$kos zmonéms, gyviinams ar
augalams (Finnerty 1992), gali buti simbiontais krauja siurbianciy nariuotakojy
virSkinamajame trakte (Yassin, 2005).

Tai chemoorganotrofinés bakterijos, kurioms budingas oksidacinis metabolizmas
(Goodfellow ir Maldanado, 2006), jos gali panaudoti jvairius organinius junginius kaip

pagrindinj anglies ir energijos Saltinj (Giirtler et al., 2004). Mikroorganizmai geba jsisavinti



nejprastus junginius: alifatinius angliavandenilius, anilinus, biciklinius ir policiklinius
angliavandenilius, azotg turin¢ius aromatinius junginius (pvz. piriding) ir sterolius (Goodfellow
ir Maldanado, 2006). Bakterijoms budingi dideli genomai, turintys kataboliniy geny jvairove,
gerai i$vystyta reguliacinj tinklg bei papildomas kataboliniy geny kopijas (Alvarez et al., 2010).
Rhodococcus dazniausiai turi dideles linijines ar Ziedines katabolines plazmides, kuriose yra
genai, koduojantys fermentus, galin¢ius skaidyti jvairias naturalias ir ksenobiotines medZziagas
(Bell et al., 1998, Larkin et al., 2006, Martinkova et al., 2009). Kai kuriems Rhodococcus
kamienams budingas didelis rekombinacijos daznis, tai lemia genomo lankstumg ir naujy
fermentiniy aktyvumy atsiradimg (Larkin et al., 2006). Taigi Rhodococcus proteomas turi
nejprastai didele oksidaciniy fermenty jvairove (McLeod et al., 2006).

Ilgos alifatinés mikoliniy riig§ciy grandinés lastelés pavirSiuje padeda hidrofobiniams
substratams patekti ] Igstele. Bakterijy sintetinami surfaktantai lemia geresnj gebéjima
metabolizuoti hidrofobinius substratus. Mikolinés rigstys (trehalioze turintys glikolipidai)
pagerina lasteliy sukibimg su hidrofobinémis medziagomis, mazina tarpfazing jtampg tarp
junginiy ir lgstelés bei jos pavirSiuje tolygiai paskirsto junginius (Finerty et al., 1992, Bell et
al., 1998, de Carvalho ir da Fonseca, 2005). Bakterijos sugeba iSgyventi bado sglygomis ir
terSaly skaidymas néra stabdomas, net jei aplinkoje yra lengviau jsisavinamy anglies Saltiniy
(Bell et al., 1998).

Dél metabolinio jvairiapusiSkumo ir unikaliy fermenty, Rhodococcus bakterijos kelia
vis didesn] susidoméjimg farmacijos, aplinkosaugos, chemijos bei energijos sri¢iy pritaikyme.
Jos yra naudojamos sieros paSalinimui i§ iSkastinio kuro (Matsui et al., 2002), bioaktyviy
steroidy gamyboje (McLeod et al., 2006), pramoninéje akrilamido (Komeda et al., 1996) bei
akrilo rugsSties gamyboje — tai komerciSkai sékmingiausias mikrobiniy biokatalizatoriy
pritaikymas (Banerjee et al., 2002). Dél savo metaboliniy galimybiy bakterijos atlieka

biologinio valymo vaidmenj gamtoje (Bell et al., 1998).
1.2 Piridinas ir jo junginiai
1.2.1 Piridinas

Piridinas yra organinis heterociklinis junginys, kuriame viena benzeno ziedo -CH grupé
yra pakeista azoto atomu (Clayden et al., 2012). Tai Sesianarés plokscios ciklinés molekulés,
kuriy cheminé formulé CeHsN (Shimizu et al., 2012) (1.2.1 pav.). Jos turi konjuguotg 67
elektrony sistemg (Clayden et al., 2012). Piridinas ir jo homologai daznai vadinami piridino
bazémis (Shimizu et al., 2012).



Piridinas gerai tirpsta vandenyje ir pagrindiniuose organiniuose tirpikliuose (alkoholyje,
eteryje, benzene) (Shimizu et al., 2012). Piridinas ir jo dariniai yra stabilGs, palyginus
nereaktyvis, astraus kvapo skysc¢iai (Joule ir Mills, 2009). Kadangi $is heterociklas turi tris
dvigubuosius rysius, egzistuoja 6 © elektronai, formuojantys aromatinj ziedg (Shimizu et al.,
2012). Piridino ziedo N atomo laisvoji elektrony pora nejeina j heteroaromatine sistema todél
jis gali prisijungti protong (pasizymi bazinémis savybémis) (Jakubkiené, 2009). Azoto atomas
yra labiau elektroneigiamas nei anglies atomai (Shimizu et al., 2012), todél piridino Ziedo atomy
tankis yra pasislinkgs § N atomo puse. Elektrony tankis 2- ir 4- padétyse yra zemas, Sie anglies
atomai turi dalinj teigiamg krtvj (Jakubkiené, 2009). Dél Sios priezasties piridinas yra itin
atsparus elektrofilinio pakeitimo reakcijoms (Sims ir O'Loughlin, 1989).

I piriding galima zitréti kaip | silpng bazg bei tretinj aming, kurio N atomas turi
nukleofiliniy savybiy (Jakubkiené, 2009). Organiniy reakcijy metu piridinas veikia kaip tretinis
aminas ties azoto atomu vykstant protonizacijos, alkilinimo, acilinimo ir N-oksidacijos
reakcijoms bei kaip aromatinis junginys, dalyvaudamas nukleofilinio pakeitimo reakcijose
(Katritzky ir Rees 1984, Perry ir Green 2007).

Piridinas pasizymi narkotiniy medziagy poveikiu. Toksinés dozés sukelia silpnuma,
ataksija (valingy judesiy koordinacijos sutrikimg) ir sagmonés netekimg. Jis yra lengvai
absorbuojamas per plaucius, virS§kinamajj trakta bei odg. Kai kontaktuojama su piridino garais,
toksiskumas pagrinde paveikia centring nervy sistemg ir virSkinamajj traktg — jauciamas

silpnumas, galvos skausmas, pykinimas, apetito praradimas ir nemiga (Shimizu et al., 2012).
1.2.2 Gamtoje aptinkami piridino dariniai

Piridinas ir jo dariniai nattraliai gamtoje aptinkami nikotino rugsties dariniy ir augaly
alkaloidy forma (McEwen ir Stephenson, 1979). Alkaloidai yra azotg turin¢ios, dazniausiai
augalinés kilmés, organinés medziagos, pasiZymincios bazinémis savybémis. Tai jvairios
struktiiros ir jvairiai Veikiancios fiziologiskai aktyvios medziagos, net ir labai mazomis dozémis
specifiskai veikiancios gyvus organizmus. Pakeisti 2-piridonai — ricininas, ricinidinas bei
nudiflorinas yra sudétinés ricinos aliejaus, gaunamo i§ augalo Ricinus communis medziagos
(Zilinskas, 2014). Nikotinas, nornikotinas, anabazinas ir Kiti piridino bei pirolidino klasés

augaly alkaloidai sintetinami Nicotiana genties augaly (McEwen ir Stephenson, 1979) (1.2.1
pav.).
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1.2.1 pav. Piridinas ir piridino ziedg turintys augaly alkaloidai.

Piridinas ir jo dariniai gamtoje aptinkami nedideliais kiekiais kaip biologiniy sistemy
dalis. Piridino Ziedas gamtoje dazniau aptinkamas su pakeistomis cheminémis grupémis,
hidroksipiridino, piridinono ir piridino karboksiliniy rags¢iy pavidalu (Sims ir O'Loughlin,
1989). Fuzariné rugstis (5-butilpikoliné rugstis), fuzarininas (3-butilpiridinas) ir pikoliné ragstis
(piridino-2-karboksiliné rtigstis) yra sintetinami Pyricularia oryzae ir kity, daugiausiai ryziniy
augaly kultiras paveikian¢iy patogeniniy gryby (Tamari, 1951, Tamari ir Kaji, 1954, Guarnan,
1958). Dipikoliné ragstis (piridino 2,6-dikarbokslininé riigstis) randama bakterijy endosporose
ir sudaro net iki 7-13 % jy svorio (Grecz ir Tang, 1970) (1.2.2 pav.).

B h
HO N/ | N/
O

Fuzarine ragstis Fuzarininas
S ~
A OH HO e OH
N N
@] 0] 0
Pikoliné ragstis Dipikoliné ragstis

1.2.2 pav. Patogeniniy gryby ir bakterijy sintetinami piridino dariniai
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Nors piridino dariniai biologinése sistemose aptinkami tik labai nedideliais kiekiais, jie
yra svarbiis metaboliniy keliy komponentai. Nikotinamidas ir piridoksinas (vitaminas B6)
randami visose biologinése sistemose. Nikotinamidas yra biitinas kofermenty nikotinamido
adenino dinukleotido (NAD™) bei nikotinamido adenino dinukleotido fosfato (NADP*) sintezei.
Piridoksinas, piridoksalis ir piridoksaminas formuoja kofermentg piridoksal-5’-fosfata,

dalyvaujantj a-amino rigsciy metabolizmo reakcijose (Sims ir O'Loughlin, 1989).
1.2.3 Sintetiniai piridino junginiai

Aplinkos uzterStumas yra viena i§ svarbiausiy $iy laiky problemy. Milijonai tony tersaly
kasdien patenka ] biosferg visame pasaulyje (Khasaeva et al., 2011). Piridinas ir jo dariniai
sudaro svarbig pramoniniy terSaly grupe (Zalat ir Elsayed, 2013). Piridinas naudojamas kaip
tirpiklis chloro pasalinimo reakcijose, placiai tatkomas dazy, sprogstamyjy medziagy, pesticidy
bei farmacijos pramon¢je (Mudliar et al., 2008), taip pat naudojamas kaip klijai tekstilés
pramonéje. D¢l didelio bioaktyvumo, piridino dariniai yra svarbus insekticidai ir herbicidai
(Shimizu et al., 2012). Piridinas ir jo junginiai i$skiriami j aplinka gaminant dujas i$ akmens
angliy ir aptinkami farmacijos pramonés bei naftos perdirbimo gamykly nuotekose (Sims ir
O'Loughlin, 1989). Minéti junginiai kelia pavojy gyviesiems organizmams (Padoley et al.,
2006).

Kadangi piridinas yra aptinkamas aplinkoje ir yra kenksmingas, svarbu Zzinoti $io
junginio tolesne lemtj gamtoje (Sims et al., 1986). Dél heterociklinés prigimties Sie junginiai
geriau tirpsta vandenyje nei jy analogai sudaryti tik i§ anglies (turintys benzeno zieda) ir gali
lengvai patekti | pozeminius vandenis (Khasaeva et al., 2011). Pramonés nuotekos, turin¢ios
piridino ir jo dariniy, yra toksiS$kos vandens gyvinijai ir kelia susirtipinimg dél astraus ir
nemalonaus kvapo (Kumar et al., 1995, Mall et al., 2003, Lataye et al., 2008). Piridinas
priskiriamas prie vieny i§ pagrindiniy aplinkos terSaly (Richards ir Shiets 1986). Dél Siy
priezasciy piridino turin¢ios pramonés nuotekos pries patenkant j aplinka turi buti i§valomos,
kad nebiity daroma Zala nattralioms ekosistemoms (Chandra et al., 2009).

Egzistuoja jvairas fizikocheminiai metodai piridino turinéiy nuoteky valymui, tadiau
jiems reikia daug energijos, jrengimas ir proceso sgnaudos brangiai kainuoja, bei sukuriamos
nepageidaujamos antrinés atliekos (Padoley et al., 2006, Mudliar et al., 2008). Kaip alternatyva
gali biti naudojamas biologinis valymas, kuris yra ekologiSkas, nebrangus, efektyvus ir
nesusidaro pasaliniai nepageidaujami produktai (Chandra et al., 2009). Pastaruoju metu vis
labiau domimasi bioaugmentacija panaudojant ksenobiotines medziagas skaidancias bakterijas

ar fermentus nuoteky valymui (Wang et al., 2002, Park et al., 2008). ] valymo sistemas
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pridedant piriding skaidanciy bakterijy (Li et al., 2001, Bai et al., 2010) ar imobilizuojant
bakterijy Igsteles (Rhee et al., 1996, Kim et al., 2006, Tian et al., 2006), yra pagerinamas
piridino ir jo dariniy pasalinimas (Wen et al., 2013). Norint patobulinti Siuos procesus, svarbu
suprasti kaip skaidymas vyksta bakterijose ir kokie yra pagrindiniai piridino skaidymo kelyje

dalyvaujantys fermentai.

1.3 Piridino ir jo dariniy skaidymas bakterijose

Pirma kartg bakterinis piridino skaidymas dirvoZzemyje pastebétas jau daugiau nei prie$
100 mety, kai buvo bandoma jj panaudoti kaip dirvoZemio antiseptika, taciau vietoj dirvoZemio
mikrofloros sumaz¢jimo, buvo pastebéta, kad kai kuriy rasiy bakterijy Kiekis Zenkliai padidéjo
(Buddin 1914). Piridino ir jo dariniy skaidymas tirtas aerobinémis ir anaerobinémis sglygomis
grynose bei negrynose kultiirose (Kaiser et al., 1996, Rhee et al., 1997, Fetzner et al., 1998, Lee
etal., 2001, Mohan et al., 2003). Tyrimai parodé, kad mikroorganizmai gali panaudoti piriding
ir jo junginius kaip pagrindinius anglies ir energijos Saltinius anaerobinémis ir aerobinémis
salygomis (Fetzner 1998, Padoley et al., 2006, Mudliar et al., 2008). Nors yra atrasta nemazai
mikroorganizmy, galin¢iy skaidyti piridina, taciau tikslus ziedo skélimo mechanizmas vis dar
yra neaiskus. Zinoma, kad N-heterocikliniy junginiy skaidymas daZnai prasideda atomo,
esancio Salia pakaitinio azoto, hidroksilinimu. Chemiskai piridino ziedas yra jautrus redukcijai
ir nukleofilinei atakai C-2 ir C-4 padétyse (Fetzner, 1998).

Dvi pagrindinés strategijos bakteriniam piridino skaidymui yra hidroksilinimo
reakcijos, po kuriy vyksta redukcija, bei aerobiniai redukciniai keliai, kuriy metu nevyksta
hidroksilinimo reakcijos (Fetzner, 1998). Vykstant 2- ir 4-etil piridino skaidymui, ziedo
hidroksilinimo ir redukcijos reakcijos vyksta prie§ ziedo skélimg (Feng et al., 1994). Skaidant
hidroksipiridinus, jie visy pirma hidroksilinami iki di- arba tri-hidroksipiridino, o paskui seka
ziedo skélimas (Kaiser et al., 1996). 3-Karboksipiridinas (nikotininé ragstis) oksiduojama j 6-
hidroksinikotining riigstj (Hughes, 1955). Po to vyksta oksidacinio dekarboksilinimo reakcija,
susidarant 2,5-dihidroksipiridinui, kuris véliau skeliamas susiformuojant maleino monoamidui
ir skruzdziy raigsc¢iai (Behrman ir Stainer, 1957).

1.3.1 Piridino skaidymas vykstant ziedo redukcijai

Watson ir Cain 1975, vieni i§ pirmyjy nustaté piridino skaidymo kelius 1§ dirvozemio

i§skirtose Bacillus sp. ir Nocardia sp. bakterijose (Watson ir Cain, 1975). Ankstesniy tyrimy

metu, piridino ziedo azoto atomas buvo aptinkamas tik NHz pavidalu. Buvo identifikuojami tik

alifatiniai tarpiniai junginiai, taigi pradiniai piridino Ziedo skaidymo zingsniy nustatyti
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nepavykdavo (Stafford ir Callely, 1970). Tiriant i§ dirvozemio i$skirtas Nocardia Z1 ir Bacillus
sp. 4 kamieny bakterijas paaiSkéjo, kad abu kamienai geba panaudoti piriding kaip vienintelj
anglies, azoto ir energijos Saltinj. Siose bakterijose piridino skaidymas yra indukuojamas
procesas. ldentifikavus skaidymo metu susidarancius tarpinius junginius, nustatyta, kad
piridino skaidymo keliai Nocardia sp. Z1 ir Bacillus sp. 4 bakterijose skiriasi (Watson ir Cain,
1975).

Abiejuose kamienuose buidinga ta pati pradiné reakcija — piridinas redukuojamas iki 1,4-
dihidropiridino. Eksperimentai su radioktyviai zymétu [1*C2] piridinu parodé, jog Bacillus sp.
4 kamiene skaidymo metu susisidaranti skruzdziy rugstis formuojama i§ heterociklinio Ziedo
antro anglies atomo (1.3.1 pav.). Susidarancios gintaro ir skruzdziy riigstys parodo, kad piridino
ziedas yra skeliamas tarp C2 ir C3 atomy. Po dvigubo rysio, tarp C2 ir C3 hidrolizés susidaro
4-(N-formil)-amino-buten-3-enoin-1-aldehidas, kuris iskart oksiduojamas j $io junginio pusiau
aldehidg — 4-(N-formil)-amino-buten-3-enoing rtgstj. Toliau seka heterociklino N atomo ir C-
6 atomo hidroliz¢ ir susiformuoja formamidas ir gintaro rugsties pusiau aldehidas. Formamidas
yra veikiamas specifinés formamido amidazés ir skyla j skruzdziy rtgstj ir amoniakg. Gintaro
rigsties pusiau aldehidas yra toliau oksiduojamas iKi gintaro rigsties. Sioje reakcijoje dalyvauja
piridinu indukuojama, nuo NAD priklausoma gintaro rigsties pusiau aldehido dehidrogenazé
(Watson ir Cain, 1975).

H._H
7 CHO COH
Q @ | N CHO N ~CHO
N
1 H 2 H 3 4

NH;CHO — NH; + HCO;H
5 6 7
|/\co,u r\coaH
CHO CO:H
8 9

1.3.1 pav. Piridino skaidymas Bacillus sp. 4 bakterijose. 1 — piridinas; 2 — 1,4—dihidropiridinas;
3 — 4-(N-formil)-amino-buten-3-enoin-1-aldehidas; 4 — 4-(N-formil)-amino-buten-3-enoiné
ragstis; 5 — formamidas; 6 — amoniakas; 7 — skruzdziy ragstis; 8 — gintaro ragsties pusiau
aldehidas; 9 — gintaro riigstis. Lauztiniuose skliaustuose nurodyti hipotetiniai tarpiniai junginiai
(Watson ir Cain, 1975).

Shukla (1973) i§ dirvozemio i$skyré Corynebacterium sp. ir Brevibacterium sp.

bakterijas, galindias skaidyti piridina. Siuos mikroorganizmus auginant su piridinu, jie
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nesugeba skaidyti monohidroksilinty piridiny (Shukla, 1973). Vykstant piridino skaidymui i§
dirvozemio i$skirtose Corynebacterium sp. bakterijose, j terp¢ i$skiriama skruzdziy rugstis ir
amoniakas. Terpéje esant slopikilio — pusiau karbazido, kaip tarpinis produktas susiformuoja
gintaro rugsties pusiau aldehidas (Shukla ir Kaul, 1974). Panasts rezultatai gauti ir tiriant
piridino skaidymg Brevibacterium sp. Kai terpéje yra inhibitorius arsenitas, kaip tarpiniai
produktai susidaro gintaro rugsties pusiau aldehidas ir piruvo ragstis (Shukla ir Kaul, 1975).
Piridino skaidymo tyrimai Micrococcus luteus parodé, kad Siame kamiene skaidymas vyksta
tuo paciu keliu kaip ir Bacillus sp. 4 bakterijose (Sims et al., 1986). Taigi, piridino skaidymas
Corynebacterium sp. (Shukla ir Kaul, 1974), Brevibacterium sp. (Shukla ir Kaul, 1975) ir
Micrococcus luteus (Sims et al., 1986) vyksta pagal Watson ir Cain pasiiilyta mechanizmg
(1.3.1 pav.).

Nustatyta, kad vykstant piridino skaidymui Nocardia sp. Z1 hidroksilinti piridino
dariniai nesusidaro (Houghton ir Cain, 1972). Siose bakterijose piridinas visy pirma yra
redukuojamas iki 1,4-dihidropiridino (1.3.2 pav.). Tuomet vyksta hidrolitinis ziedo skélimas

tarp antro anglies atomo ir heterociklinio N atomo (Watson ir Cain, 1975).

H._H H =
“
N Xy, CHO N~ CHOH
1 H?2 H H
NH,
3
— — -
CO:;H CO CO;H CO;H CHO CO;H CHO CHO
7 CoA 6 5 4

1.3.2 pav. Piridino skaidymas Nocardia sp. Z1 bakterijose. 1 — piridinas; 2 — 1,4-
dihidropiridinas; 3 — amoniakas; 4 — glutaro dialdehidas; 5 — glutaro riigsties pusiau aldehidas;
6 — glutaro ragstis; 7 — glutaril-CoA. Lauztiniuose skliaustuose nurodyti hipotetiniai tarpiniai
junginiai (Watson ir Cain, 1975).

Susidares junginys deamininamas iki glutaro dialdehido. Toliau vyksta oksidacijos
reakcijos, kuriy metu susidaro glutarato pusiau aldehidas, glutaratas ir galiausiai glutaril-CoA,

kuris yra veriamas ] acetil-CoA. Skaidymo reakcijose dalyvauja piridinu indukuojami
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fermentai —nuo NAD priklausoma glutaro raigsties dehidrogenazé ir izocitrazé (Watson ir Cain,
1975).

Shukla ir Kaul i§ dirvozemio isskyré Nocardia sp. bakterijas, kurios gali skaidyti
piridino-N-oksida (PNO), 2-hidroksipiriding (2-HP) ir piriding. Siame mikroorganizme
utilizuojant PNO, susidaro 2-HP, tafiau nei vienas i$ $iy junginiy kaip tarpinis produktas
nesusidaro piridino skaidymo metu. Kai terpéje yra slopiklio pusiau karbazido, skaidant
piriding susidaro gintaro ragsties pusiau aldehidas (Shukla ir Kaul, 1986). Taigi skirtingai nei
Nocardia sp. Z1, siose Nocardia sp. bakterijose piridinas skaidomas kaip ir Bacillus sp. 4,
vykstant pradiniam Ziedo skélimui tarp antro ir tre¢io anglies atomy (1.3.1 pav.).

I§ pramonés nuoteky isskirtos denitrifikuojanéios Azoarcus sp. pF6 bakterijos geba
skaidyti piriding tick aerobinémis, tiek anaerobinémis sglygomis. Auginant su piridinu lastelés
ir jy ekstraktai nesugeba skaidyti 2-, 3- ir 4-hidroksipiridiny, bei 2,3-, 2,4- ir 2,6-
dihidroksipiridiny. Nustatyta, kad hidroksilinti piridino dariniai pF6 bakterijose kaip tarpiniai
piridino skaidymo junginiai nesusidaro. Tiek aerobinio, tiek anaerobinio piridino skaidymo
metu yra indukuojami izocitrazé bei glutaro riigities dialdehido dehidrogenazé. Sie rezultatai
leidzia teigti, jog pF6 bakterijose piridino skaidymas vyksta tuo paciu keliu kaip Nocardia sp.
Z1 (1.3.2 pav.) (Rhee et al., 1997).

Nocardia sp. Z1, Bacillus sp. 4, Brevibacterium sp., Corynebacterium sp. ir
Micrococcus luteus bakterijos nesugeba augti ant monohidroksipiridiny ir $iy Igsteliy ekstraktai
negali oksiduoti mono- ir di-hidroksipiridiny (Shukla ir Kaul, 1974, Shukla ir Kaul, 1975,
Watson ir Cain, 1975, Sims et at., 1986).

1.3.2 Piridino skaidymo keliai vykstant ziedo hidroksilinimui

Ankstesniuose tyrimuose tarp piridino skaidymo produkty nebuvo pastebéta
hidroksipiridiny (Fetzner, 1998). Korosteleva su kolegomis (1981), tyrinéjant Nocardia sp.
KM-2, nustaté, jog Siame kamiene, vykstant piridino skaidymui, susidaro 3-hidroksipiridinas
(1.3.3 pav.). Tolimesniy reakcijy metu, piridinas suskaidomas iki gintaro rtigsties ir amoniako

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

Zefirov ir Kiti (1994), tyré i§ dirvoZzemio iSskirtas Arthrobacter crystallopoietes ir
Rhodococcus opacus bakterijas, gebancias skaidyti piriding. Panaudojant UV ir IR
spektroskopija, bei dujy chromatografija/masiy spektrometrija paaiskéjo, kad skaidant piriding
susidaro hidroksilinti piridino tarpiniai junginiai. A. crystallopoietes bakterijose piridinas visy
pirma hidroksilinamas ties treciu anglies atomu (1.3.4 pav.). Tuomet 3-hidroksipiridinas yra
toliau oksiduojamas iki 2,3-dihidroksipiridino. Toliau vyksta hidrolitinis Ziedo skélimas,
susiformuojant 5-amino-2-okso-4-pentenoinei riigsciai bei gintaro riigsties pusiau aldehidui.
Aptiktas tarpinis junginys — 2,6-dihidroksipiridinas parodo, kad hidroksilinimas gali vykti ir
kitokiu eiliskumu, tuomet susidaro trihidroksipiridinas. Sis junginys veré¢iamas j vyno rigsties
monoamida arba i§ jo susidaro mélynas pigmentas. R. opacus kamiene skaidant piriding
susidaro 2-hidroksipiridinas, kuris oksiduojamas iki 2,6-dihidroksipiridino (1.3.4 pav.). Toliau

vyksta hidrolitinis ziedo skélimas ir susidaro 3-pentanoiné ragstis (Zefirov et al., 1994).
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1.3.4 pav. Piridino skaidymas Arthrobacter crystallopoietes (A.c.) ir Rhodococcus opacus
(Rh.o.) bakterijose. 1 — piridinas; 2 — 2-hidroksi-1,2-dihidropiridinas; 3 — piridino-N-oksidas; 4
— 2-hidroksipiridinas; 5 — 3-hidroksipiridinas; 6 — 2,6-dihidroksi-1,2,3,6-tetrahidropiridinas; 7
— 2,6-dihidroksi-1,2-dihidropiridinas; 8 — 2,3-dihidroksipiridinas; 9 — 1,2-dihidro-2,5,6-
trihidroksipiridinas; 10 — 2,6-dihidroksipiridinas; 11 — 5-amino-2-0kso-4-pentanoiné riigstis; 12
— 3-pentanoinés riigSties monoamidas; 13 — gintaro riigsties pusiau aldehidas; 14 —vyno riigsties
monoamidas. Galimi tarpiniai junginiai nurodyti lauztiniuose skliaustuose (Zefirov et al.,
1994).

Is dirvozemio isskirtos Arthrobacter sp. KM-4 bakterijos, galinios skaidyti piriding, 2-
metilpiriding, 4-metilpiriding ir 2,6-dimetilpiriding. Pritaikius dujy chrmoatografija/masiy
spektrometrijg ir identifikavus tarpinius metabolitus, buvo pasitlytas naujas, prie§ tai

nezinomas piridino skaidymo kelias $iose bakterijose (1.3.5 pav.) (Khasaeva et al., 2011).
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Pradinéje reakcijoje piridinas yra hidroksilinamas iki 2-hidroksipiridino (1.3.5 pav).
Toliau $is junginys hidroksilinamas treCioje ziedo pozicijoje. Dalis susidariusio 2,3-
dihidroksipiridino yra hidroksilinama iki 2,3,6-trihidroksipiridino, o kita dalis vykstant Cs-Cs
dvigubo rysio redukcijai, formuoja pipiridindiong. Tolesnése reakcijose skeliamas 2,3,6-
trihidroksipiridino rySys tarp antro ir teCio anglies atomo ir susidaro 4-formilamino-butano
ragstis. Atskeliant vieng anglies atoma, vyksta ciklizacija, ir susiformuoja 2,5-piroldionas.
Toliau, manoma, kad susidaro maleino rtgsties pusiau aldehidas, o i§ jo furanonas-2, kuris
redukuojamas iki butriolacetono. Vykstant tolesnei redukcijai, formuojasi gintaro riigsties
pusiau aldehidas. Manoma, kad §is junginys taip pat pat formuojasi ir i§ piperidindiono
(Khasaeva et al., 2011).
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1.3.5 pav. Piridino skaidymas Arthrobacter sp. KM-4 bakterijose. 1 — 2-hidroksipiridinas; 2 —
2,3-dihidroksipiridinas; 3 — 2,3,6-trihidroksipiridinas; 4 — piperidin-2,3-dionas; 5 — 4-
formilamino-butano ragstis; 6 — 4-formilamino-4-oksobutano rugstis; 7 — 2,5-piroldionas; 8 —
maleino rugsties pusiau aldehidas; 9 — furanonas-2; 10 — butirolaktonas; 11 — gintaro rugsties
pusiau aldehidas. Galimi tarpiniai junginiai nurodyti lauztiniuose skliaustuose (Khasaeva et al.,
2011).

19



Wang ir Kkiti i8skyré piriding skaidancias Paracoccus sp. NJUST30 bakterijas i$ nuoteky
valymo bioreaktoriaus aerobiniy granuliy. Susidare tarpiniai skaidymo junginiai buvo
identifikuoti taikant tandemine skysciy chromatografija ir masiy spektrometrija. Remiantis

gautais rezultatais, pasitlyti 3 galimi piridino skaidymo keliai Siose bakterijose (1.3.6 pav.)

(Wang et al., 2018).
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1.3.6 pav. Piridino skaidymo kelias Paracoccus sp. NJUST30 bakterijose. la — 2,3-
dihidroksipiridinas; 1b — 2,4-dihidroksipiridinas; 2a — N-(1,4-okso-but-1-enil)-formamidas; 2b
— 2,4-dihidroksi-2H-piridino-3-onas; 3 — karbamo rugstis; 4 — maleino ragstis; 5 — gintaro
rigsties pusiau aldehidas; 6 — 2-karbonil-gintaro ragstis; 7 — 2-hidroksipiridinas; 8 — piperidin-
2-olis; 9 — 4-formilamino-sviesto ragstis; 10 — 3-hidroksi-2-okso-propionaldehidas (Wang et
al., 2018).

Pradiniame Zingsnyje vyksta piridino ziedo hidroksilinimas, susidarant

hidroksipiridinui arba 2,3- ar 2,4-dihidroksipiridinui. Pirmame kelyje toliau vyksta C-C rysio

2-

tarp dviejy hidroksilinty anglies atomy skélimas ir oksidacija. Susidares N-(1,4-okso-but-1-
enil)-formamidas toliau skeliamas tarp C ir N atomy ir susiformuja maleino riigstis arba gintaro

rugsties pusiau aldehidas, tuo paciu metu atskylant karbamo rtig§ciai. Maleino riigSties C=C
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rySys toliau oksiduojamas ir susiformuoja 2-karbonil-gintaro ragstis. Kitame galimame
Paracoccus sp. NJUST30 piridino skaidymo kelyje, pradinéje reakcijoje hidroksilinamas C1
piridino atomas, susidarant hidroksipiridinui. Toliau vyksta C=C ir C=N rysiy hidrinimas iki
piperidin-2-olio. Susiformaves junginys oksiduojamas iki 4-formilamino sviesto rtgsties.
Tre¢iame skaidymo kelyje, piridinas hidroksilinamas iki 2,4-dihidroksipiridino, kuris toliau
karbonilinamas ties antru anglies atomu susiformuojant 2,4-dihidroksi-2H-piridino-3-onui.
Pastarasis vykstant C-N rysio skilimui transformuojamas j 3-hidroksi-2-okso-propionaldehida.
Azoto grupé pasalinama acetamido forma (Wang et al., 2018).

Piridino skaidymas tyrinéjamas jau daugel] mety, taciau tikslus ziedo skélimo
mechanizmas iSlieka neaiSkus. Yra pasitlyti du pagrindiniai piridino skaidymo mechanizmai.
Viename i§ jy pradiniame zingsnyje vyksta hidroksilinimo reakcijos, po kuriy seka redukcija,
kitame piridino ziedas yra hidrinamas, nesusiformuojant hidroksipiridinams (Fetzner, 1998).
Daugeliu atveju piridinas skaidomas iki gintaro rtigsties pusiau aldehido, gintaro ruigsties, arba

glutaro ragsies.

1.4 Ksenobiotiniy medziagy skaidyme dalyvaujantys genai

Ksenobiotinés medziagos — tai zmoniy sukurtos sintetinés dazniausiai aromatinés
medziagos, sunkiai skaidomos gamtoje (Lodha et al., 2008). Rhodococcus genties bakterijy
gebéjimas panaudoti kenksmingus junginius yra susijes su bakterijy tolerantiSkumu Siems
substratams. Pagrindinis faktorius lemiantis §j prisitaikyma — didziulé genetiné jvairoveé.
Rhodococcus sp. RHA1 genomo analizé, parodé, kad kataboliniai genai yra issidéste
chromosomoje ir trijose didelése linijinése plazmidése. Aptiktos 6 zieda hidroksilinancios
dioksigenazés ir 10 citochromy P450. Toks homology paplitimas galéty paaiSkinti kaip
bakterijos prisitaiko katabolizuoti tokj platy substraty spektra. Rhodococcus aetherovorans 124
ir R. erythropolis PR4 genomuose taip pat aptinkami daugybiniai geny homologai (Larkin et
al., 2005).

Manoma, kad Rhodococcus genties bakterijose aptinkamos didelés linijinés plazmidés
dalyvauja geny pernasoje ir rekombinacijoje. Geny duplikacijos, transpozabiliis elementai,
didelis rekombinacijos daznis ir Rhodococcus genties polinkis kaupti genus prisideda prie
didelio kataboliniy geny homology iSsidéstymo chromosomoje ir plazmidése (Larkin et al.,
2005).

Dazniausiai aromatiniy junginiy kataboliniai genai yra iSsidéste geny klasteriais,
kuriuose taip pat yra reguliaciniai ir uZ transportg atsakingi genai ir kai kuriais atvejais efliukso

pompas koduojantys genai. MedZiagos patekimas ] lgstele ir indukuojama kataboliniy geny
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raiSka yra svarbiis reguliaciniai elementai, kurie lemia skaidymo kelio efektyvumg. Skaidymo
valdyma transkripciniame lygmenyje vykdo reguliaciniai baltymai (aktyvatoriai ir represoriai),
kuriy strukttra ir veikimo mechanizmai yra labai jvairts. Jie iSsivysté nepriklausomai nuo

kataboliniy geny (Jiménez et al., 2010).

1.5 Piridino skaidyme dalyvaujantys baltymai

Nors ir atrasta nemazai piriding galin¢iy skaidyti mikroorganizmy, taciau labai nedaug
zinoma apie skaidyme dalyvaujancius fermentus ir jy funkcijas. Rhodococcus genties bakterijy
proteome aptinkamas platus spektras monooksigenaziy ir dioksigenaziy (Larkin et al., 2005).
Nustatyta, kad Sie fermentai dalyvauja aromatiniy junginiy su pakeistomis Soninémis grupémis

(Karlson et al., 1993), tiokarbamaty ir atrazino skaidyme (Nagy et al., 1995).
1.5.1 Flavino monooksigenazés

Nuo flavino priklausomos monooksigenazés dalyvauja daugybéje biologiniy procesy.
Dauguma Siy fermenty atlieka pagrinding funkcija nattraliy ir antropogeniniy junginiy
katabolizme, kiti prisideda prie vitaminy, antibiotiky ir hormony biosintezés. Nuo flavino
priklausomos monooksigenazés katalizuoja vieno molekulinio deguonies atomo jterpimag j
substratg, 0 antras deguonies atomas yra redukuojamas iki vandens (Huijbers et al., 2014).
Deguonies aktyvacija Siuose redokso fermentuose susijusi su laikinai stabilaus C4a-deguonies
adukto formavimusi (Masey, 1994). Flavino monooksigenazés katalizuoja hidroksilinimo,
Baeyer-Villiger oksidacijos, sulfoksidacijos, epoksidacijos bei halogeninimo reakcijas (van
Berkel et al., 2006).

Pagal IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology)
nomenklatiros komiteto rekomendacijas, nuo flavino priklausomos monooksigenazés yra
priskiriamos oksireduktaziy 1.13 ir 1.14 subklaséms (Huijbers et al., 2014). Tai didZiausia
flavofermenty Seima (Macheroux et al., 2011). Remiantis struktirinémis ir funkcinémis
savybémis, Sie fermentai skirstomi j 8 grupes. A-B grupiy monooksigenazés (EC 1.4.13)
sudarytos i§ vienkomponenciy fermenty, kurie naudoja NAD(P)H kaip iSorinj elektrony
donorg. C-F grupiy monooksigenazéms (EC 1.14.14) reikia reduktazés, kuri dalyvauja
redukuoto flavino pernasoje. G ir H grupés (EC 1.13.12) sudarytos i$ vidiniy monooksigenaziy,
kurios redukuoja flavino kofaktoriy vykstant substrato oksidacijai (Huijbers et al., 2014).

Tiesioginé reakcija tarp organinio junginio anglies atomo ir deguonies yra negalima,
taciau nemaza dalis fermenty panaudoja molekulinj deguonij kaip substratg organinio junginio

oksidacijai. Tokiai reakcijai vykti reikalingas aktyvuotas molekulinis deguonis, kad jis biity
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perneSamas, monooksigenazés daznai naudoja pereinamuosius metalus, prijungtus, arba
neprijungtus, prie organinio kofaktoriaus (pvz. hemas P450 monooksigenazése). Nuo flavino
priklausomos monooksigenazés naudoja tik organinj kofaktoriy oksidacijos reakcijoms (van
Berkel et al., 2006). Flavino kofaktorius turi bati redukuotos formos, kad galéty reaguoti su
molekuliniu deguonimi. Toks daug elektrony turintis tarpinis junginys gali panaudoti
molekulinj deguonj kaip substratg (Massey, 1994). Vykstant elektrono perdavimui nuo
redukuoto flavino deguoniui, formuojamas superoksido ir flavino radikalo kompleksas.
Daugumoje flavino monooksigenaziy formuojasi kovalentinis aduktas tarp flavino C4a ir
molekulinio deguonies, susidarant reaktyviam C4a-hidroperoksiflaviniui. Toks peroksiflavinas
yra nestabilus ir paprastai skyla j vandenilio peroksida ir oksiduotg flaving (van Berkel et al.,
2006), taciau flavino monooksigenazés sugeba C4a-hidroperoksiflaving stabilizuoti ir $is gali
oksiduoti substrata (Entsch ir van Berkel, 1995). Priklausomai nuo peroksiflavino
protonizacijos lygio, vyksta arba elektrofiliné, arba nukleofiliné substrato ataka ir vienas
deguonies atomas yra jterpiamas j substratg, 0 Kitas redukuojamas iki vandens (van Berkel et
al., 2006).

1.5.2 Flavino monooksigenazés ir reduktazés dviejy komponenty sistema

Redukuoti flavofermentai reaguoja su deguonimi. Daugumai tokiy fermenty tai yra
zalinga pasalin¢ reakcija ir daZnai yra slopinama paciy baltymy, ta¢iau monooksigenazes ir
oksidazés evoliucionavo taip, kad galéty panaudoti deguon; kaip fiziologinj substrata.
Monooksigenazés ir reduktazés dviejy komponenty sistema sudaryta i§ dviejy atskiry fermenty.
Skirtingai nei vienkomponentése sistemose, ¢ia flavinas yra labiau substratas nei prostetiné
grupé. Flavinas yra redukuojamas reduktazés, perduodamas monooksigenazei ir tuomet
oksiduoja substratg (Palfey ir McDonald, 2010). Pati reduktazé gali buti flavoproteinas, kurio
prostetiné grupé yra redukuojama piridino nukleotido ir oksiduojama flavino substrato — tai Il
klasés reduktazés. Reduktazé taip pat gali buti ir paprastas polipeptidas kuris katalizuoja
reakcijg tarp piridino nukleotido ir flavino substrato. Tokios reduktazés priskiriamos I klasés
reduktazéms (Tu, 2001).

Skirtingai nei vienkomponentése sistemose, dvikomponentése sistemose redukuotas
flavinas turi biiti perduodaamas nuo reduktazés monooksigenazei. Galimi du Sio proceso
mechanizmai. Viename i$ jy redukuotas FMN gali biiti perneSamas laisvos difuzijos biidu
(Tinikul et al., 2013). Kitame redukuotas FMN tiesiogiai perduodamas nuo reduktazés
monooksigenazei. Vykstant tiesioginiam redukuoto flavino perdavimui, jis yra apsaugomas nuo

nefermentinés reakcijos su deguonimi (Tu, 2001). Laisvas flavinas su deguonimi reaguoja
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sglyginai 1éCiau nei pasieckia monooksigenaze laisvosios difuzijos biidu, todél gamtoje
egzistuoja abu mechanizmai (Palfey ir McDonald, 2010). Reduktazé dazniausiai turi didesn;j
afiniSkuma oksiduotai FMN formai nei redukuotai, o0 monooksigenaze atvirksciai (Ukaegbu et
al., 2010). Flavinui prisijungus prie monooksigenazés, jis reaguoja su molekuliniu deguonimi
pries prisijungiant tiksliniam substratui (Sucharitakul et al., 2006). Substratui prisijungus, jis
yra oksiduojamas, i$ hidroksiflavino pasalinamas vanduo (taip susidaro oksiduotas produktas

bei flavinas) ir yra regeneruojama laisva monooksigenazé (Crozier-Reabe ir Moran, 2012).
1.5.3 Amidohidrolazé

Amidohidrolaziy superseimos (AHS) fermentai turi (B/a)s statinaités struktiirine kloste
ir katalizuoja nuo metalo priklausomas hidrolizés reakcijas (Williams et al., 2006).
Priklausomai nuo fermento, amidohidrolazés gali hidrolizuoti C-O, P-O, P-S, C-N, C-S ir C-Cl
rySius (Jackson et al., 2005, Shapir et al., 2006, Elias et al., 2008, Khurana et al., 2009, Duarte
et al., 2011). Daugumoje AHS fermenty yra aptinkamos vienbranduolés arba dvibranduolés
metaly prisijungimo sritys (Seibert ir Raushel, 2005), tac¢iau nesenai atrasta fermenty turinciy
tribranduolj metalo kofaktoriy, arba i$vis neturin¢iy metalo kofaktoriy (Liu ir Huo 2014).
Metalo jono(y) funkcija katalizéje varijuoja, priklausomai nuo hidrolizuojamo substrato ir
paties fermento (Gerlt ir Babbitt, 2001, Babtie et al., 2010). Vienas arba du metalai maZzina
katalitinés vandens molekulés pKa ir taip padeda susidaryti nukleofiliniam hidroksidui (Liaw
et al., 2003). Antrasis metalas gali poliarizuoti substratg tiesiogiai, daznai ties karboniliniu ar
fosforiliniu ry$iu, arba stabilizuoja pereinamosios biisenos neigiama krtivi (Jackson et al., 2008;
Liao et al., 2008).

Amidohidrolaziy superSeimos fermentai yra skirstomi j 9 subtipus pagal specifinius prie
metalo prisiriSan¢ius ligandus konservatyviuose vienbranduoliy ir dvibranduoliy metaly
jungimosi srityse (Sugrue et al., 2015). Subtipai I, I ir VI turi dvibranduole metalo prisiri§imo
sritj, kuriai budingas jungiamasis ligandas (paprastai glutamato arba karboksilinto lizino
aminortigStys) koordinuojantis abu M, ir Mg metalo jonus (Buchbinder et al., 1998, Benning et
al., 2001, Nitanai et al., 2002). Vienbranduoliai metalg riSantys ligandai yra jvairesni, metalo
jonas gali buiti iSdéstomas tiek ties Mg, tiek ties Mg sritimis ir yra budingi III, IV, V, VI, VII ir
IX subtipams (Seibert ir Raushel, 2005). VIII subtipui priklausantiems fermentams biidingas
Asn-Xaa-His motyvas, taciau nezinoma motyvo funkcija ir fermento veikimo mechanizmas.
Nustatyta, kad I, VIII ir IX subtipy fermentai dalyvauja aplinkoje aptinkamy ksenobiotiniy
medziagy hidroliz¢je (Sugrue et al., 2015).
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Nukleofiliné vandens molekul¢é yra aktyvuojama sudarydama kompleksg su
vienbranduoliu arba dvibranduoliu metalo centru. Dvibranduoliuose metalo centruose
karbonil- ir fosforil- grupés yra poliarizuojamos per Lewiso riigs¢iy katalizg, sudarant
kompleksa su  metalo jonu, o tirpiklio molekulé nukleofilinei atakai yra aktyvuojama o metalo
jono. Vienbranduoliuose metalo centruose substratai yra aktyvuojami vykstant protony
pernasai i§ aktyvaus fermento centro, o vandens molekulé aktyvinama vykstant metalo ligacijai

ir bendrajai Sarminei katalizei (Seibert ir Raushel, 2005).

Rhodococcus genties bakterijos yra placiai paplitusios aplinkoje ir sugeba islikti net ir
nepalankiomis sglygomis. Viena i§ pagrindiniy prisitaikymo strategijy — nepaprastai didelé
kataboliniy fermenty jvairové, dél kuriy Sie mikroorganizmai sugeba skaidyti ir panaudoti
jvairius organinius junginius kaip pagrindinj anglies ir energijos $altinj. Piridinas yra vienas i$
pagrindiniy aplinkos terSaly, dél plataus §io junginio panaudojimo jvairiose pramonés Sakose.
Jis yra kenksmingas gyviesiems organizmas, todél svarbu suprasti $io junginio lemtj aplinkoje.
Nors ir yra atrasta nemazai mikroorganizmy galin¢iy skaidyti piriding, mazai zinoma apie
skaidymo reakcijose dalyvaujanéius fermentus ir jy koduojamus genus. Todél Sio darbo metu
buvo tiriamos piriding skaidan¢ios Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijos skaidymo

procese dalyvaujantys genai bei jy koduojami baltymai.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Reagentai

Reagentai

Gamintojas

5-bromo-4-chloro-indolil-B-Dgalaktopiranozidas (X-gal),
izopropil-B-Dgalaktopiranozidas (IPTG), T4 ligazé,
Proteinazé K, restrikcijos endonukleazés, DNR i$skyrimo
i§ gelio rinkinys, plazmidziy gryninimo rinkinys, Gene
Ruler DNA ladder Mix, MassRuler High Range DNA
ladder — DNR molekuliniy masiy zymenys, Unstained
Protein Molecular Weight Marker ir PageRuler Prestained
Protein Ladder — baltymy molekuliniy masiy zymenys,
Dream Taq Hot start PCR Master Mix, Phusion Green Hot
Start Il High-Fidelity PCR Master Mix, MgCl,, natrio
acetatas, aL.ICator LIC Cloning and Expression Kit

Thermo Fisher Scientific,
Lietuva

LB, agarizuota LB, mieliy ekstraktas

Oxoid, Jungtiné Karalyste

Agaras, NaOH

Merck, Vokietija

Cloroformas, lizocimas, gintaro ragstis, (NH4)2SOs,
CaClox2H20, MnSO4x4H0, FeSO4x7H20, KoHPO4,
KH2PO4, (NH4)2SO04, MgSO4x7H20, NaCl

Reachim, Rusija

Natrio dodecilsulfatas (NDS)

Sigma, JAV

PGR pradmenys

Metabion, Vokietija

Etanolis

Vilniaus degtiné, Lietuva

Akrilamidas, etilendiamintetraacto riugstis (EDTA),
fenolio-chloroformo misinys, stiklo rutuliukai 0,1 mm

Roth, Vokietija

Agaroz¢, etidZio bromidas, chloramfenikolis

Serva, Vokietija

Acto rugstis

Chempur, Lenkija

Kanamicinas, tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris)

AppliChem, Vokietija

Piridinas, acetonitrilas

Sigma—Aldrich, Vokietija

K2HPO4

Girochem, Slovénija

Amonio acetatas, glicerolis, ampicilinas, kalio acetatas,
gliukoze, tetraciklinas, pusiau karbamidas

Fluka, Vokietija

Reagentai RNR skyrimui: lizés buferis, silicio oksidu
dengtos magnetinés dalelés, proteazé

Roche, Sveicarija

Syto 9, reagentai RNR skyrimui: AW1 buferis, AW?2
buferis

Invitrogen-Molecular Probes

Qiagen, Vokietija

AT-PGR pradmenys

General Biosystens, JAV

AT-PGR pradmenys

Biolegio, Olandija
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2.2 Bakteriniai kamienai ir plazmidés

Bakteriniai Genotipas, savybés Saltinis
kamienai
Rhodococcus sugeba panaudoti piriding ir 2-hidroksipiriding | Gasparaviciite,
rhodochrous kaip vienintelj anglies ir energijos $altinj 2008
PY11
Rhodococcus Rhodococcus sp. PY11 mutantas, nesugebantis | Gasparaviciite,
rhodochrous skaidyti piridino ir 2-hidroksipiridino nepublikuota
PY11GA18
Escherichia coli | 80dlacZAM15 A(lacZY-argF) U169 deoR | Pharmacia, JAV
DH5a recAl endAl hsdR17(r«’ mk™ ) sup E44 thi-1

gyrA96 relAl

Escherichia coli

F ompT hsdSg(rs -~ , ms ) gal dcm (DE3);

Avidis, Pranciizija

BL21(DE3) kamienas baltymy raiskai
Escherichia coli | F- A- fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7p07 gal sulAl1l NEB, JAV
ER2566 A(merC-mrr)114::1S10  R(mcr-73::miniTn10-
TetS)2 R(zgb 210::Tn10)(TetS) endAl [dcm];
kamienas baltmy raiskali
Escherichia coli | F- A- recAl hsdR(rK12- mK12+)(Rif ®); Novagen,
HMS174 kamienas baltymy raiskai Vokietija
Rhodococcus lengviau transformuojamas ATCC4277— 1| Quan ir Dabbs,
erythropolis SQ1 | bakterijy mutantas 1993
Plazmidés Savybés, klonavimo schema Saltinis
pTZ57R/T Ap', lacZa, f1 ori, PGR produkty klonavimui Thermo Fisher
Scientific, Lietuva
pJlet 1.2 Ap", pUC ori, T7 pro; klonavimo vektorius Thermo Fisher

Scientific, Lietuva

pACY Cduet-1

Cm", lacl, p15A ori, T7 pro, baltymy
koekspresijai

Invitrogen, JAV

pET28b Km', lacl, T7 pro, f1 ori, baltymy raiskai Invitrogen, JAV
pLate31 Ap', lacl, T7 pro, baltymy raiskai Thermo Fisher
Scientific, Lietuva
pNit-QC1 Cm', repAB (pRE2895), konstitutyviai Nakashima ir
rekombinantiniy baltymy raiskai Rhodococcus Tamura, 2004
spp. bakterijose
pNit-RT1 Tet', rep (pPRE8424), konstitutyviai Nakashima ir

rekombinantiniy baltymy raiSkai Rhodococcus
spp. bakterijose

Tamura, 2004
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PET28b-MNX

Hipoteting monooksigenaz¢ i§ R. rhodochrous
PY11 koduojantis genas padaugintas PGR btidu
naudojant MonoxN_F ir MonoxH_R pradmenis,
gautas DNR fragmentas hidrolizuotas Ncol ir
Hindlll ir Klonuotas j pET28b vektoriy, paveikta
minétomis restrikcijos endonukleazémis

Sis darbas

PLATE31-MNX

Hipoteting monooksigenaz¢ i§ R. rhodochrous
PY11 koduojantis genas padaugintas PGR biidu
naudojant Late31M_F ir Late31M_R pradmenis
ir klonuotas j pLate31 vektoriy.

Sis darbas

pLate31-ADH

Hipoteting amidohidrolaz¢ i§ R. rhodochrous
PY11 koduojantis genas padaugintas PGR biidu
naudojant Late31N_F ir Late31N_R pradmenis
ir klonuotas j pLate31 vektoriy.

Sis darbas

pACYCDuet-1-
FMNR

Hipotetine flavino reduktazg i§ R. rhodochrous
PY11 koduojantis genas padaugintas PGR budu
naudojant FMNR_F ir FMNR_R pradmenis,
hidrolizuotas Ncol ir Hindlll ir klonuotas j
pACYCDuet-1 vektoriy, paveikta minétomis
restrikcijos endonukleazémis

Sis darbas

pACYCDuet-1-
HPYE

hpyE genas i$ Arthrobacter sp. PY22 klonuotas j
pACY CDuet-1 vektoriy

Casaite,
nepublikuota

pNitQC1-MNX

Hipoteting monooksigenaz¢ i§ R. rhodochrous
PY11 koduojantis genas klonuotas j pNitQC1
vektoriy, konstruota taip, kaip pET28b-MNX
atveju.

Sis darbas

pNitRT1-FMNR

Hipoteting reduktaze i§ R. rhodochrous PY11
koduojantis genas klonuotas j pNitRT1 vektoriy,
konstruota taip, kaip pACYCDuet-1-FMNR
atveju

Sis darbas

2.3 PGR Pradmenys

Pradmuo Seka 5°-3°
Monox_F CTCCAGCAATACAGGAACTGCCCAAC
Monox_R CCGTCCATATCGAATACGTGCAGTCG
Nitr_F CCTTTTCACCTCGTACTGTCCTGCC
Nitr R TACAGGCCACGACGACCTCGATTAC
MonoxN_F AACGACCATGGTCAGCATCGTC
MonoxH_R | CCGGGTCAAGCTTGGAGACTCC
FMNR_F GAAGAACCATGGCCTGTTCTGAC
FMNR_R CCTCTCTGAAGCTTTCAGTTATCCG
Late31M _F AGAAGGAGATATAACTATGAAGATCTGGGTCACCAC
Late31M_R GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGGAGAACTCCGGGAGC
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Late3IN_F | AGAAGGAGATATAACTATGGTCGAATACACAAACACATTC
Late3IN R | GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGAGGGTGGCTGTCGC
PLT F ACCGTCTACATCACGAGTTCGTATG
PLT R GTGTCACCTCGTTTGCATAGAGTC
2.4 RT-PGR pradmenys
Pradmuo Seka, 5°-3° Taikinys Fragmen
to ilgis
asr3_ F | CCCCATATGTCTTCGTTGACTCCC
asr3 R | GCTCAGTGGGTTCTCATCCGC Amidazé 220 nt
asr10_F | ATGAGTGCATTCAATTCGCATGCC Fosfometilpiri-
midino sintazé 249 nt
asr 10 R | ATCGTCGAGCAGATCCCGCT Thic
ast 12 F | CCTTGCATATGACCGGCTTCAGCTC | Gintaro ragsties
pusiau aldehido 231 nt
asr 12 R | GATCTCCGACCGTTCACGAGG dehidrogenaze |
ast13_F | ATGATAGTCCAGATCAATGGGTGT Hipotetinis
ast 13 R | GAGGGAACGAGTGACGATGG baltymas 231 nt
ast 14 F | GTGATCTACGAGATCAGGGAGTAC | NIPSNAP Seimos
ast 14 R | CGCTTGCTGCCATTCAGGATC baltymas 243 nt
ast 15 F | GAACCATATGTGTTCTGACAAAGCCC
asr 15 R | CAGGTGGTCGAGGACGTCTG FMN-reduktazé | 257 nt
asr16 F | ATGACGACCTCCATTCCGTTCG Ribozés fosfato
asr 16 R | GGCGCTGAGGCCTTCGATGGGAT pirofosfokinaze | 234 nt
asr 17 F | ATGAGTAACGGGGTTCTAGTGGTC
asr 17 R | GGTGACGTCGACACCGGA Ribokinaze 249 nt
ast 19 F | ATGGAACCGCTCAAGATCCTCTTC Citoplazminis
baltymas 239 nt
asr 19 R | CCGATATCGGAGATGACAACTACG
asr22_F | CTCCAGCAATACAGGAACTGCCCAAC | Monooksigena-zé
286 nt
asr22 R | GGTCGAGGAAACTCATCTCCG
asr23 F | CGTCCATATGCCCACTATCTCGG Nikotinato
fosforibozil- 217 nt
ast23 R | CTTCGGCCTCATCGATGTCGG oS forar
ast 24 F | GGATCCATATGATGACAAAGTTGCCG Aldehido
dehidrogenazé 1 261 nt

asr24 R

CGATATCGAGCAGCACCTGAGC
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asr 25 F

GGATCATATGAGTGAGATTGCCATAG

AACACG Amidohidrolazé 1 214 nt
asr25 R | CGTTGTCAGGTGCACGTGGC
asr26 F | ATGGGTACGACACAGCGTATGAC Formiato
dehidrogenazés 237 nt
asr26 R | CCGGTGGCCTGGTGTTTC didysis
subvienetas
asr27_F | ATGGGACGAGTGACCACCC Sulfurtransferazé
FdhD 242 nt
asr27_R | GCGCCCGTGCTGTTGCAG
asr28 F | ATGTCCCCATTCGTTGTCATCGG
ast 28_.R | GATGGTGCGGTCGAAGACG Kanalo baltymas | 252 nt
asr29 F | ATGAGCATCGCCGAACCGTC SDR
asr29 R | GTCGACGTCGGATTCGAGG oksidoreduktaze | 240Nt
asr30 F | ATGGAGATGTTGTGTGTTCTGGG Metabolito -
protony 254 nt
ast 30_R | GAGAACGTGGCGAAGGCG simporteris
asr31 F | ATGACCGCGCCACCGAAG LuxR Seimos
transkripcijos 231 nt
asr31 R | TCGCCGAAGACGCGGAATC reguliatorius
asr38 F | GACAGCATATGGAAACCACTGCGAC Aldehido
ast 38 R | TCGTCGTCCGCGTGACTTC dehidrogenaze IT |~ 249 nt
asr62 F | GGAGCATATGACCCACACTCTCCC Gintaro rugsties
pusiau aldehido 240 nt
asr 62_ R | GTGCGCAGTATTTCGCCACG dehidrogenaze 11
asr80 F | CCTTTTCACCTCGTACTGTCCTGCC Amidohidrolazé 239 nt
ast80_R | GAATTCTCGTGGTAGCGCAC .
rrs mod_F | ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
16S rRNR 323 nt
rrsmod R | CGTTGCGGGACTTAACCCAAC
2.5 Terpés ir auginimo salygos
Terpé Sudétis
LB 5 g/l peptono, 5g/l NaCl, 3 g/l mieliy ekstrakto

LB (agarizuota)

LB + 15 g/l agaro

EFA 10 g/l KoHPOs, 4 g/l KH2PO4, 1 g/l (NH4)2S04, 0,5 g/l mieliy ekstrakto,
(0,4 g/l MgS0O4%x7H20, 10 ml/1 drusky tirpalo — j terpe pridedami po
autoklavavimo)

EFA EFA+ 15 g/l agaro

(agarizuota)
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Drusky tirpalas | 2 g/l CaCl2x2H20, 1 g/l MnSO4x4H-0, 0,5 g/l FeSO4x7H-0, viskas
iStirpinta 0,1N HCl

Visos terpés buvo autoklavuojamos 30 min. esant 1 atmosferos slégiui, 121 °C
temperattroje. Escherichia coli DH5a, Escherichia coli BL21(DE3), Escherichia coli ER2566
ir Escherichia coli HMS174 bakterijos ant agarizuoty terpiy buvo auginamos 37 °C
temperatiiroje, o Rhodococcus rhodochrous PY11, Rhodococcus rhodochrous PY11GA18 ir
Rhodococcus eytrhropolis SQ1 bakterijos 30 °C temperatiiroje. Skystose terpése visy kamieny

bakterijos buvo auginamos 30 °C temperatiroje acruojant (180 aps./min).

2.6 Genominés DNR skyrimas

Genominé R. rhodochrous PY11 ir R. rhodochrous PY11GA18 DNR buvo skirta pagal
modifikuotag Woo ir kolegy sukurta metodika (Woo et al., 1992). Bakterijos buvo auginamos
20 ml LB terpés per naktj 30 °C temperatiiroje aeruojant (180 aps./min). Tuomet lgstelés
surinktos centrifuguojant 10 min., 3220xg Saldant. Nupylus supernatantg, lgstelés
resuspenduotos 4 ml TNE buferinio tirpalo ir vél surinktos centrifuguojant minétomis
saglygomis. PaSalinus supernatantg, lgstelés resuspenduotos 270 pl TNE buferinio tirpalo ir
papildomai pridéta 270 pl TNE buferinio tirpalo, kuriame yra 2 % Triton X-100. Pridéjus sauso
lizocimo (10 mg/ml), bakterijy suspencija inkubuota 30 min., 37 °C temperatiiroje. Tuomet
pridéta 30 pl proteinazés K ir inkubuota 2 val., 65 °C temperatiroje. Po inkubacijos gautas
tirpalas nucentrifuguotas 5 min. 16100xg Saldant. Supernatantas perkeltas j §vary mégintuvélj
ir uz8aldytas. Tokiu btidu paruosta DNR naudota PGR reakcijoms.

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

2.7 Plamidinés DNR skyrimas
Plazmidés buvo skiriamos pagal Sarminés lizés metodikg (Sambrook et al., 1989).
Naudoti tirpalai:
Sarminés lizés | tirpalas: 2501 40% gliukozés, 50 ul 1 M Tris-OH (pH 8,0), 20 ul 0,5 M
EDTA, 680 ul H20.
Sarmings lizés 11 tirpalas: 0,2 N NaOH, 1 % SDS.

Sarmings lizés I tirpalas: 7,5M amonio acetatas.

Plazmidés taip pat buvo skiriamos panaudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit rinkinj (Thermo

Scientific) arba ZR Plasmid Miniprep™ rinkinj (Zymo research) laikantis gamintojo
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rekomendacijy. Plazmidziy koncentracija nustatyta vykdant DNR elektroforeze¢ horizontaliame
agarozeés gelyje, naudojant Mass Ruler DNA Ladder (High Range) molekulinés masés ir kiekio
Zymenj.
2.8 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR clektroforezé atlickama 1,0 % horizontaliame agarozés gelyje TAE buferyje,
nustacius 120 V jtampg. Elektroforezé vykdoma naudojant Power station 300 (Labnet)
horizontalios elektroforezés prietaisa. Po elektroforezés gelis dazomas etidzio bromido tirpalu
ir analizuojamas ultravioletingje $viesoje. DNR fragmenty molekulinés masés nustatytos

naudojant Gene Ruler DNA Ladder Mix.
50 x TAE: 121 g Tris-OH, 18,6 g Na;EDTA, 28,6 ml acto ragsties, H20 iki 500 ml.

2.9 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Siame darbe PGR buvo naudojamas 2X DreamTaq Hot Start Green PCR Master Mix.
Fragmentai, skirti klonavimui, buvo padauginti naudojant 2X Phusion Green Hot Start 11 High-
Fidelity PCR Master Mix. Kaip matrica panaudota chromosominé DNR i§ R. rhodochrous
PY11. Reakcijos miSiniai buvo ruoSiami pagal gamintojo rekomendacijas. PGR buvo atlickama
Thermomixer comfort (ependorf) aparatu.

PGR programa su DreamTaq DNR polimeraze: 95 °C 3 min.; 95 °C 30 s, 55-65 30, 72 °C 1
min./kb — 30 cikly; 72 °C 10min.
PGR programa su Phusion Hot Start 1 DNA polimeraze: 98 °C 30 s.; 98°C 10 s, 60-70 30 s,
72 °C 30 s/kb — 30 cikly; 72 °C 10min.

2.10 DNR fragmenty gryninimas i§ agarozeés gelio

Tiriama DNR buvo frakcionuojama 1 % agarozés gelyje. Reikiamy dydziy fragmentai
buvo i$pjaunami i§ gelio ir i$skiriami naudojant DNR gryninimo i§ gelio rinkinj laikantis

gamintojo rekomendacijy.

2.11 DNR fragmenty klonavimas j vektorius

PGR metu gauti DNR fragmentai buvo hidrolizuojami Ncol ir Hindlll restrikcijos
endonukleazémis pagal gamintojo rekomendacijas ir klonuoti | pET28b, pACYCduet-1,
PNitQC1 ir pNitRT1 raiskos vektorius, paveiktus tais paciais hidrolizés fermentais. Ligavimo
reakcija buvo atliekama kambario temperatiiroje (22 °C) 1 val., arba 4 °C temperatiroje 16 val.,
naudojant T4 DNR ligaz¢. Norint inaktivuoti ligaze, reakcijos misinys buvo kaitinamas 15 min.

65 °C temperatiiroje. Atvésintas reakcijos misinys panaudotas bakterijy transformacijai. DNR
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fragmenty klonavimas j pLATE3L1 raiskos vektoriy atliktas panaudojant aL.ICator LIC Cloning

and Expression Kit rinkinj, laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.12 E. coli imliyjy Iasteliy ruosimas ir elektroporacija

Escherichia coli DH5 a, E. coli BL21(DE3), E. coli ER2566 ir E. coli HMS174
bakterijos buvo uzsétos j 5 ml LB terpés ir augintos 15 val. 30 °C temperatiiroje aeruojant (180
aps./min). Po 1 ml naktinés kultiiros uzséjama j 20 ml LB terpés ir auginama 30 °C
temperatiiroje aeruojant (aps. 180/min.), kol optinis tankis (Asoo) pasieké 0,5. Tuomet lastelés
atvésinamos jas 15 min. laikant ledo vonioje. Paskui lastelés centrifuguojamos 10 min. 3220xg
Saldant. Supernatantas nupilamas ir Igstelés resuspenduojamos 10 ml 10 % S$alto glicerolio
tirpalo. Centrifuguojama minétomis sglygomis, supernatantas nupilamas ir procesas kartojamas
lasteles praplaunant su 5 ml ir 1 ml 10 % salto glicerolio tirpalo. UzZzpylus 1 ml $alto 10%
glicerolio tirpalo Igstelés suspenduojamos (Sharma ir Schimke, 1996). Taip paruostos lgstelés
i§pilstomos j mégintuvélius po 100 pl ir laikomos —80 °C temperatiiroje.

Elektroporacija atlickama naudojant 100 ul talpos Eppendorf elektroporavimo kiuvetes
su 1 mm tarpu ir Electroporator 2510 Eppendorf elektroporatoriy. Elektroporacijai naudojamos
kiuvetés ir lgstelés atSaldomos ledo vonioje. | 100 pl imliyjy Iasteliy dedama iki 1 ug DNR ir
kelias minutes inkubuojama ledo vonioje. Tuomet lgsteliy suspencija su DNR perkeliama
atSaldytg kiuvete. Vykdomas 4,8-5,6 ms elektros impulsas nusta¢ius 2000 V/cm jtampa. ISkart
po elektroporacijos ant lasteliy uzpilama 100 ul LB terpés ir supensija perkeliama j mégintuvélj
su 800 pl LB terpés. E.coli bakterijos inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 45 min. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 1 min. 16000xg ir i$s¢jamos ant LB terpés su atitinkamu
antibiotiku (ampicilinu (100 pg/ml), kanamicinu (40 pg/ml), chloramfenikoliu (20 pg/ml),
tetraciklinu (10 pg/ml)).

2.13 R. erythropolis SQ1 imliyjy lasteliy ruosimas ir elektroporacija

R. erythropolis SQI1 Igstelés buvo uzsé¢jamos j 5 ml LB terpés ir augintos 15 val. 30 °C
temperatiiroje acruojant (180 aps./min). 1 ml naktinés kultiiros buvo uzsé¢jama j 20 ml LB terpés
ir auginama 30 °C temperatiiroje aeruojant (180 aps./min.), kol optinis tankis (Asoo) pasieké
0,8. Suspensija atsaldyta 15 min. laikant ledo vonioje. Lastelés surinktos centrifuguojant 10
min. 3220xg saldant, po to suspenduotos 10 ml Salto 10 % glicerolio tirpalo. Pridéjus 100 ul
lizocimo (4 mg/ml) lastelés inkubuotos 30 °C temperatiiroje 30 min. Tuomet lgstelés vél
surinktos centrifuguojant, du kartus praplautos saltu 10 % glicerolio tirpalu ir suspenduotos 1

ml Salto 10 % glicerolio tirpalo (Gartemann ir Eichenlaub, 2001).
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Elektroporacija atliekama analogiskai kaip E. coli. Po elektroporacijos bakterijos
inkubuojamos 30 °C temperatiiroje per naktj. Lastelés surenkamos centrifuguojant 1 min.
16000xg ir iss¢jamos ant LB terpés su atitinkamais antibiotikais (chloramfenikoliu (20 pg/ml),

tetraciklinu (10 pg/ml)) ir auginamos 30 °C temperatiiroje 2 paras.

2.14 Baltymy raiskos indukcija E. coli bakterijose

Bakterijos uzsé¢jamos j 5 ml LB terpés ir auginamos 30 °C temperatiiroje acruojant (180
aps./min.) per naktj. 1 ml naktinés lasteliy suspensijos séjamas j 20 ml LB terpés ir auginama
30 °C temperatiiroje aeruojant (180 aps/min..) kol optinis tankis (Asoo) pasiekia 0,6. Tuomet
pridedamas atitinkamas IPTG kiekis (detalizuota toliau tekste) ir bakterijos auginamos 16-20

°C temperatiiroje acruojant (180 aps./min.) 18 valandy.

2.15 Belastelinio ekstrakto ruosimas

Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 3220xg $aldant. Supernatantas nupilamas
ir lastelés resuspenduojamos 2 ml 50 mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,2).
Lastelés ardomos 2 min. (10 s impulsas, 15 s pertrauka) SONICS vibra cell ultragarsiniu
dezintegratoriumi ledo — vandens vonioje. Ardant Rhodococus spp. kamieny lasteles
papildomai pridedama 500 ul 0,1 mm skersmens stiklo rutuliuky. Lasteliy nuolauzos

pasalinamos centrifuguojant 10 min. 16000xg Saldant.

2.16 Baltymy kiekio nustatymas

Baltymy kiekis buvo nustatomas panaudojant Folino reagenta, pagal Lowry ir kolegy
metodika (Lowry et al., 1951).

2.17 Baltymy elektroforezé

Baltymy elektroforez¢ buvo vykdoma denatiiruojanciomis salygomis, naudojant 4,5 %
koncentruojantj ir 10 % skirstomajj poliakrilamidinius gelius. Baltymai buvo daZomi
Coomassie Brilliant Blue R- 250 dazu. Po dazymo gelis isblukintas 7 % acto ragstimi. Baltymy
molekulinés masés nustatytos pagal Unstained Protein Molecular Weight Marker ir PageRuler
Prestained Protein Ladder — baltymy molekuliniy masiy Zymenis. Elektroforezei naudotas
Consort EV231 (Sigma — Aldrich) prietaisas.

2.18 Amidohidrolazés gryninimas

Imobilizuoty metalo jony afininé chromatografija yra giminingumo chromatografijos
metodas, paremtas pereinamyjy metaly jony (Zn?" Cu?* Ni** Co?*) giminingumu histidinui ir

cisteinui vandeniniuose tirpaluose. Prie rekombinatinio baltymo esancios histidino uodegélés
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koordinaciniu rySiu jungiasi su metaly jonais ir sudaro patvary kompleksa su ligandais.
Rhodococcus rhodochrous PY'11 hipotetinis amidohidrolazés baltymas, turintis 6-His uodega
C gale, grynintas panaudojant agreguotos skys¢iy chromatografijos sistema.

Siuo tikslu E. coli BL21(DE3) bakterijos buvo transformuotos pLate31-ADH
plazmide. Baltymo raiska atlikta kaip aprasyta 2.14 skyrelyje, naudojant 1 mM galuting IPTG
koncentracijg, indukcija vykdyta 20 °C temperatiroje 17 valandy. Lasteliy biomasé surinkta
centrifuguojant, belastelinis ekstraktas paruostas kaip apraSyta 2.15 skyrelyje. Belastelinis
ekstraktas uznestas ant HiTrapIMAC FF, 1 ml nikelio kolonélés (GE Healthcare). Specifinés
sgveikos su nikelio jonais nesudarantys baltymai buvo nuplauti 50 mM kalio fosfato buferiniu
buferiniu tirpalu (pH 7,2), turin¢iu 0,5 M imidazolo. Amidohidrolazés baltymo grynumas
patikrintas atlikus baltymy elektroforeze¢ poliakrilamidiniame gelyje kaip nurodyta 2.17
skyrelyje. ISgryninus baltyma, daugiausiai fermento turincios eliucijos frakcijos buvo sujungtos
ir jvykdyta dializé 50 mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,2) (fermento ir buferio

santykis — 1:100), kad buity pasalintos nereikalingos druskos (pvz. imidazolas).

2.19 Amidohidrolazés reakcijos su tipiniais substratais

[$gryninus amidohidrolazg buvo atlickamos reakcijos su tipiniais amidohidrolaziy
substratais: 4-nitrobenzanilidu ir 4-nitroacetanilidu. Reakcijos buvo atlickamos 96 Sulinéliy
mikroploksteléje kambario temperatiiroje (22 °C). Reakcijos buvo vykdomos 50 mM kalio
fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,2) | reakcijos miSinj pridedant hipotetinés
amidohidrolazés i§ Rhodococcus rhodochrous PY11 (galutiné koncentracija reakcijos misinyje
34 mM arba 17 mM), ir substraty 4-nitrobenzanilido arba 4-nitroacetanilido (galutiné
koncentracija reakcijos miSinyje 1mM). Kontrolinés reakcijos vykdytos j reakcijos miSinj
nededant amidohidrolazés. Reakcijos buvo vertinamos pagal jvykusj spalvinj pokytj (fermentui

reaguojant su substratu reakcijos misinys pagelsta).

2.20 Hipotetinés amidohidrolazés substratinio specifiSkumo nustatymas

Amidohidrolazg iSgryninus kaip aprasyta anksciau, per naktj buvo vykdoma reakcija
kalio fosfatiniame buferiniame tirpale 50 mM (pH 7,2) su (Z)-4-formamidobut-3-enoine
ragstimi  (santykis su buferiniu tirpalu 1:1), pridedant hipotetinés amidohidrolazés i$
Rhodococcus rhodochrous PY11 (galutiné koncentracija reakcijos misinyje 34 mM arba 17
mM). Vykstant reakcijai turéjo susidaryti gintaro riigsties pusiau aldehidas — gintaro rugsties

pusiau aldehido dehidrogenazés substratas. Sio baltymo i§ Arthrobacter sp. 68b fermentinis
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aktyvumas buvo matuojamas pagal susidariusio NADPH kiekj, vertinamg spektrofotometriskai
matuojant 30 s 340 nm bangos ilgiyje. Reakcijos miSiniai buvo sudaryti i§ 100 ul substrato, 10
pul NADP ir 10ul gintaro rugsties pusiau aldehido dehidrogenazés ir 880 pl 50 mM kalio
fosfatinio buferinio tirpalo.

2.21 Biovirsmy tyrimai panaudojant intaktines lasteles

Piridino biovirsmy tyrimams E.coli BL21(DE3) bakterijos buvo transformuotos
plazmidémis: pLATE31-MNX, pLATE31-MNX ir pACYCDuet-1-HPYE, pLATE31-MNX ir
pACYCDuet-1-FMNR bei atitinkamomis kontrolinémis plazmidémis: pET28b, pET28b ir
pACYCDuet-1 ir augintos 20 ml LB terpés su atititinkamais antibiotikais 30 °C temperatiiroje
aeruojant (180 aps./min.) kol optinis tankis Aesoo pasieké 0,6. Tuomet buvo pridedamas 1mM
IPTG ir auginama 16 valandy 20 °C temperatiiroje. Lastelés surinktos centrifuguojant i§ 3 ml
kultarinio skyscio ir 3 kartus praplautos 50 mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,2).
Reakcija buvo vykdoma Igsteles suspendavus 1,5 ml 50 mM kalio fosfatiniame buferiniame
tirpale (pH 7,2). Tuomet j reakcijos misinj buvo jdéta 0,8 mM piridino.

Biokonversijos tyrimamas Rhodococcus erythropolis SQ1 bakterijos, transformuotos
pNitQC1-MNX ir pNitRT1-FMNR bei pNitQC1 ir pNitRT1 (kontrol¢) plazmidémis buo
auginamos 20 ml LB terpés su atititinkamais antibiotikais 30 °C temperatiiroje aeruojant (180
aps./min.) 16 valandy. Biovirsmy tyrimams lgstelés paruostos kaip aprasyta anksciau.

ParuoSus reakcijy miSinius, lgstelés buvo resuspenduojamos ir nedelsiant
nucentrifuguojamos 1 min. 16000xg. 100 pl supernatanto perkelta j 96 Sulinéliy UV
mikroplokstele ir matuotas pradinis spektras 220 — 400 nm bangos ilgio intervale. Likes
reakcijos misinys buvo resuspenduojamas ir inkubuojamas 30°C temperatiiroje purtykléje
Thermomixer comfort (ependorf) (450 aps./min). Véliau sugerties spektras buvo matuojamas
atitinkamais laiko intervalais. Matavimams naudotas mikroploksteliy skaitytuvas ir GEN5

programiné jranga.

2.22 Bendrosios lasteliy RNR skyrimas

R. rhodochrous PY11 bakterijos buvo auginamos 2 paras ant agarizuotos EFA terpés,
su 0,1 % gintaro ragsties. Tuomet bakterijos buvo sé¢jamos j 50 ml skystos EFA terpés ir
auginamos indukcinémis salygomis su 0,1 % piridinu, kontrolé su 0,1 % gintaro riigstimi, kaip
vieninteliu anglies $altiniu atskirose purtyklése 30 °C temperatiiroje aeruojant (180 aps./min.).
Tam tikrais laiko tarpais, kai optinis tankis (Aeoo) pasieké 0,5, 0,75 ir 1, atitinkamas kiekis

biomasés buvo surenkamas centrifuguojant 1 min. 16000 xg. Pasalinus supernatantg lgstelés
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resuspenduotos 200 ul lizés buferio. Po to pridéta 80 pl proteinazés ir 160 pl silicio oksidu
padengty magnetiniy geleZies oksido daleliy. Tuomet méginiai buvo pavartomi ir inkubuojami
25 °C temperatiroje 10 min. Reakcijos miSinys centrifuguotas 10 s 16000 xg. Panaudojant
magneta, magnetinés dalelés surinktos, supernatantas pasalintas ir ant daleliy uzpilta 500 pl
AW1 buferinio tirpalo. Mégintuvéliai buvo pavartomi, centrifuguojami 10 s 16000 xg ir
magnetinés dalelés vél surenkamos kaip minéta ankséiau. Toliau uzpilta 500 ul AW2 buferinio
tirpalo, méginiai buvo pavartomi, trumpai nucentrifuguojami ir surinkus magnetines daleles,
supernatantas pasalintas. Po to magnetinés dalelés dziovintos 25 °C temperatiiroje 30 min. Ant
iSdziovinty magnetiniy daleliy buvo pridedama 30 ul buferinio tirpalo (23,75 ul H20, 3 ul
DNAz¢ I (1u/ul), 3 pl 10x buferio, 0,25 ul RNAzés inhibitorius (40u/ul)) iSmaiSoma pipetuojant
ir perkeliama j naujg mégintuvélj. Méginiai inkubuoti 37 °C temperattroje 40 min. Magnetinés
dalelés pasalintos panaudojant magneta ir reakcijos misSinys perkeltas | naujg mégintuvélj.
Pridéta 3 pul 50 mM EDTA ir 1 pl glikogeno tirpalo. Méginiai gerai iSmaisyti pipetuojant ir
inkubuoti 65 °C temperattroje 10 min. Po to 2 min. buvo vésinami ir pridéta 36,66 pl natrio
acetato ir izopropanolio misinio (3,33 ul 3M natrio acetato ir 33,33 ul izopropanolio). Méginiai
iSmaisyti ir inkubuoti — 20 °C temperatiiroje 20 min. Po to buvo centrifuguojami 5 min. 16000
xg 4 °C temperatiiroje. Supernatantas pasalintas, RNR i8dziovinta 25 °C temperattiroje 20 min.

ir iStirpinta 20 pl vandens. Taip paruosta RNR buvo naudojama AT-PGR.

2.23 Kokybiné ir kiekybiné AT-PGR analizé

RNR, isskirta i§ R. rhodochrous PY11 anks¢iau aprasytu metodu, buvo naudojama tikro
laiko atvirkstinés transkriptazés (AT) PGR analizei. AT-PGR atlikta RotorGene 6000 HRM
(Corbett Research) prietaisu. Reakcija vykdyta 15 ul reakcijos misinio sudaryto is: 7,5 pl 2X
Verso 1-Step qPCR Mix, 0,15 ul Verso fermento, 0,75 pul RT Enhancer (visi reagentai i$ Verso
1-Step gRT-PCR rinkinio), po 200 mM pradmeny ir 1 ul isskirtos RNR. Siekiant patikrinti RNR
grynumg ir DNR priemaiSy nebuvimg, buvo atlickama identiSka reakcija be atvirkstinés
transkriptazés (vietoj Verso fermento naudota Taq polimeraze).

Analizei taikyta tokia AT-PGR programa:

e 1ciklas: 50 °C 15 min., 95 °C 15 min.

e 45 ciklai: 95 °C 15s, 60 °C 1min., 72 °C 15s.

Atliekant tikro laiko AT-PGR, fluorescencija buvo matuojama po pradmeny prilydimo
zingsnio. Slenkstinis ciklas (Ct) buvo nustatytas i§ amplifikavimo kreiviy, naudojant slenkstine
verte 0,035. Tiriamos RNR santykinis kiekis buvo isreikstas kaip santykis su 16S rRNR kiekiu
tame pavyzdyje, apskaiciavus Ct reik§miy skirtuma tarp taikinio Ct ir 16S rRNR Ct reik§miy
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ir taikant algoritma 22T, Kokybinei AT-PGR analizei susidare produktai buvo vertinami
atliekant elektroforez¢ 1,0 % agarozés gelyje. Kalibravimui buvo pasirinktas 1 méginys (RNR

i§ bakterijy auginty su piridinu).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Ankstesniy Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus darby metu i§
dirvozemio buvo iSskirtos Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijos, galincios panaudoti
Tyrimy metu buvo nustatyta, kad piridino ir 2-hidroksipiridino skaidymas vyksta skirtingais
metaboliniais keliais. 2-Hidroksipiridino skaidymo kelias $iose bakterijose jau yra nustatytas ir
istirtas (Vaitekiinas et al., 2016). Sio darbo tikslas istirti piridino skaidyma minétose
bakterijose.

Ankstesnio darbo metu buvo atlikti piridino biovirsmy tyrimai panaudojant intaktines
Rhodococcus rhodochrous PY11 Iasteles. Bakterijos buvo auginamos EFA terpéje su 0,1 %
piridino (optimali koncentracija) ir 0,1 % gintaro rigsties (kontrolé) ir paruo$iamos biovirsmy
tyrimui kaip aprasyta 2.21 skyrelyje. Atlikus eksperimentg paais$kéjo, kad tik bakterijos,
augintos su piridinu, gali ji skaidyti (3.1 pav. A), o bakterijos, augintos su gintaro ragstimi,
piridino neskaido (3.1 pav. B). Tai rodo, kad piridino skaidymas Siose bakterijose yra

indukuojamas procesas.
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3.1 pav. Piridino biokonversija panaudojant Rhodococcus rhodochrous PY11 intaktines
lasteles. A — bakterijos, augintos EFA terpéje su piridinu; B — su gintaro ragstimi.

Atlikus piridinu indukuojamy baltymy paieska, paaiskéjo, kad bakterijas auginant EFA
terpéje su 0,1% piridinu yra indukuojami bent 2 baltymai (~ 40 kDa ir ~ 41 kDa) (3.2 pav.).
Atlikus peptidy de novo sekoskaita Vilniaus universitete Biochemijos institute Proteomikos
centre, buvo gautos minéty baltymy potencialios peptidy sekos. Nustatytos aminortigs¢iy sekos
buvo panaudotos aptikti genus, koduojancius tiriamus baltymus, dalinai nustatytame

Rhodococcus rhodochrous PY11 genome.
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3.2 pav. Piridinu indukuojami baltymai Rhodococcus rhodochrous PY11 kamiene. Baltymy
analizé 10 % poliakrilamidiniame gelyje. Z — baltymy molekuliniy masiy Zzymuo (kDa). 1 — R.
rhodochrous PY11 bakterijos augintos su 0,1% piridinu; 2 — R. rhodochrous PY11GA18
bakterijos augintos su 0,1% gintaro ragstimi. PY11GA18 — PY11 mutantas, neskaidantis
piridino.

Atlikus paieska, buvo identifikuoti 40 kDa ir 41 kDa baltymus koduojantys atviro
skaitymo rémeliai (asr). Nustatyta, kad piridinu indukuojamus 40 kDa ir 41 kDa baltymus
atitinkamai koduoja asr22 ir asr80. Jie yra iSsidéste Rhodococcus sp. PY11 katabolinéje
plazmidéje (3.3 pav.). Manoma, kad genai yra koduojami plazmidéje, nes $io kamieno mutantas
PY11GA18 nesugeba skaidyti piridino, o tai gali biiti siejamas su jos praradimu. Panaudojant
asr22 ir asr80 pradmenis, buvo atlikta PGR kaip matrica naudojant genoming DNR i§ R.
rhodochrous PY11 kamieno ir PY11GA18 mutanto. Isanalizavus PGR produktus agaroziniame
gelyje, paaiskéjo, kad tiriamy geny fragmentai gauti tik tuose reakcijy misiniuose, kuriuose
naudota Rhodococcus sp. PY11 kamieno DNR. Taigi, tai patvirtina, kad asr22 ir asr80 yra

greiciausiai i$sidéste pPYR katabolinéje plazmidéje.

A
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3.3 pav. R. rhodochrous PY'11 pPYR katabolinés plazmidés dalis. Pilka spalva pazyméti atviro
skaitymo rémeliai, koduojantys galimus baltymus. Juoda spalva pazymeéti skaitymo rémeliai,
koduojantys hipotetinius piridinu indukuojamus 41 kDa (asr22) ir 40 kDa (asr80) baltymus.
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Atlikta 40 kDa ir 41 kDa baltymy homology paieska bei filogenetiné analizé atskleidé,
kad 41 kDa baltymas yra giminingiausias Rhodococcus sp. BUPNP1 LLM (angl. luciferase like
monooxygenase) baltymui, kuris priskiriamas j liuciferazes panasiy nuo flavino priklausomy
monooksigenaziy klasei, 0 40 kDa Rhodococcus sp. Chr-9 amidohidrolazei. Zinoma, kad tiek
amidohidrolazé, tiek nuo flavino priklausoma monooksigenazé dalyvauja piridino skaidymo
reakcijose (Casaité et al., nepublikuota), todél §io darbo metu nuspresta istirti §iy hipotetiniy

baltymy galimg funkcija piridino skaidymo procese R. rhodochrous PY11 bakterijose.

3.1 Hipotetinés flavino monooksigenazés raiskos optimizavimas E. coli bakterijose

Sio darbo metu buvo atliekama hipotetinés nuo flavino priklausomos oksidoreduktazés
i§ R. rhodochrous PY11 raiska ir piridino sunaudojimo tyrimai E. coli bakterijose. Siuo tikslu
buvo sukonstruota pET28b-MNX plazmidé. Kaip aprasyta 2.8 — 2.10 skyreliuose, genas buvo
padaugintas PGR budu, gautas DNR fragmentas hidrolizuotas ir klonuotas ; pET28b raiskos
vektoriy.

Tiriamo baltymo sintezei pET28b-MNX (plazmidé, turinti monooksigenazés gena) ir
pET28b (kontrol¢) plazmidés buvo transformuotos j E. coli BL21(DE3) bakterijas. Jos buvo
auginamos kaip nurodyta 2.14 skyrelyje, naudojant skirtingas galutines induktoriaus (IPTG)
koncentracijas — 0,5 mM ir 1,0 mM. Po to Igstelés buvo suardytos kaip apraSyta 2.14 skyrelyje
ir baltymy sudétis nagrinéta panaudojant jy belgstelinj ekstrakta bei buferiniame tirpale
resuspenduotus netirpius baltymus ir Igsteliy nuolauzas 14 % poliakrilamidiniame gelyje

denattiruojanciomis sglygomis elektroforezés budu (3.1.1 pav.).
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3.1.1 pav. Baltymy raiska E. coli BL21 (DE3) bakterijose. Z - baltymy molekuliniy masiy
zymuo; 1 — pET28b-MNX 0,5 mM IPTG lastelés; 2 — pET28b-MNX 1,0 mM IPTG lastelés; 3
— pET28b 0,5 mM lastelés; 4 — pET28b-MNX 0,5 mM IPTG tirpiis baltymai; 5 — pET28b-
MNX 1,0 mM IPTG tirpas baltymai; 6 — pET28b 0,5 mM tirpis baltymai; 7 — pET28b-MNX
0,5 mM IPTG netirpts baltymai ir Igsteliy nuolauzos; 8 — pET28b-MNX 1,0 mM IPTG netirpiis
baltymai ir lasteliy nuolauzos; 9 — pET28b 0,5 mM IPTG netirpiis baltymai ir lasteliy
nuolauzos.
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Gautoje elektroforezés gelio nuotraukoje (3.1.1 pav.) matome, kad yra indukuojama ~
41 kDa hipotetinés monooksigenazés sintezé. Lyginant 0,5 mM IPTG ir 1,0 mM IPTG
induktoriaus koncentracijas, nezymiai didesnis tirpaus baltymo kiekis buvo gautas naudojant
1,0 mM IPTG galuting koncentracija, tacCiau didzioji baltymo dalis susidaré netirpi —
intarpiniuose kaineliuose. Jie formuojasi dél specifinio baltymo lankstymosi. Net ir mazi
pokyciai, atsirandantys baltymui jgaunant treting strukttirag, gali lemti netirpaus baltymo
susidarymg (Fahnert ir Neubauer, 2004). Kadangi tolesniems tyrimams buvo reikalingas tirpus
baltymas, toliau buvo siekiama optimizuoti baltymo raiska.

Siuo tikslu buvo nuspresta hipotetinés monooksigenazés raiska atlikti kituose E. coli
kamienose — HMS174 ir ER2566. Plazmidés pET28-MNX ir pET28b (kontrol¢) buvo
transformuotos j minétus E. coli kamienus. Lastelés buvo auginamos skystoje LB terpéje, kai
ju optinis tankis (Aeco) pasieké 0,6, buvo indukuojama geno raiska (ImM galutiné IPTG
koncentracija). Tuomet bakterijos buvo auginamos 20 °C temperatiroje 18 valandy. Lastelés
buvo suardytos ir, panaudojant belastelinj ekstrakta, baltymy sudétis nagrinéta

poliakrilamidinaime gelyje denatiiruojanciomis salygomis (3.1.2 pav.).

ER2566 HMS174

& &
~ ~

1 2 3 4

Z 1 2 3 4

3.1.2 pav. Baltymy raiska E. coli ER2566 ir HMS174 bakterijose. Z — baltymy molekuliniy
masiy zymuo (kDa). 1 — pET28b-MNX tirpts baltymai; 2 — pET28b tirpus baltymai; 3 —
PET28b-MNX netirpiis baltymai ir lasteliy nuolauzos; 4 — pET28b netirpiis baltymai ir Iasteliy
nuolauzos.

Gautoje baltymy elektroforezés gelio nuotraukoje (3.1.2 pav.) matome, jog nezymiai
daugiau tirpaus tikslinio baltymo susidaro E. coli ER2566 bakterijose nei E. coli HMS174, todél

tolesniam baltymo sintezés optimizavimui pasirinktas $is bakterijy kamienas.

42



Toliau buvo siekiama nustatyti optimalig induktoriaus IPTG koncentracijg. Geno raiska
E. coli ER2566 bakterijose buvo indukuojama panaudojant skirtingas galutines IPTG
koncentracijas (0,1 mM, 0,5 mM ir 1,0 mM). Gautoje baltymy elektroforezés gelio nuotraukoje
(3.1.3 pav.) galima pastebéti, kad, lyginant skirtingas induktoriaus koncentracijas ir
susidariusios hipotetinés monooksigenazés kiekj, maziau baltymo gauta naudojant 0,1 mM
IPTG. Lyginant 0,5 mM ir 1,0 mM galutines IPTG koncentracijas, nebuvo pastebéta dideliy
skirtumy, taciau Siek tiek daugiau tirpaus baltymo susidaré¢ naudojant 1,0 mM IPTG.
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3.1.3 pav. Baltymy raiska E. coli ER2566 bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy Zymuo
(kDa); 1 — pET28b-MNX 0,1 mM IPTG; 2 — pET28b-MNX 0,5 mM IPTG; 3 — pET28b-MNX
1,0 mM IPTG; 4 — pET28b 1,0 mM IPTG.

Toliau buvo siekiama hipotetinés monooksigenazés kiekj padidinti indukuojant geno
raiSka, kai suspensijoje yra skirtingas lgsteliy kiekis, t.y. skiriasi suspensijos optinis tankis. E.
coli ER2566 bakterijos buvo auginamos skystoje LB terpéje 30°C temperatiiroje, kol optinis
tankis Aeoo pasieke 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 ir 1,2, tada buvo pridéta IPTG (galutiné koncentracija 1,0
mM) ir bakterijos augintos 20°C temperatiiroje 18 valandy. Tuomet suardzius lgsteles, baltymy
sudétis nagrinéta panaudojant belgstelinj ekstraktg ir buferiniame tirpale resuspenduotas lasteliy
nuolauzas bei netirpius baltymus poliakrilamidiniame gelyje elektroforezés budu

denatiiruojanc¢iomis sglygomis (3.1.4 pav.)
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3.1.4 pav. Baltymy raiska E. coli ER2566 bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy Z2ymuo
(kDa) 1 -5 pET28b-MNX; 6 — pET28b. Indukcija atlikta 1gsteliy optiniui tankiui pasiekus: 1
—As00 =0,4;2—-Aco0 =0,6;3—As0 =0,8; 4—Aso0 =1,0; 5—As0 =1,2;6—As0 =0,6.

Nagrinéjant gautg baltymy elektroforezés gelio nuotrauka, matyti, jog lgsteliy optinis
tankis, kurj pasiekus yra vykdoma indukcija, neturi reikSmés hipotetinés monooksigenazes
sintezei (kiek mazesnis tirpaus baltymo kiekis pastebétas monooksigenaze koduojanéio geno
indukcija vykdant, kai lasteliy optinis tankis Asoo pasiekia 0,4).

Kadangi, isbandzius jvairias hipotetinés monooksigenazés geno raiSkos salygas
(skirtingus E. coli kamienus, induktoriaus koncentracijas, indukcijg lasteléms pasiekus
skirtingg optinj tankj bei indukcija skirtingoje temperattroje), nepavyko gauti didelio kiekio
tirpaus baltymo (didzioji baltymo dalis susidaro intarpiniuose kiineliuose), buvo nuspresta
baltymo raiskai naudoti kitg raiskos vektoriy. Tam tikslui buvo pasirinktas raiskos vektorius —
pLATE31, sukurtas aukstam tiksliniy baltymy raiSkos lygiui, suderintam su minimalia bazine
(neindukuota) raigka. Siuo tikslu hipoteting monooksigenaze koduojantis genas buvo klonuotas
] pLATE3L1 raiskos vektoriy ir sukonstruota plazmidé pLATE31-MNX. E. coli BL21(DE3)
bakterijos buvo transformuotos pLATE31-MNX, pET28b-MNX ir pET28b (kontrol¢)
plazmidémis ir augintos 30°C temperatiroje aeruojant, kol optinis tankis Aeoo pasieké 0.,6.
Tuomet pridéjus IPTG, kad galutiné koncentracija buty 1,0 mM, bakterijos augintos 20°C
temperatiiroje  aeruojant 18 valandy. Suardzius lgsteles, baltymy sudétis nagrinéta

poliakrilamidiniame gelyje denatiruojan¢iomis sglygmis elektroforezés bidu (3.1.5 pav.).
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3.1.5 pav. Baltymy raiska E. coli BL21(DE3) bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy
zymuo (kDa). Bakterijos transformuotos plazmidémis: 1 — pET28b-MNX; 2 —pLate31-MNX;
3 — pET28D.

Gautoje baltymy elektroforezés gelio nuotraukoje matyt, jog lastelése transformuotose
pLATE31-MNX plazmide susidaro didesnis tirpaus tikslinio baltymo kiekis nei bakterijose
transformuotose pET28b-MNX plazmide, todél tolesniy darby metu piridino biovirsmy
tyrimams buvo naudojama pLATE31-MNX plazmidé.

3.2 Piridino biovirsmy tyrimai E. coli transformantuose

Zinoma, kad Arthrobacter sp. 68b bakterijose monooksigenaz¢ dalyvauja pradinéje
piridino ziedo skélimo reakcijoje. Vykstant piridino biokonversijai Siose bakterijose, piridino
ziedas yra iSkart oksiduojamas ir skeliamas tarp C2 ir C3 atomy (Stanislauskiené, 2012).
Kadangi hipotetiné monooksigenazé yra vienas i§ piridinu indukuojamy baltymy R.
rhodochrous PY11 bakterijose, buvo siekiama i$siaiskinti, ar $is baltymas dalyvauja pradinéje
ziedo skelimo reakcijoje. Siuo tikslu buvo atliekami piridino biovirsmy tyrimai E. coli
BL21(DE3) bakterijose, transformuotose pLATE31-MNX ir pET28b (kontrolé) plazmidémis.
Tuomet buvo tikrinamas gauty transformanty gebéjimas skaidyti piriding. Lasteles, paruosus
kaip nurodyta 2.21 skyrelyje, piridino biokonversija E.coli transformantuose buvo stebima

spektrofotometriskai matuojant UV sugerties spektro pokyc¢ius 220-400 nm bangos ilgyje.
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Gautuose spektruose (3.2.1 pav.) nebuvo pastebéta piridino sugerties pokyc¢iy tarp

bakterijy, sintetinan¢iy hipoteting monooksigenaze, ir bakterijy, neturinéiy $io baltymo.
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3.2.1 pav. Piridino biokonversija panaudojant E. coli BL21(DE3) bakterijas. A —
transformuotas pET28b plazmide; B — transformuotas pLATE31-MNX plazmide.

Nustatyta, kad Arthrobacter sp. 68b bakterijose pradinéje piridino ziedo skélimo
reakcijoje dalyvaujanc¢ios monooksigenazés aktyvumui reikia nuo FMN priklausomos
reduktazés, kuri suteikia redukuota flavina oksidoreduktazei ir §i oksiduoja substrata (Casaité
et al., nepublikuota). Remiantis Siais duomenimis buvo daroma prielaida, kad galbut ir
hipotetinés monooksigenazés i§ R. rhodochrous PY11 aktyvumui reikia reduktazés. Siekiant
patikrinti $ig prielaidg, E. coli BL21(DE3) bakterijos buvo transformuotos pLATE31-MNX,
pACYCduet-1-HPYE (plazmidé, turinti klonuotg flavino reduktazés gena) bei pET28b ir
pPACYCDuet-1 (kontrol¢) plazmidémis. Kai Igsteliy optinis tankis Aeoo pasieké 0,6, buvo
pridéta IPTG (galutiné koncentracija 1,0 mM) ir auginta 20°C temperatiiroje aeruojant 17
valandy. SuardZius lasteles, baltymy sudétis buvo nagrinéta denattiruojanciomis sglygomis
elektroforezés buidu poliakrilaimidinaime gelyje (3.2.2 pav.). Gautoje gelio nuotraukoje matyti,
kad E. coli BL21(DE3) bakterijose vyksta abiejy tiksliniy baltymy (20 kDa FMN reduktazés ir

41 kDa monooksigenazes) sintezeé.
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3.2.2 pav. Baltymy raiska E. coli BL21(DE3) bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy
zymuo (kDa). 1 — pET28b ir pACY Cduet tirpas baltymai; 2 — pLate31-MNX ir pACY Cduet-
1-HPYE tirpas baltymai; 3 — pET28b ir pACYCduet netirpts baltymai ir 1asteliy nuolauzos; 4

— pLate31-MNX ir pACYCduet-1-HPYE netirpiis baltymai ir lasteliy nuolauzos.

Tuomet, E. coli BL21(DE3) transformanty lasteles paruoSus kaip aprasyta 2.21
skyrelyje, buvo atliekamas piridino biovirsmy tyrimas. Piridino sugerties spektras buvo
vertinamas spektrofotometriskai 220-400 nm bangos ilgyje. Gautuose piridino sugerties
spektruose (3.2.3 pav.) pokyciy nepastebéta. Taigi, E. coli BL21(DE3) bakterijos, kuriose

sintetinama monooksigenazés i§ R. rhodochrous PY11 ir flavino reduktazé i§ Arthrobacter sp.

PY22, piridino neskaido.
A
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3.2.3 pav. Piridino biokonversija panaudojant E. coli

pACY CDuet-1-HPYE plazmidémis.
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Daroma prielaida, kad piridino skaidymas galéjo nevykti dél to, kad monooksigenazé
negali sudaryti dviejy komponenty sistemos su reduktaze i§ kito organizmo. Kadangi R.
rhodochrous PY 11 pPYR katabolinéje plazmidéje buvo aptiktas ir hipoteting FMN reduktaze
koduojantis atviro skaitymo rémelis (asrl5), toliau buvo nuspresta atlikti piridino biovirsmy
tyrimus E. coli transformantuose, kuriuose vykty tiek R. rhodochrous PY 11 monooksigenazés,
tieck FMN reduktazés sintezé. Siuo tikslu hipoteting FMN reduktaze koduojantis genas buvo
klonuotas j pACYCDuet-1 raiskos vektoriy kaip apraSyta 2.10 skyrelyje ir sukonstruota
pACYCDuet-1-FMNR plazmidé.

E. coli BL21(DE3) bakterijas transformavus pLate31-MNX ir pACYCDuet-1-FMNR
plazmidémis ir jas uzauginus indukcinémis sglygomis, buvo gauta abiejy baltymy raiska.

Baltymy elektroforezés gelio nuotraukoje (3.2.4 pav.) matyti, kad susidaro 41 kDa hipotetinés

monooksigenazés ir 18 kDa FMN reduktazés baltymai.
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3.2.4 Baltymy raiska E. coli BL21(DE3) bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy Zymuo
(kDa). 1- pLATE31-MNX ir pACYCDuet-1-FMNR lastelés; 2 — pET28b ir pACYCDuet
lastelés; 3 — pLate31-MNX ir pACY Cduet -FMNR tirpas baltymai; 4 — pET28b ir pACY Cduet
tirpiis baltymai; 5 — pLate31-MNX ir pACY Cduet -HPYE netirpiis baltymai; 6 — pET28b ir
pACY Cduet netirptis baltymai.

Isitikinus, kad E. coli BL21(DE3) yra sintetinama tiek monooksigenazé, tieck FMN
reduktazé i§ R. rhodochrous PY11, buvo tiriama ar minéti baltymai sudaro dviejy komponenty
sistema ir dalyvauja pradingje piridino Ziedo skélimo reakcijoje. Siuo tikslu E. coli BL21(DE3)
bakterijose, transformuotose pLATE31-MNX ir pACYCDuet-1-FMNR plazmidémis, buvo
atliekamas piridino biovirsmy tyrimas anks¢iau apraSytu biidu. Gautame piridino sugerties
spektre (3.2.5 pav.) nepastebéta piridino sugerties sumazéjimo net ir pra¢jus 24 val. nuo

reakcijos pradZios.
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3.25 pav. Piridino biokonversija panaudojant E. coli BL21(DE3) bakterijas. A —
transformuotas pET28b ir pACY CDuet-1 plazmidémis; B — transformuotas pLATE31-MNX ir
pACY CDuet-1-FMNR plazmidémis.

Taigi, E. coli bakterijos, kurios sintetina rekombinantines R. rhodochrous PY11
monooksigenaze ir FMN reduktaze, nesugeba skaidyti piridino . Gali biiti, kad minéti baltymai
E. coli bakterijose yra tiesiog nefunkcionaliis. Didzioji dalis hipotetinés monooksigenazés
susidaro intarpiniuose kiineliuose ir tikétina, kad tirpaus ir funkcionalaus baltymo kiekio
nepakanka vykdyti ziedo skélimo reakcijai. Rhodococcus rhodochrous PY11 yra Gram-
teigiamos bakterijos, pasizymincios GC turtingu genomu. Reiskinys, kai E. coli bakterijose
sintetinami neaktyvis Gram-teigiamy bakterijy baltymai yra gerai Zinomas, ta¢iau to priezastys
néra aiSkios. Manoma, kad taip gali buti dél skirtingy E. coli ir Rhodococcus sp. vidulasteliniy
aplinky, baltymy sintezés greicio, baltymy lankstymo mechanizmy, osmotinio slégio ir redokso
buseny. Kita Gram-teigiamy bakterijy baltymy sintezés E. coli problema yra ta, kad kai kurie
Gram teigiamy bakterijy kodonai yra retai naudojami E. coli genome (Nakashima ir Tamura,
2004). Tokiy baltymy raiskos problemy galima iSvengti raiSkai pasirinkus giminingg
Seimininka. Todé¢l Sio darbo metu hipotetiniy monooksigenazes ir FMN reduktazés 1§ R.
rhodochrous PY11 sintezei buvo pasirinktos piridino neskaidan¢ios Rhodococcus erythropolis
SQ1 bakterijos.

3.3 Piridino biovirsmy tyrimai R. erythropolis SQ1 transformantuose

Hipotetiniy monooksigenazés ir FMN reduktazés sintezei ir biovirsmy tyrimams R.
erythropolis SQ1 bakterijose buvo sukonstruotos pNitQC1-MNX ir pNitRT1-FMNR
plazmidés. Iklonuoty geny sekos buvo patikrintos atlikus sekoskaita. R. erythropolis SQ1
bakterijos buvo transformuotos pNitQC1-MNX ir pNitRT1-FMNR bei pNitQC1 ir pNitRT1
(kontrol¢) plazmidémis ir augintos 30 °C temperatiiroje 16 valandy. Baltymy sudétis nagrinéta
denatiiruojanc¢iomis salygomis elektroforezés buidu panaudojant 10% poliakrilamidini gelj
(3.3.1 pav.).
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3.3.1 pav. Baltymy raiska R. erythropolis SQ1 bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy
zymuo (kDa). 1 — pNitQC1-MNX ir pNitRT1-FMNR tirpas baltymai; 2 — pNitQCL1 ir pNitRT1
tirpdis baltymai; 3 — pNitQC1-MNX ir pNitRT1-FMNR netirpiis baltymai ir Igsteliy nuolauzos;
4 — pNitQCL ir pNitRT1 netirpiis baltymai ir lasteliy nuolauzos.

Gautoje elektroforezés gelio nuotraukoje matomas 18 kDa reduktazés rekombinantinis
baltymas. Rodykle pazyméta vieta, kurioje turéty susidaryti 41 kDa hipotetiné flavino
monooksigenazé. pNitRT1 ir pNitQC1 plazmidése klonuoty geny raiska vyksta konstitutyviai,
todél susintetinamas nedidelis 41 kDa monooksigenazés i§ R. rhodochrous PY11 kiekis, kurio
gelio nuotraukoje tiesiog nematome. R. erythropolis SQ1 bakterijos buvo auginamos su
atitinkamais antibiotikais, todél be transformuoty plazmidziy jos nesugebéty augti, tad galime
daryti prielaida, kad monooksigenazé yra sintetinama. Be to, yra didesné tikimybé, kad
susidargs monooksigenazés baltymas yra funkcionalus, nes sintezé buvo vykdoma
giminingame Seimininke.

Toliau buvo tikrinamas gauty R. erythropolis SQ1 transformanty gebéjimas
katabolizuoti piriding. Piridino biokonversija buvo stebima spektrofotometriskai matuojant
piridino UV sugerties spektro pokyc¢ius reakcijos miSinyje, kuris buvo paruostas kaip aprasyta
2.21 skyrelyje. Gautuose piridino sugerties spektruose (3.3.2 pav.) matyti, kad bakterijos,

sintetinanc¢ios rekombinantinius monooksigenazés ir reduktazés baltymus, piridino neskaido.
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3.3.2 pav. Piridino biokonversija panaudojant R. erythropolis SQ1 bakterijas. A —
transformuotas pNitQC1 ir pNitRT1 plazmidémis; B — transformuotas pNitQC1-MNX ir
pNitRT1-FMNR plazmidémis.

Buvo tikimgsi, kad hipotetiniai R. rhodochrous PY11 baltymai — monooksigenazé ir
FMN reduktazé sudaro dviejy komponenty sistemg ir dalyvauja pradinéje piridino Ziedo
oksidacijos reakcijoje, skeliant ziedg tarp C2 ir C3 atomy. Taciau, atsizvelgiant j atliktus
piridino biovirsmy tyrimus E. coli ir R. erythropolis SQ1 transformatuose, galime daryti i§vada,
kad hipotetiné monooksigenazé bei reduktazé i§ R. rhodochrous PY11 pradinéje piridino Ziedo
skélimo reakcijoje grei¢iausiai nedalyvauja. Gali biti, kad fermentai dalyvauja tolesnése

piridino skaidymo reakcijose

3.4 Hipotetinés amidohidrolazés tyrimai

Sio darbo metu taip pat buvo tiriama hipotetiné amidohidrolaz¢ i§ R. rhodochrous PY11
bakterijy. Tai antrasis piridino indukuojamas baltymas Siose bakterijose (3.2 pav.). Siekiant
nustatyti galimg fermento funkcijg, rekombinantinio baltymo raiska tirta E. coli BL21(DE3)
bakterijose. Buvo sukonstruota pLATE31-ADH plazmidé, turinti gena, kuris koduoja
amidohidrolaze su 6-histidiny inkaru C-gale. Sia plazmide transformavus E. coli BL21(DE3)
bakterijas, buvo tirtos indukcijos salygos tikslinio baltymo sintezei (indukuojama, kai optinis
tankis (Asoo) pasiekia 0,6, jdedama IPTG (galutiné koncentracija 1 mM), ir auginama 20 °C
temperatiiroje 17 val.). Suardzius lasteles ir panaudojus belastelinj ekstrakta, baltymy sudétis
buvo nagrinéta denatiiruojanc¢iomis sglygomis elektroforezés budu poliakrilamidiniame gelyje.
Gautoje gelio nuotraukoje (3.4.1 pav.) matyti, jog didzioji baltymo dalis susidaro tirpi, todél

buvo nuspresta §j baltymg gryninti.
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3.4.1 pav. Baltymy raiska E. coli BL21(DE3) bakterijose. Z — baltymy molekuliniy masiy
zymuo (kDa). 1 —transformuotose pLATE31-ADH plazmide; 2 — pET28b plazmide.

Amidohidrolazé buvo dalinai i§gryninta kaip aprasyta 2.17 skyrelyje naudojant nikelio

chelating kolonélg (3.4.2 pav.). Eliucijos frakcijos, turin¢ios daugiausiai tikslinio baltymo, buvo

sujungtos, jvykdyta dializé, kad baty pasalinti nereikalingi cheminiai junginiai, pvz. imidazolas,

tuomet baltymas buvo sukoncentruotas.
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3.4.2 pav. Rekombinantinio amidohidrolazés baltymo gryninimas. Hiss-ADH (~ 41 kDa) buvo
iSgrynintas i belasteliniy ekstrakty, naudojant nikelio chelatine kolonélg. . Z — baltymy
molekuliniy masiy Zymuo (kDa). 1 — 9 dalinai isgryninto baltymo eliucijos frakcijos; 10 — E.
coli BL21(DE3) transformuoty pLATE31-ADH plazmide, tirpis baltymai.
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Hipotetiné amidohidrolazé buvo dalinai isgryninta be didesniy kity baltymy priemaisy,
kurie galéty trukdyti tolesniems fermento tyrimams. Toliau buvo nustatyta baltymo
koncentracija kaip apraSyta 2.16 skyrelyje, tuomet jis buvo naudojamas hipotetinés
amidohidrolazés substratinio specifiSkumo tyrimuose.

ISgryninus hipoteting amidohidrolaze, buvo siekiama nustatyti galimus Sio fermento
substratus. Reakcijos su tipiniais amidohidrolaziy substratais: 4-nitrobenzanilidu ir 4-
nitroacetanilidu, buvo vykdomos kaip aprasyta 2.19 skyrelyje. Kadangi spalviniy poky¢iy
nebuvo pastebéta, galima teigti, kad fermentas minéty substraty neskaido.

Toliau Siame darbe buvo siekiama iSsiaiSkinti galimg hipotetinés amidohidrolazés
funkcijg piridino skaidyme. Arthrobacter sp. 68b bakterijose nustatyta, kad vykstant piridino
skaidymui, procese dalyvaujanti amidohidrolazé verc¢ia (Z)-4-formamidobut-3-enoing riigst] |
gintaro rugsties pusiau aldehida. Kitoje reakcijoje, veikiant nuo NAD priklausomai gintaro
rugsties pusiau aldehido dehidrogenazei, i$ gintaro riig§ties pusiau aldehido susidaro gintaro
rigstis (Casaité et al., nepublikuota). Taigi, buvo siekiama i$siaiskinti, ar tiriama
amidohidrolazé katalizuoja (Z)-4-formamidobut-3-enoinés riigsties virsmg j gintaro rugsties
pusiau aldehida. Siuo tikslu minétas fermentas buvo inkubuojamas su minétu junginiu per naktj.
Panaudojus gautg reakcijos misinj kaip substrata gintaro rugsties pusiau aldehido
dehidrogenazei, buvo matuojamas jos aktyvumas kaip aprasyta 2.20 skyrelyje. Gintaro rigsties
pusiau aldehido dehidrogenazé turi du substratus: gintaro rtgsties pusiau aldehidg bei NADP.
Fermentui reaguojant su substratais, turéty susidaryti gintaro ragstis ir NADPH. Minéto
fermento aktyvumas yra nustatomas spektrofotometriS$kai pagal sugerties pokycius,
atsirandancCius dél susidariusio NADPH, 340 nm bangos ilgyje. Atliekant tyrima, buvo
nustatyta, kad NADPH nesusidaro (3.4.1 pav.)
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3.4.1 pav. Gintaro ragsties pusiau aldehido dehidrogenazés fermentinis aktyvumas.
Fermentinis aktyvumas nustatomas pagal susidariusio NADPH kiekj, vertinama
spektrofotometriskai matuojant 30 s 340 nm bangos ilgyje. K — kontrolé (reakcijos miSinys,
kuriame (Z)-4-formamidobut-3-enoiné riigstis nebuvo inkubuota su amidohidrolaze); 1 ir 2 —
reakcijos miSiniai, kuriuose (Z)-4-formamidobut-3-enoiné riigstis per naktj inkubuota su 33,55
pg ir 16,78 pg amidohidrolazes.
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Tai reiskia, kad gintaro riigsties pusiau aldehido dehidrogenazé nebuvo aktyvi, nes
nebuvo susidares jos substratas — gintaro riigSties pusiau aldehidas, todél galima daryti iSvada,
kad amidohidrolazé negali panaudoti (Z)-4-formamidobut-3-enoinés ragsties kaip substrato, t.

y. nehidrolizuoja minéto junginio.

3.5 Piridinu indukuojamy geny raiskos tyrimas

Norint geriau suprasti junginio skaidymo mechanizma, yra svarbu identifikuoti Siame
procese dalyvaujancius genus (Boundy-Mills el al., 1997). Nors yra atrasta nemazai
mikroorganizmy, gebanciy skaidyti piriding, taciau labai mazai zinoma apie genus, susijusius
su piridino katabolizmu. Sio darbo metu buvo siekiama i3siaiskinti, kurie genai yra atsakingi
uz piridino skaidyma Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijose. Siuo tikslu buvo atlickama
geny, kuriy raika yra indukuojama piridino skaidymo metu, paieska. Kaip minéta anks¢iau R.
rhodochrous PY11 nustatyta dalis (112 kb) katabolinés plazmidés pPYR sekos, kurioje
nustacius atviro skaitymo rémelius ir jy koduojamy baltymy galimas funkcijas, aptikta nemazai
katabolizme dalyvaujanciy fermenty. Remiantis turimomis ziniomis apie piridino skaidyma
kituose mikroorganizmuose, geny raiSkos tyrimui buvo pasirinkti 22 taikiniai. Tai atviro
skaitymo rémeliai (3.5.1 pav.), kuriy koduojami hipotetiniai baltymai galéty dalyvauti piridino
skaidyme (baltymai pateikti 3.5.1 lenteléje).

~HHHHHHHH A
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pPYR ‘

112235 bp
3.5.1 pav. Rhodococcus sp. PY11 pPYR katabolinés plazmidés dalis. Pilka spalva pazyméti
atviri skaitymo rémeliai, koduojantys galimus baltymus; juoda, piridinu indukuojamy geny

raiSkos tyrimui pasirinkti atviri skaitymo rémeliai, koduojantys galimai piridino skaidyme
dalyvaujancius baltymus.
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3.5.1 lentelé Geny raiskos tyrimui pasirinkti asr, koduojami Rhodococcus rhodochrous PY11 pPYR katabolingje plazmidéje

liuciferazes panasiy baltymy klasei priklausanti
nuo flavino priklausoma monooksigenazé
Rhodococcus sp. BUPNP1

asr Koduojamo Homologas NCBI duomeny | IdentiSky ar. | E verté | Literatiiros
baltymo bazés priegos nr. | sk/ bendras Saltinis
ilgis ar. ar. sk. (%)
asr3 515 Amidazé Rhodococcus rhodochrous BAA03744.1 504/515(98%) 0 Kobayashi
etal.,, 1993
asrl0 585 Fosfometilpirimidino sintazé ThiC/ WP-120285407.1 | 573/585(98%) 0 Hatzinikolaou
hidroksimetilpirimidino sintazé Rhodococcus etal., 2018
pyridinivorans
asrl2 485 Nuo NAD priklausoma gintaro ragsties pusiau OWY79121.1 480/485(99%) 0 Sengupta et al.,
aldehido dehidrogenazé Rhodococcus sp. nepublikuota
BUPNP1
asrl3 77 Hipotetinis baltymas KHJ74478.1 76/77(99%) 2e-48 | Sunetal., 2015
asrl4 109 NIPSNAP seimos baltymas Rhodococcus sp. OwWY80220.1 107/109(98%) | 1le-73 | Senguptaetal.,
BUPNP1 2017
asrl5 190 NADH-FMN oksidoreduktazé RutF, SEC02793.1 188/190(99%) | 4e-137 | Varghese ir
(DIM6/NTAB) seimos flavino reduktazé Submissions,
2016
asrl6 330 Ribozés fosfato pirofosfokinazé Rhodococcus EHK83626.1 329/330(99%) 0 Kriszt et al.,
pyridinivorans AK37 2011
asrl7 307 Ribokinazé Rhodococcus sp. Chr-9 KHJ74476.1 303/307(99%) | 4e-160 | Sunetal., 2015
asrl9 251 Citoplazminis baltymas Williamsia sp. 1135 ORM36238.1 210/251(84%) | 2e-128 | Nahar, 2016
asr22 363 LLM (angl. luciferase like monooxygenase) — j owY80214 362/363(99%) 0 Sengupta,

nepublikuota
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asr23 486 Nikotinato fosforiboziltransferazé Rhodococcus KHJ74472.1 481/486(99%) 0 Sun et al., 2015
sp. Chr-9

asr24 491 Aldehido dehidrogenazé Rhodococcus EHK83619.1 447/452(99%) 0 Kriszt et al.,
pyridinivorans AK37 2011

asr25 418 Amidohidrolazé Rhodococcus sp. Chr-9 KHJ74471.1 410/418(98%) 0 Sun et al., 2015

asr26 792 Formiato dehidrogenazés didysis subvienetas RKS37836.1 781/792(99%) 0 Hatzinikolaou
Rhodococcus pyridinivorans etal., 2018

asr27 291 Sulfurtransferazé FdhD Rhodococcus sp. OWY80208.1 277/291(95%) 0 Sengupta,
BUPNP1 nepublikuota

asr28 460 Kanalo baltymas Rhodococcus pyridinivorans AHD21481.1 420/440(95%) 0 Dueholm et al.,
SB3094 2014

asr29 253 SDR seimos oksidoreduktazé Rhodococcus AWZ22824.1 241/253(95%) | 1le-149 | Wang, 2017
biphenylivorans

asr30 466 Metabolity — protony simporteris Rhodococcus SEC03627.1 438/439(99%) 0 Varghese ir
pyridinivorans Submissions,

2016

asr3l 212 LuxR seimos trasnkripcijos reguliatorius KLL96148.1 212/212(100%) | 2e-133 | Bajaj ir

Rhodococcus sp. IITR03 Manickman,
nepublikuota

asr38 491 Aldehido dehidrogenazé Rhodococcus EHK83602.1 474/477(99%) 0 Kriszt et al.,
pyridinivorans AK37 2011

asr6?2 481 Nuo NAD priklausoma gintaro riigsties pusiau AOD20951.1 473/481(98%) 0 Li ir Ding,
aldehido dehidrogenazé Rhodococcus sp. p52 nepublikuota

asr80 366 Amidohidrolazé Rhodococcus sp. Chr-9 KHJ73436.1 364/366(99%) 0 Sun et al., 2015
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Visy pirma buvo siekiama iSsiaiSkinti kokj optinj tankj lgsteléms pasiekus, geriausia
i1Sskirti RNR ir atlikti geny raiskos tyrima. Buvo nuspresta $j atskaitos taska pasirinkti pagal
bakterijy piridino skaidymo efektyvuma, lasteléms pasiekus skirtinga optinj tankj. Siuo tikslu
R. rhodochrous PY11 bakterijos buvo auginamos su piridinu skystoje EFA terpéje, kol Iasteliy
optinis tankis Asoo pasieké 0,5, 0,65, 0,75 ir 1,0. Lasteléms pasiekus skirtingg optinj tankj, buvo
atliekami piridino biovirsmy tyrimai kaip aprasyta 2.21 skyrelyje panaudojant vienoda lasteliy
kiekj (3.5.2.pav.)
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3.5.2 pav. Piridino biovirsmai panaudojant Rhodococcus rhodochrous PY 11 intaktines lasteles.
Tyrimas atliktas Igsteléms pasiekus skirtingg optinj tankj Asco. Eksperimentui naudotas
vienodas lasteliy kiekis.

Nagrinéjant piridino sugerties spektro pokycCius, matyti, jog piridinas greic¢iausiai
skaidomas Rhodococcus rhodochrous PY 11 bakterijoms pasiekus optinj tankj Agoo = 1,0. Siame
optiniame taske piridinas yra pilnai suskaidomas po 2 valandy, tuo tarpu kai Igsteliy optinis
tankis Aeoo yra 0,5, toks pats kiekis piridino yra suskaidomas tik po 4 valandy. Kai lasteliy
optinis tankis Asgo pasiekia 0,65 ir 0,75, nepastebéta skirtumy tarp piridino skaidymo
efektyvumo. Abiem atvejais piridinas yra pilnai suskaidomas po 2,5 valandy. Remiantis Siais
duomenimis, geny raiskos tyrimui buvo pasirinktas taskas kai, lasteliy, auginty su piridinu bei

gintaro rugstimi (kontrolé), optinis tankis Asoo pasieke 1,0.
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Norint nustatyti, ar piridinas indukuoja tiriamy geny raiSkg, R. rhodochrous PY11
bakterijos buvo auginamos su piridinu ir gintaro ragstimi (kontrolé) kaip pagrindiniu anglies ir
energijos Saltiniu. Kai Igsteliy optinis tankis Asoo pasieké 1,0, buvo surinktas vienodas lasteliy
kiekis ir buvo skiriama RNR (2.22 skyrelis), tuomet buvo atliktas kiekybinis tikro laiko AT-
PGR, kaip apraSyta 2.23 skyrelyje. Po reakcijy susidaré visy 22 tirty geny taikiniy produktai
bakterijose, augintose tiek su piridinu, tick su gintaro rtgstimi. Tai rodo, jog katabolinéje pPYR
plazmidéje nuolatos vyksta baziné geny raiska. Tacdiau, buvo pastebéta, kad 1gstelése augintose
su skirtingais substratais (gintaro ragstimi ir piridinu) skyrési sintetinamos RNR Kkiekis (3.5.3
pav.).
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3.5.3pav. Rhodococcus rhodochrous PY11 geny raiskos tyrimas. Kiekybiné AT-PGR analizé
atlikta naudojant RNR, iSskirta i§ bakterijy, auginty su skirtingais anglies Saltiniais: 0,1%
piridinu ir 0,1 % gintaro ragstimi. Rezultatai pateikti kaip santykis tarp santykinio RNR kiekio,
apskaiGiuoto pagal 224CT algoritma, Iastelése, augintose su piridinu, ir lastelése, augintose su
gintaro rugstimi. asr3 —amidazg, asr10 — fosfometilpirimidino sintaze ThiC, asr12 —nuo NAD
priklausoma gintaro riigsties pusiau aldehido dehidrogenazg I, asr13 — hipotetinj baltyma, asr14
— NIPSNAP seimos baltyma, asr15 — FMN reduktaze, asrl6 — ribozés fosfato pirofosfokinaze,
asrl7 —ribokinaze, asrl9 — citoplazminj baltyma, asr22 — monooksigenaze, asr23 — nikotinato
fosforiboziltransferaze, asr24 — aldehido dehidrogenaze I, asr25 — amidohidrolaze I, asr26 —
formiato dehidrogenazés didyjj subvienets, asr27 — sulfurtransferaz¢ FdhD, asr28 — kanalo
baltyma, asr29 — SDR Seimos oksidoreduktazg, asr30 — metabolity-protony simporterj, asr31
— LuxR Seimos transkripcijos reguliatoriy, asr38 — aldehido dehidrogenaze I1, asr62 —nuo NAD
priklausoma gintaro riigsties pusiau aldehido dehidrogenaze Il, asr80 — amidohidrolaze II,
koduojantys atviro skaitymo rémeliai.

Tirti genai buvo stipriau nuskaitomi bakterijose, augintose su piridinu nei su gintaro

ragstimi. 21 18 22 tirty geny santykinis RNR kiekis buvo Zenkliai didesnis Igstelése, augintose
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su piridinu, nei su gintaro ragstimi. Vientintelis genas kurio raiska tarp lgsteliy auginty su
skirtingais substratais nesiskyré — asr30, tai metabolity-protony simporterj koduojantis atviro
skaitymo rémelis. Santykinis RNR kiekis Iastelése, augintose su piridinu ir gintaro rtgstimi,
skyrési nuo 6 iki 89 karty. Citoplazminio baltymo (asrl9) geno santykinis RNR kiekis yra
didesnis net 90 karty, formiato dehidrogenazés didziojo subvieneto (asr26) — 81 karta,
amidohidrolazés I (asr25) — 61 kartg, nuo NAD priklausomos gintaro riigsties pusiau aldehido
dehidrogenazés 11 — 54 kartus, ribokinazés (asrl7) — 46 kartus, nikotinato
fosforiboziltransfrazés (asr23) — 43 kartus, fosfometilpirimidino sintazés ThiC (asr10) — 34
kartus. Visy kity tirty geny S$is santykis vyravo nuo 10 iki 30 karty. Tik 2 geny amidazés (asr3)
bei aldehido dehidrogenazés 11 (asr38) santykinis RNR kiekis lgstelése augintose su skirtingais
substratais skyrési maziau nei 10 karty.

Metaboliniy geny raiska dazniausiai vykdoma tik tada, kai jy reikia mikroorganizmo
augimui (Brzostowicz et al., 2000). Informaciné RNR labai greitai prisitaiko prie lgstelés
poreikiy, 0 rRNR ir tRNR yra stabilios ir degraduojamos tik tada, kai lastelés patiria stresg
arba susintetinta RNR yra defektyvi (Deutscher, 2006). Trumpas iIRNR gyvavimo laikas
suteikia papildoma geny raiSkos reguliavimo kontrole ir leidzia augancioms Igsteléms
prisitaikyti prie jas supancios aplinkos. RNR sintezés ir ardymo ciklas yra dinamiskas ir toje
pacioje lasteliy generacijoje gali vykti net kelis kartus (Jain, 2002). Geny raiska yra susijusi su
specifiniy baltymy sintezés poreikiu lgstelése. Akivaizdu, kad Rhodococcus rhodochrous PY11
bakterijas, auginant su piridinu, yra indukuojama bent 21 i§ 22 tirty geny raiska. Padidéjusi
geny raiska piridino skaidymo metu rodo, kad Sie genai ir jy koduojami baltymai grei¢iausiai

dalyvauja junginio skaidyme
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ISVADOS

Hipotetiné flavino monooksigenazé grei¢iausiai nedalyvauja pirmajame piridino

skaidymo etape Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijose.

. I8grynintos rekombinantinés amidohidrolazés i§ R. rhodochrous PY11 funkcijos

nustatyti nepavyko.

Nustatyta, kad piridinas indukuoja bent 21 i§ 22 tirty geny, esanciy katabolinéje pPYR

plazmidéje, raiska.
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Eglé Narmontaité

Piridino skaidymo Rhodococcus rhodochrous PY11 kamiene tyrimas

Santrauka

Rhodococcus genties bakterijos pasizymi ypatingai didele kataboliniy fermenty jvairove ir
geba skaidyti jvairias natiralias ir ksenobiotines medziagas. Sio darbo tikslas buvo istirti
Rhodococcus rhodochrous PY11 bakterijose piridino skaidyme dalyvaujan¢ius genus ir jy
koduojamus baltymus bei nustatyti galimg jy funkcijg. Visy pirma buvo tiriama, ar piridino
indukuojamas baltymas — hipotetiné flavino monooksigenazé dalyvauja pradingje Zziedo
skélimo reakcijoje. Atlikus piridino biovirsmy tyrimus rekombinanting monooksigenaze¢ bei
reduktazg sintetinanciose E. coli ir R. erythropolis SQ1 bakterijose, paaiskéjo, kad piridinas
néra skaidomas. Taigi, minéti fermentai greic¢iausiai nedalyvauja pradingje ziedo skélimo
reakcijoje.

Sio darbo metu taip pat buvo tiriamas piridino indukuojamas baltymas Rhodococcus
rhodochrous PY11 bakterijose — hipotetiné amidohidrolazé. ISgryninus rekombinantinj
baltyma, buvo tiriamas fermento substratinis specifiSkumas, tac¢iau nei vieno 18 tirty substraty,
fermentas neskaidé. Hipotetinés amidohidrolazés funkcija piridino skaidymo procese islieka
neaiski. Sio darbo metu taip pat buvo nustatyta, kad piridinas aktyvina bent 21 i§ 22 tirty galimai

piridino skaidyme dalyaujanciy geny, koduojamy pPYR katabolingje plazmidéje, raiska.
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Investigation of pyridine degradation in Rhodococcus rhodochrous PY 11 strain

Summary

Rhodococcus strains are capable of degrading wide range of natural and xenobiotic
compounds due to their variety of catabolic enzymes. The aim of this work was to investigate
the genes and enzymes responsible for degradation of pyridine in Rhodococcus rhodochrous
PY11 strain. Firstly, we were trying to determine if pyridine inducible protein — hypothetical
monooxygenase initiates first step of pyridine ring cleavage. E.coli and R. erythropolis SQ1
cells were transformed with recombinant plasmids carrying hypothetical monooxygenase and
FMN reductase genes. The experiment of pyridine bioncorversion in E.coli and R. erythropolis
SQ1 cells showed that they are uncapable to degrade pyridine. The results suggest that
hypothetical monooxygenase is most likely not involved in initial reaction of pyridine cleavage.

Pyridine inducable amidohydrolase from Rhodococcus rhodochrous PY11 strain was
investigated as well. Recombinant amidohydrolase was expressed in E.coli and purified.
Purified enzyme was added to reaction mixtures with different substrates. Unfortunately no
products of reaction were obtained and hypothetical amidohydrolase function in pyridine
degradation remains unclear. It was also revealed that pyridine activates expression of at least
21 of 22 investigated genes that might be involved in degradation of pyridine.
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