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I[VADAS

Flavininiai fermentai savo aktyviajame centre turi flavino
mononukleotida (FMN) arba flavino adenino dinukleotidg
(FAD), kurie daZniausiai btina stipriai nekovalentiskai
prisijunge prie apofermento (K¢ = 10%° —~10® M). Flavininiai
fermentai yra gausiai paplite gamtoje ir dalyvauja daugybéje
metaboliniy ir bioenergetiniy procesy. Jie sudaro mazdaug 2%
visy fermenty. Didzioji dalys flavininiy fermenty, 90%, yra
oksidoreduktazes. Tarp jy katalizuojamy reakcijy yra elektrony
pernasa, dehidrinimas, oksidacija ir  hidroksilinimas.
Dazniausiai flavininio fermento katalizinis ciklas yra
charakterizuojamas dviejy atskiry pusiaureakcijy — flavino
redukcijos ir reoksidacijos. Flavininiai fermentai yra skirstomi
i 5 klases (Hemmerich ir Massey, 1979): dehidrogenazés-
transhidrogenazés, oksidazés, oksigenazés, dehidrogenazés-
elektrontransferazés ir elektrontransferazés. Si klasifikacija
paremta skirtingomis fermenty galimybémis atlikti vien- arba
dvielektroning pernasa, ir skirtingomis flaviny semichinony
(laisvyjy radikaly) savybémis.

Flavininiai ~ fermentai  vaidina  svarby  vaidmenj
biomedicinoje ir ekotoksikologijoje, kadangi jie yra vaisty ir
ksenobiotiky taikiniai, be to, jie dalyvauja aplinkos terSaly

biodegradacijoje.  Siuo  atzvilgiu, flavininiy fermenty
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katalizuojama chinony (Q) ir nitroaromatiniy junginiy

(ArNOy) (1 Pav.) redukcija yra ypatingos svarbos.
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1 Pav. Chinonai ir nitroaromatiniai junginiai. Adriamicinas,
mitomicinas C ir RH1 yra prie§véziniai junginiai. Nifuroksimas
ir benznidazolas yra antiparazitiniai reagentai, o TNT ir tetrilas
— sprogmenys, dél ko jie laikomi aplinkos terSalais.

Antraciklinai, mitomicinai, aziridinilbenzochinonai,
nitrofuranai ir nitroimidazolai (1 Pav.) yra naudojami arba
tiriami Kaip prieSvéziniai, antiparazaitiniai ir antibakteriniai
reagentai (McKeown et al., 2007). Be to, policikliniai chinonai
ir nitroaromatiniai junginiai yra toksiski atmosferos terSalai, kiti
polinitroaromatiniai ~ junginiai yra  pramoniniy atlicky
komponentai ir pesticidai, arba 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) ir

tetrilo (1 Pav.) atveju, toksisky sprogmeny lickanos aplinkoje.
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Toksinis arba kai kuriais atvejais terapinis Q and ArNO.
poveikis daZniausiai yra siejamas su jy vienelektronine
redukcija iki radikaly, kurie yra reoksiduojami O
susiformuojant superoksidui (O2*), ir H.O, bei hidroksilo
radikalui (OH®). Jis paZeidzia DNR ir baltymus, dél ko
pasireiSkia  “oksidacinio  streso” tipo citotoksiSkumas.
Dazniausiai vienelektroniné Q and ArNO; redukcija yra
katalizuojama flavininiy fermenty dehidrogenaziy-
transhidrogenaziy, kurios yra charakterizuojamos auksto
stabilumo neutraliu flavino semichinonu bei vienelektroninio
fiziologinio oksidatoriaus, pavyzdziui, hemo or FeS-baltymy
buvimu. Geriausiai iStirti jy atstovai yra Zzinduoliy
NADPH:citochromo P-450 reduktazé, NADH:citochromo bs
reduktazé, NADH: ubichinono reduktazé (kompleksas I), NO
sintazé, jvairios kilmés ferredoksin:NADP* reduktazé, ir
bakterinés deguoniui jautrios nitroreduktazés (NRs) (Peterson et
al., 1979; Holtzman et al., 1981; lyanagi et al., 1984; Orna ir
Mason, 1989; Bironaite et al., 1991; Cénas et al., 1994;
Anusevicius et al., 1999; Kumagai et al., 1998; Yamamoto et
al., 2005).

Dvielektroniné Q ir ArNO; redukcija turi dvejopa poveiki.
Q redukcija j hidrochinonus prisideda prie jy detoksifikacijos,
nes Sie toliau yra konjuguojami su gliukuronatu ar sulfatu (Lind
et al., 1990). Taciau aziridinilchinony (1 Pav.) redukcija kaip

tik skatina DNR alkilinimg aziridino grupémis (Hargreaves et
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al., 2000). Keturelektroninés ArNO; redukcijos, susidedancios
i§ dviejy dvielektroninés redukcijos pakopy, metu susidaro
hidroksilaminai, kurie taip pat alkilina DNR (Williams et al.,
2015). Antra vertus, §i reakcija yra pirmoji polinitroaromatiniy
aplinkos terSaly biodegradacijos pakopa (Spain, 1995). Siame
procese svarbiausi fermentai yra zinduoliy DT-diaforazé
(NAD(P)H:chinono oksidoreduktazé) ir bakterinés deguoniui
nejautrios nitroreduktazés (NR). Jos Kkatalizuoja dviejy
elektrony (hidrido) pernasa tarp redukuojanciy ir oksiduojanciy
substraty ir turi nestabily anijoninj flavino semichinona, dél ko
yra priskiriamos dehidrogenaziy-transhidrogenaziy klasei.
Bakteriniy deguoniui nejautriy NR tyrimai yra svarbiis dél
ArNO; biodegradacijos problemy (jy gamyba siekia 108t per
metus). ArNO; Zinomi kaip antibakteriniai ir antiparazitiniai
agentai. Pastaruoju metu vystoma ir genais pagrjsta
priesnavikiné chemoterapija naudojant bakterines
nitroreduktazes (Williams et al., 2015), 0 ArNO; pradéti tirti ir
kaip galimi prieSvéziniai agentai. Todél pagrindinis $io darbo
tyrimo objektas yra menkai iStirta deguoniui nejautri NR —
Escherichia coli nitroreduktazé A (NfsA). NfsA yra FMN
kofaktoriy turintis 27 kDa fermentas, kuris kaip redukuojant]
substratg gali naudoti tik NADPH. Siekiant geriau
charakterizuoti NfsA kity dehidrogenaziy-transhidrogenaziy
kontekste, buvo tiriama ir kito $ios klasés atstovo, termofilinio

mikrooorganizmo  Thermotoga  maritima  tioredoksino
8



reduktazés (TmTR) katalizuojama Q ir ArNO; redukcija. T.
maritima TR yra 2x34,3 kDa fermentas, kurio aktyviajame
centre yra FAD kofaktorius. TmTR struktiiriSkai artima augaly
(Arabidopsis thaliana) tioredoksino reduktazé santykinai greitai
redukuoja Siuos junginius (Bironaité et al., 1998; Miskiniené et
al., 1998), todél ji gali dalyvauti §iy junginiy biodegradacijoje.
TmTR katalizuojamos reakcijos svarbios ir dél neseniai
atsiradusio susidoméjimo hipertermofiliniy mikroorganizmy
taikymu Kuro ar pramoniniy chemikaly sintezéje (Zeldes et al.,
2015).

DISERTACIJOS TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Sios disertacijos tikslas yra istirti dviejy skirtingy grupiy
dehidrogenaziy-transhidrogenaziy (E. coli nitroreduktazés A
(NfsA) ir T. maritima tioredoksino reduktazés (TmTR))
katalizuojama  nefiziologiniy  oksidatoriy  (chinony ir
nitroaromatiniy junginiy) redukcijos mechanizmus ir substratinj
specifiSkumg, bei charakterizuoti fermenty struktarines-
funkcines ypatybes, jtakojancias Siy reakcijy mechanizmus.

Siam tikslui jgyvendinti buvo suformuluoti $ie uzdaviniai:

1. Istirti chinony ir nitroaromatiniy junginiy redukcijos

mechanizmus NfsA ir TmTR.



2.

Istirti  ArNO2 suminés keturelektroninés redukcijos
nitroreduktazémis  mechanizmg,  jvertinant  jos
fermentiniy ir nefermentiniy stadijy vaidmen;.

Nustatyti TmTR ir NfsA flavininiy kofaktoriy
oksidacijos-redukcijos potencialus.

Charakterizuoti  galima ry§j tarp chinony ir
nitroaromatiniy  junginiy redukcijos pobudzio ir
flavininio kofaktoriaus semichinono stabilumo NfsA ir
TmTR.

MOKSLINE SVARBA IR NAUJUMAS

Pirmg kartg charakterizuotas A grupés nitroreduktazés
NfsA chinony ir nitroaromatiniy junginiy redukcijos
mechanizmas ir substratinis specifiskumas. Sios
savybés yra artimos B grupés nitroreduktazés i$
Enterobacter cloacae savybéms. Pirmg kartg nustatyta,
kad NfsA katalizuojamos keturelektroninés
nitroaromatiniy junginiy redukcijos metu dominuoja ne
fermentiné tarpinio nitrozo junginio redukcija, o jo
tiesioginé redukcija NADPH. Sie duomenys gali biiti
svarbiis sprendziant ~ GDEPT ir aplinkos tarSaly

biodegradacijos problemas.
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Darbe charakterizuotos termodinaminés NfsA FMN
kofaktoriaus savybés (standartinio redokso potencialo
verté, semichinoninés bilisenos nestabilumas) ir
nustatytas labiausiai tikétinas vienstadijinis hidrido
perne§imo mechanizmas. Sios savybés yra artimos E.
cloacae NR savybéms. Tai papildo negausia
informacija Sioje srityje ir leidzia teigti, kad nepaisant
zymiy amino rugsciy sekos skirtumy, A ir B grupeés
nitroreduktazéms biidingas bendri katalizés bruozai,
greiCiausiai nulemiami FAD termodinaminiy savybiy.

Nustatyta, kad TmTR chinony ir aromatiniy
nitrojunginiy redukcijos mechanizmas, substratinis
specifiskumas ir FAD standartinis oksidacijos-
redukcijos potencialas yra artimi ankséiau apraSytoms
zemo m.sv. tioredoksino reduktaziy i§ A. thaliana ir E.
coli  savybéms. Gauti duomenys apibendrina
informacija Sioje srityje ir leidzia teigti, kad Sios grupés
fermentai gali aktyviai dalyvauti  oksidacijoje-
redukcijoje dalyvaujanciy ksenobiotiky arba aplinkos
terSaly redukcijoje. Sios reakcijos gali bati svarbus
terSaly biodegradacijos arba oksidacijoje-redukcijoje
dalyvaujanéiy antibakteriniy agenty poveikio faktorius.
Tarpinio FAD semichinono susidarymas TmTR
katalizuojamos chinony redukcijos metu yra pirmas

pastebétas tokio pobiidzio reiskinys zemo m.sv.
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tioredoksino reduktaziy katalizuojamuose procesuose.
Jis paaiskina misry vien- ir dvielektroninés chinony ir
nitroaromatiniy redukcijos TmTR pobiid.

Skirtingi NfsA ir TmTR katalizuojamos chinony ir
nitroaromatiniy junginiy redukcijos mechanizmai
praplécia duomenis apie Siy reakcijy, atliekamy
flavininémis  dehidrogenazémis-transhidrogenazémis,
jvairove.  Nepaisant dvielektroninio fiziologiniy
oksidatoriy redukcijos pobiidzio, Sios klasés fermentai
gali redukuoti nefiziologinius elektrony akceptorius tiek
vien-, tiek dvielektroniniu budu. Tikétina, kad Siuos
skirtingus mechanizmus nulemia skirtingas flavininio

kofaktoriaus semichinono stabilumas.

TEIGINIAI

E. coli NfsA katalizuoja dvielektroning chinony ir
nitroaromatiniy junginiy redukcija. Nitroaromatiniy
junginiy reaktingumas yra didesnis lyginant su to paties
redukcijos potencialo chinonais. Chinony redukcija
geriausiai paaiskinama vienstadijinés (H’) hidrido
pernasos mechanizmu. Fermento katalitinio ciklo

limituojanti stadija yra oksidaciné pusiaureakcija.
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Redukuojant ~ nitroaromatinius  junginius  NfsA,
dominuoja tiesioginé tarpinio nitrozo junginio redukcija
NADPH, o ne fermentiné redukcija.

TmTR katalizuoja miSrig vien- ir dvielektroning
chinony ir nitroaromatiniy junginiy redukcijg. Chinony
reaktingumas didéja didéjant jy E'7, ir yra didesnis nei
nitroaromatiniy junginiy su tuo paciu redukcijos
potencialu.

Tarpinio FAD semichinono susidarymas durochinono
redukcijos TMTR metu rodo, kad limituojanti reakcijos
stadija yra semichinono oksidacija.

TmTR ir NfsA flavininiy kofaktoriy oksidacijos-
redukcijos potencialai yra artimi jy analogams - E. coli

TR ir Enterobacter cloacae NR.
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1. MEDZIAGOS IR METODAI

Escherichia coli nitroreduktazé (NfsA), iSskirta pagal
(Prosser ir kiti, 2010) metodika, yra gauta i§ Dr. David
Ackerley (Viktorijos universitetas, Velingtonas, Naujoji
Zelandija). Fermento  koncentracija ~ buvo  nustatyta
spektrofotometriskai pagal €460 = 10,9 mM? cm™,

Thermotoga maritima tioredoksino reduktazé (TR) yra
gauta i$ Dr. Nicolas Rouhier (Lotaringijos universitetas, Nansi,
Pranciizija). TR koncentracija buvo nustatyta
spektrofotometriskai pagal €460 = 10,9 mM™ cm™.

Thermotoga maritima glutaredoksinas 1 (Grx1) yra gautas
i§ Dr. Nicolas Rouhier (Lotaringijos universitetas, Pranciizija).
TR koncentracija buvo nustatyta spektrofotometriskai pagal €20
= 145 mM* cm? (Couturier et al., 2013). Kiti fermentai ir
reagentai gauti i§ Sigma-Aldrich. TNT ir tetrilas (2,4,6-
trinitrofenil-N-metilnitraminas) gauti i§ Dr. Jono Sarlausko
(Biochemijos institutas).

Nitroaromatiniy ir chinoniniy junginiy redukcija NfsA buvo
stebima  spektrofotometru Cary 60 UV-Vis (Agilent
Technologies) 0,1 M K-fosfato buferiniame tirpale (pH 7,0) 25
°C, esant 1 mM EDTA. Buvo matuojami 100 pM NADPH
oksidacijos greiiai (Agsao = 6,2 mMtcm™). Kinetiniai reakcijy

parametrai, Kear ir Kea/Km, atitinkantys Lineweaver-Burk grafiko
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(IEWV nuo 1/[S], kur V yra reakcijos greitis, [E] ir [S] yra
atitinkamai fermento ir substrato koncentracijos) atvirkstinj
susikirtimg su y-asimi ir atvirk$tinj tiesés pasvirimo kampa,
buvo skaiciuoti naudojant Sigmaplot 11.0 programa. Kea lygus
NAD(P)H molekuliy skaiciui, oksiduotam fermento aktyvaus
centro per 1 s. Temperatiriné Kea/Km priklausomybé buvo
stebima 10 °C — 40 °C intervale, reakcijos aktyvacijos entalpija
(AH?) ir entropija (AS?) buvo apskai¢iuotos pagal Eyringo lygtj.

Fermentiné APAD(P)* redukcija su NAD(P)H buvo
stebima susiformuojant APAD(P)H (Agsss = 5,6 mM*cm™)
(Weber ir Kaplan, 1957). Kinetikos tyrimuose APAD(P)H buvo
sitetinamas in situ APAD(P)* redukcija su 100 mM formiato ir
1 mg/ml formiato dehidrogenazés. APAD(P)H koncentracija
buvo nustatyta pagal €z = 7,8 mMZcm? (Kaplan ir Ciotti,
1956).

Vienelektroninés redukcijos srautas chinony atveju buvo
nustatytas 1,4-benzochinono medijuojamos citochromo c¢ (50
uM) redukcijos metu, terpéje esant 100 pM NADPH ir 50 uM
1,4-benzochinono pagal Agsso = 20 mMcm™. Tos pacios
salygos buvo ir stebint fermento medijuojamg citochromo C
redukcijg su 50 puM tetryl ar TNT terpéje esant 100 pM
NADPH bei nejvedus ir jvedus 100 U/ml SOD.

Tetrilo redukcija buvo stebima su NADPH regeneracijos

sistema (10 mM gliukozés-6-fosfato ir 1 mg/ml gliukozés-6-
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fosfato dehidrogenazés), stebint absorbcija 200-550 nm. Kai
kuriais atvejais, NADH regeneracijos sistema (20 uM NADPH,
100 mM HCOONa, ir 1mg formiato dehidrogenazés) buvo
naudojama.

pH priklausomybés tyrimuose buvo naudoti 0,1 M K-
fosfatiniai buferiai, kuriy pH kito nuo 5,5 iki 8,0, taip pat ir 0,1
M Tris-acetato buferiai, kuriy pH Kkito nuo 5,5 iki 8,0.

Nestacionarios kinetikos redukcijos matavimai NAD(P)H
pertekliuje buvo atliekami su ,,sustabdytosios srovés® SX.17
MV spektrofotometru (Applied Photophysics), esant pH 7,0 ir
25 °C. Fermento koncentracija po sumaiSymo buvo 5,0 UM.

NO;" susidarymas buvo stebimas su Griesso reagentu. Kai
sulfanilamidas (ar sulfanilino ragstis) yra jvedama j terpe,
nitrito jonas reaguoja ir susidaro diazonio druska. Tada susidaro
azo dazas (N-alfa-naftil-etilendiaminas), kuris pasiZymi rozine
spalva (Beda ir Nedospasov, 2005).

Deguonies suvartojimas TNT, tetrilo ir naftochinono
reakcijose su askorbatu buvo stebimas Digital Model 10 Clark
elektrodu (Rank Brothers Ltd., Bottisham, UK). Pradiné O
koncentracija 25 °C buvo laikoma 250 pM.

Fluorescencijos spektry matavimai buvo atliekami

fluorimetru Hitachi MPF-7. Suzadinimo bangos ilgis — 460 nm.
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2. REZULTATAI IR JUU APTARIMAS

2.1. Escherichia coli nitroreduktazés A (NfsA) tyrimai

2.1.1. NfsA stacionarios kinetikos ir substratinio
specifiSkumo tyrimai

Egzistuoja paralelizmas tarp parametry, apibiidinanciy
chinony vienelektroninés redukcijos energetika  (poros
chinonas/chinono  anijon-radikalas  oksidacijos-redukcijos
potencialas, E%;) ir dvielektroninés redukcijos energetika (poros
chinonas/hidrochinono anijonas oksidacijos-redukcijos
potencialas, E7(Q/QH") (Cénas et al., 2004). Tas pats galioja ir
nitroaromatiniy junginiy redukcijai, kur atitinkamu koreliacijos
parametru gali bati hidrido adukto susidarymo Siluma
(AHf(ArN(OH)O") (Nivinskas et al., 2001a). Todé¢l Siame darbe
koreliacijos parametru buvo naudotas E';. Darbe istirty NfsA
oksidatoriy E!; kito nuo -0,49 V iki +0,09 V. Naudojant
fiksuotas NADPH koncentracijas ir kintant oksidatoriaus
koncentracijai, buvo stebimos lygiagreciy tiesiy serijos
Lineweaver-Burko koordinatése (2 Pav.). Tai rodo, kad reakcija

vyksta pagal ,,ping-pong® mechanizma.
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2 Pav. E. coli NfsA katalizuojamos NADPH oksidacijos, kai
tetrilas yra naudojamas kaip oksidatorius, Kinetika. NADPH
koncentracijos: 20 pM (1), 30 uM (2), 50 puM (3), 100 pM (4),
150 uM (5), ir 200 uM (6).

NfsA katalizuojamos 1,4-benzochinono redukcijos NADPH
metu pridéto j terpe citochromo ¢ redukcijos greitis sieké tik 3%
NADPH oksidacijos grei¢io. Kadangi citochromas ¢ yra labai
greitai redukuojamas benzosemichinono, bet ne hidrochinono,
tai rodo, kad vienelektroninio perneSimo srautas sudaro tik
1,5%, ty., vyksta dvielektroniné pernasa (Iyanagi ir Yamazaki,
1970). ArNO; atveju tai nustatyti sunkiau, nes, be nitroanijon-
radikaly, citochroma ¢ létai redukuoja ir aromatiniai
hidroksilaminai. Naudojant oksidatoriais tetrila ir TNT,
citochromo ¢ redukcijos greitis sudar¢ 16% NADPH
oksidacijos grei¢io. Si reakcija buvo 30-40% inhibuojama SOD
(100 U/ml), kuri eliminuoja O2°, susidarantj nitroaromatiniy

junginiy redukcijos-reoksidacijos ciklo metu. Tetrilo redukcijos
18



metu stebimas létas O, suvartojimas, artimas 10-15% NADPH
oksidacijos grei¢io. Tai rodo, kad Sioje reakcijoje
vienelektroninis srautas taip pat siekia tik kelis procentus.
Bimolekulinés oksidatoriy redukcijos grei¢io konstantos
(Keat/Km) tetrilo ir TNT atveju buvo 7,9+0,7 x 10° M s, ir
2,7+0,4 x 10°® M s, atitinkamai. NADPH oksidacijos Kea/Km
lygi 3,4+0,5 x 10° M s, Apskaiciuotos maksimalios Kea vertés
prie begalinés NADPH koncentracijose buvo lygios 110+13 s
tetrilui, ir 135+12 s TNT.
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3 Pav. Chinony ir nitroaromatiniy junginiy reaktingumas E. coli
NfsA katalizuojamose reakcijose. Priklausomybé tarp chinony
(juodi apskritimai) ir nitroaromatiniy junginiy (tusciaviduriai
apskritimai) log kea/Km ir jy vienelektroninés redukcijos
potencialo (E';), terpéje esant pH 7.0. Chinonai: 1,4-
benzochinonas (1), 2-metil-1,4-benzochinonas (2), 2,3-dichloro-
1,4-naftochinonas (3), 2,6-dimetil-1,4-benzochinonas (4), 5-
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hidroksi-1,4-naftochinonas (5), 5,8-dihidroksi-1,4-
naftochinonas  (6), 9,10-fenantrenchinonas  (7), 1,4-
naftochinonas (8), 2-metil-1,4-naftochinonas (9), tetrametil-1,4-
benzochinonas (10), 1,4-dihidroksi-9,10-antrachinonas (11),
riboflavinas (12), 1,8-dihidroksi-9,10-antrachinonas (13), 9,10-
antrachinono-2-sulfortigstis (14), 2-hidroksi-1,4-naftochinonas
(15), 2-hidroksi-3-metil-1,4-naftochinonas (16).
Nitroaromatiniai junginiai: 2,4,6-trinitrofenilmetilnitraminas
(tetrilas) (1), 2,4,6-trinitrotoluenas (2), nifuroksimas (3),
nitrofurantoinas  (4), 1,4-dinitrobenzenas  (5), 1,2-
dinitrobenzenas  (6),  4-nitrobenzaldehidas  (7), 1,3-
dinitrobenzenas (8), 4-nitroacetofenonas (9), CB-1954 (10), 4-
nitrobenzenkarboksirtigstis (11), nitrobenzenas (12).

ArNO; reaktingumas did¢jo didéjant jy vienelektroninés
redukcijos potencialui (E';) (3 Pav.). Jy log kea/Km pakluso
tiesinei, nors ir Siek tiek iSsibars¢iusiai, priklausomybei nuo El;
ver¢iy (r? = 0,8313). Chinony reaktingumas buvo apie 10 karty
mazesnis nei nitroaromatiniy junginiy su panaSiomis E!;
vertémis, i§skyrus anomaliai greitai reaguojancius 2-hidroksi-
1,4-naftochinono darinius (3 Pav.).

Siekiant jvertinti, ar chinony redukcija vyksta pagal
vienstadijinj (H’) ar tristadijinj (e’,H*,e") hidrido pernaSos
mechanizma, iStirtos NfsA reakcijy su riboflavinu, 2-metil-
1,4-naftochinonu, ir 2,6-dimetil-1,4-benzochinonu grei¢io pH
priklausomybé (4 Pav.). Siy junginiy reaktingumas didéjo
didéjant pH su pakankamai artimais koeficientais Alog Kea/Km
/ApH, 0,11+£0,03 (riboflavinas), 0,14+0,03 (2-metil-1,4-
naftochinonas), ir 0,18+0,04 (2,6-dimetil-1,4-benzochinonas).
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Ta pati tendencija buvo pastebéta riboflavinui ir 2,6-dimetil-
1,4-benzochinonui Tris-acetate (pH 5,5 — 8,0). Sie duomenys
priestarauja tristadijiniam hidrido perneSimo mechanizmui,
kurio atveju riboflavino reaktingumas, palyginus su chinony
reaktingumu, turéty didéti mazéjant pH: riboflavino
semichinono pK, yra 8,5 (Hemmerich et al., 1977), todél jo E!
auga mazéjant pH su koeficientu -0.059 V/ApH, tuo tarpu kai
chinony E* nepriklauso nuo pH (semichinony pKj, lygi 4,5-5,0).
Tai rodo, kad labiau tikétina yra vienstadijiné hidrido pernasa.
Panasis désningumai buvo pastebéti ir B grupés nitroreduktazés
i§ E. cloacae atveju (Nivinskas et al., 2002).

Kity grupiy oksidatoriy log Kea/Km priklausomybes nuo
pH skiriasi nuo pateiktyjy 4 Pav.: vienelektroninio neigiamai
ikrauto akceptoriaus fericianido reaktingumo pH priklausomybé
yra silpnai iSreiksta, o nitroaromatinio junginio TNT ir didesniu
aktyvumu pasizyminéio chinono 2-hidroksi-1,4-naftochinono
reaktingumas pradeda mazéti esant pH<6,0 (5 Pav.). Tai galéty
reiksti, kad ,,jprasto® reaktingumo chinonai, TNT ir 2-hidroksi-

1,4-naftochinas risasi skirtingose NfsA aktyviojo centro vietose.
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4 Pav. NfsA reaktingumo priklausomybé nuo pH reakcijoje
dalyvaujant riboflavinui (1), 2-metil-1,4-naftochinonui (2), ir
2,6-dimetilbenzochinonui (3).

Temperatiiriné TNT, p-nitrobenzaldehido, o-
dinitrobenzeno, 2-metil-1,4-naftochinono ir 2-hidroksi-3-metil-
1,4-naftochinono redukcijos kea/Km priklausomybé parodé, kad
reakcijos AS? kito nuo 14,4+15,0 J/molx°K (2-hidroksi-3-metil-
1,4-naftochinonas) iki -57,4+12,0 J/molx°K (p-
nitrobenzaldehidas). Nepastebéti sistemingi nitroaromatiniy
junginiy ir chinony redukcijos AS” skirtumai, budingi jy
dvielektroninei redukcijai zinduoliy NAD(P)H:chinonreduktaze
(NQO1) (Anusevicius et al., 2002; Miseviciené et al., 2006).
Tuo atveju chinonai yra Zymiai geresni NQOI1 substratai nei
nitroaromatiniai  junginiai, ir yra charakterizuojami Zzymiai
neigiamesnémis AS*, rodan¢iomis jy efektyvesne nei
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nitroaromatiniy junginiy elektroning sgveika su redukuotu

flavinu.
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5 Pav. NfsA reaktingumo priklausomybé nuo pH reakcijoje
dalyvaujant TNT (1), 2-hidroksi-1,4-naftochinonui (2), ir
fericianidui (3).

2.1.2. NfsA nestacionarios kinetikos ir fotoredukcijos
tyrimai
»dustabdytosios srovés® spektrofotometriniuose tyrimuose
redukuojant NfsA NADPH pertekliumi (stebima prie 460 nm)
aerobinéje terpéje reakcijy greitis virSijo >400 s, kas yra
artima prietaiso detekcijos riboms. Dél to buvo nejmanoma
nustatyti reakcijos maksimalaus grei¢io. Taciau tai rodo, kad

limituojanti  Kkatalitinio  ciklo stadija yra  redukciné
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pusiaureakcija, ty., fermento redukcija NADPH, nes
stacionarios kinetikos eksperimentuose aktyviausiy oksidatoriy
atveju ket buvo artima 100 s?. ,Ping-pong“ reakcijos
mechanizmas su limituojancia oksidacine pusiaureakcija taip
pat budingas E. coli NfsB (Race et al., 2005; Jarrom et al.,
2009) ir E. cloacae NR (Nivinskas et al., 2002; Pitsawong et
al., 2014). Esant terpéje zemoms NADPH koncentracijoms
(INADPH] << [O2], 250 pM), ~90% siekiancig redukcija seké
léta fermento reoksidacija deguonimi, 0,2-0,3 s?. Sumaisius
fermentg su NADPH ir 2,6-dimetil-1,4-benzochinono
pertekliumi, zenkliai sumazédavo FMN redukcijos laipsnis ir
buvo stebima greita reoksidacija. Reakcijos metu nepastebétas
tarpinis absorbcijos iSaugimas prie >460 nm. Anaerobinése
salygose fotoredukuojant NfsA su 1,5 uM 5-deazaflavino
nepastebétas FMN anijoninio semichinono (Amax = 380 nm) ar
neutralaus semichinono (Amax ~ 600 hm) susidarymas (fermento
fotoredukcijos laipsnis >70%). Tai rodo, kad kaip ir E. cloacae
NR atveju, NfsA FMN semichinonas yra labai nestabilus, <1%

pusiausvyroje.

2.1.3. NfsA FMN fluorescencijos tyrimai
Siekiant charakterizuoti NfsA sgveika su jvairiais
ligandais (oksidatoriais ir inhibitoriais), buvo istirtas jy poveikis

FMN fluorescencijai (6 Pav.).
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6 Pav. A) 5 uM FMN (1), 5 uM NfsA (2) ir 5 uM NfsB (3)
fluorescencijos spektrai. B) Dikumarolo (1,4), TNT (2), ir
tetrilo (3) poveikis FMN fluorescencijos intensyvumui su 5 pM
NfsA (1), ir NfsB (2-4). Suzadinimas - 460 nm, emisija - 525
nm.

NfsA FMN fluorescencijos intensyvumas sieké 40%
laisvo FMN intensyvumo (6A Pav.), ty. daugiau nei NfsB
atveju (12%) ar E. cloacae NR atveju (17%, Nivinskas et al.,
2002). Tai rodo, kad NfsA FMN izoaloksazino ziedas arba
geriau kontaktuoja su tirpikliu, arba blogiau kontaktuoja su
aromatinémis arba alifatinémis aminortgsciy liekanomis nei
NfsB atveju. Inhibitorius dikumarolas (10-50 pM) negesino
NfsA fluorescencijos (6B Pav.), kaip ir reakcijos produktas
NADP* (100-500 pM), ar oksidatoriai tetrilas ar TNT (50-250
MM), 1,4-benzochinonas (100-400 uM), ar 2,3-dichloro-1,4-
naftochinonas (10-40 pM). Tuo tarpu NfsB atveju
mikromolinés dikumarolo koncentracijos gesino FMN

fluorescencija ~70%, tetrilas ir TNT (10-125 pM) — apie 20%
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(6B Pav.). NADP* (50-250 uM) gesino FMN fluorescencija
~12%. Tai rodo, kad NfsA oksiduotoje formoje aromatiniai
ligandai silpniau sgveikauja su FMN izoaloksazino ziedu nei

NfsB atveju, ir, greiCiausiai, yra labiau nuo jo nutolg.

2.1.4. NfsA inhibicijos tyrimai

Nustatyta, kad reakcijos produktas NADP* yra
konkurentinis inhibitorius NADPH atzvilgiu (Ki = 160 + 30
uM) (7A Pav.).

NADP* buvo misrus (artimas bekonkurentiniam)
inhibitorius tetrilo atzvilgiu (7B Pav.). Jo Kis (inhibicijos
konstanta pagal nuolinkius Lineweaver-Burk koordinatése) lygi
1500+200 pM, o Kii (inhibicijos konstanta pagal susikirtimus su
y asimi) lygi 450+70 uM. Tai rodo, kad NADP* konkuruoja su
NADPH dél tos pacios riSimosi vietos oksiduotoje fermento
formoje, bet blogai jungiasi prie redukuotos fermento formos, ir
silpnai jtakoja oksidatoriaus Kca/Km. Oksidacijoje-redukcijoje
nedalyvaujantis 2’,5°’-ADP taip pat yra konkurentinis
inhibitorius NADPH atzvilgiu (Ki = 660+£100 uM).
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7 Pav. A) NfsA katalizuojamos tetrilo redukcijos inhibicija
NADP* - varijuojamos NADPH koncentracijos terpéje esant
100 uM tetrilo. NADP* koncentracijos: 0 mM (1), 0,125 mM
(2), 0,25 mM (3), 0,5 mM (4), ir 0,75 mM (5). B) NfsA
katalizuojamos tetrilo redukcijos inhibicija NADP* -
varijuojamos tetrilo koncentracijos terpéje esant 100 puM
NADPH. NADP* koncentracijos: 0 mM (1), 0,125 mM (2),
0,25 mM (3), 0,5 mM (4), ir 0,75 mM (5).

Klasikinis zinduoliy NQOI1 ir B grupés nitroreduktaziy
inhibitorius dikumarolas yra konkurentinis (Kis = 18,0+1,6 uM)
inhibitorius NADPH atzvilgiu (8A Pav.) ir bekonkurentinis
oksidatoriaus tetrilo atzvilgiu (8B Pav.). Kadangi dikumarolo
koncentracijos, artimos jo konkurentinei Ki NADPH atzvilgiu
(8B Pav.) nejtakoja tetrilo Kea/Km, tai rodo, kad jo
giminingumas oksiduotai NfsA formai yra gerokai didesnis nei
redukuotai. Taip pat pastebéta, kad dikumarolas gerokai stipriau
inhibuoja NfsB nei NfsA — jis taip pat buvo konkurentinis
inhibitorius NADPH atzvilgiu (Ki = 1,840,2 uM). Si verté
atitinka anksc¢iau gautus rezultatus (Anlezark et al., 1992). Kitas
klasikinis NAD(P)H priklausomy fermenty inhibitorius,
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Cibakrono mélis, buvo labai stiprus konkurentinis inhibitorius

NADPH atzvilgiu (Ki = 0,09£0,01 pM).
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8 Pav. A) NfsA katalizuojamos tetrilo redukcijos inhibicija
dikumarolu - varijuojamos NADPH koncentracijos terpéje esant
100 pM tetrilo. Dikumarolo koncentracijos: 0 uM (1), 5 uM
(2, 10 pM (3), 20 pM (4), ir 30 pM (5). B) NfsA
katalizuojamos tetrilo redukcijos inhibicija dikumarolu -
varijuojamos tetrilo koncentracijos terpéje esant 100 uM
NADPH. Dikumarolo koncentracijos: 0 uM (1), 5 uM (2), 10
UM (3), 20 uM (4), ir 30 uM (5).

NADP* inhibicijos duomenys (7 Pav.) leido pasitilyti NfsA
katalizés mechanizmo schemg, kur NADP* (P) stipriai riSasi
prie oksiduotos fermento formos (Eox), bet silpnai arba beveik

nesiriSa prie redukuotos formos (Ereq):

Schema 1. NfsA ,,ping-pong‘ mechanizmas.
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Siuo atveju reakcijos greitis aprasomas lygtimi:

E 1 | k_y+ks k_4|P 1
V ks Q) kkS {1' kq } M

Terpéje nesant NAD(P)* (P), lygtis (1) virsta lygtimi (2),
apraSancig paprasta “ping-pong*“ schema:

E_ ].] I.I\'|'I\'_J._[:»-})
V k 5 kyka[S]

2.1.5. 2e’/4e nitroaromatiniy junginiy redukcijos NfsA
mechanizmo tyrimai

Nitroreduktazés redukuoja ArNO; | hidroksilaminus
(ArNHOH) dvejomis hidrido pernaSos pakopomis (2 x 2¢’),
susidarant tarpiniams nitrozo (ArNO) junginiams. ArNO
virtimo ArNHOH mechanizmas néra pilnai suprastas. Kadangi
E. coli NfsB ar E. cloacae NR redukuoja nitrozobenzeng
apytikriai 10%-10* karty grei¢iau nei nitrobenzeng (Koder ir
Miller, 1998; Race et al., 2005), manoma, kad ArNO yra
redukuojami nitroreduktaziy, vykstant antram Kkatalitiniam
ciklui (Schema 2, (a) kelias). Taciau zinoma, kad NAD(P)H gali
pakankamai greitai redukuoti kaip kuriuos ArNO ir tiesiogial,
nedalyvaujant fermentui (Leskovac et al., 1989; Knox et al.,
1992). Todél nitroreduktazingje reakcijoje neatmestina ir

tiesioginés ArNO redukcijos galimybé (Schema 2, (b) kelias):
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NAD(P)H E . NAD(P)H Ex
NAD(P)* D( > NAD(P)* D( >
E . E
ArNO, — .~ ArNO — A+ NHOH
= (a)
(b)

NAD(P)H NAD(P)"

Schema 2. Fermentinis (a) ir nefermentinis (b) kelias susidarant
ArNHOH i§ ArNO.

Siekiant iSaisSkinti reakcijos mechanizma, nustatyta, kad
NADPH oksidacija nitrozobenzenu vyksta kaip bimolekuliné
reakcija su k = 124,3+4,5 M1s?, ty., grei¢iu, panasiu j gautg
ankstesniuose tyrimuose (Race et al., 2005; Leskovac et al.,
1989). Katalitinés NfsA koncentracijos (<40 nM) tik nezymiai
pagreitindavo reakcijg (9A Pav.). Dél to galima daryti i§vada,
kad stacionarios kinetikos tyrimuose nefermentiné NADPH
oksidacija virSija fermentinés oksidacijos greitj. Nustatyta, kad
esant 100 uM NADPH, nitrozobenzenas oksiduoja NfsA su
Keat(app) = 55.049.5 st ir kea/Km = 5.7+1.1x10° Mst. Pastaroji
reik§mé yra Zemesné nei anksé¢iau nustatyta E. coli NfsB atveju,
2.2 +15.2 x 10° Ms? (Race et al., 2005). Tai gali atspindéti
skirtingag NfsA ir NfsB reaktinguma, arba tai, kad musy atveju
buvo naudotas tikslesnis ,sustabdytosios srovés‘ matavimo

metodas. Kadangi askorbatas redukuoja nitrozobenzeng Zymiai
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grei¢iau nei NAD(P)H (k = 2.8x10% M1 s, Ursic et al., 1998),
askorbato jvedimas ] terpe stipriai inhibavo reakcija (9B Pav.).

0 100 200 300 400 o 20 40 60 80

[AINO] (uM) t(s)

9 Pav. A) 100 uM NADPH oksidacijos grei¢iai nitrozobenzenu
(1) ir terpéje esant NfsA (2—4). Fermento koncentracijos - 10
nM (2), 20 nM (3), ir 40 nM (3). B) 100 uM NADPH
oksidacijos kinetika 400 uM nitrozobenzeno terpéje nesant (1,3)
ir esant (2,4) 40 nM NfsA. 2 mM askorbato buvo jvesta j
Svirksta su NADPH (3,4).

Pastebéta, kad fermentingje reakcijoje pirmojoje fazéje 1
molis TNT oksiduoja 2 molius NADPH (10A Pav.), o antrosios
fazés greitis buvo artimas NfsA NADPH oksidaziniam
aktyvumui. Tai atitinka duomenis, kad TNT yra redukuojamas j
2(4)-monohidroksilamino-dinitrotoluena (Yang et al., 2013).
Kadangi 1 molis tetrilo oksiduoja 4 molius NADPH, Siuo atveju
reakcijos produktas yra dihidroksilaminas, kaip ir E. cloacae
NR Kkatalizuojamose reakcijose (Nivinskas et al., 2001a).
Askorbatas sumazindavo reakcijos gretj (10A Pav.) ir $ia
stechiometrijg pakeisdavo j 1:1 (TNT) ir 2:1 (tetrilas) (10B
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Pav.). Toks askorbato poveikis yra paaiSkinamas greita ArNO
tarpiniy junginiy redukcija askorbatu (Ursi¢ et al., 1998), dél ko
jis negali toliau oksiduoti NADPH. Reakcijos greiciy
sulétinimas ribine 2 mM askorbato koncentracija svyravo tarp
1,63 ir 2,57 karto, naudojant oksidatoriais nitrobenzena, p-

nitrobenzoing riigstj, p-nitroacetofenona, TNT ir tetrila.
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10 Pav. A) 300 uM NADPH oksidacijos kinetika su 50 nM
NfsA terpéje nesant elektrony akceptoriaus (1), arba esant 50
UM TNT (2,3), arba 50 uM tetryl (4,5). 2,0 mM askorbato buvo
dviejuose reakcijy misiniuose (2,5). B) 340 nm absorbcijos
poky¢iai pirmoje oksidacijos fazé¢je. Oksidatoriai: 50 pM TNT
(1,2), 50 uM tetrilo (3,4), esant 2,0 mM askorbato (1,3).

Istyrus askorbato poveiki NADPH oksidacijos Kcat@pp) I
kea/Km esant fiksuotoms oksidatoriaus koncentracijoms, gauta,
kad NADPH Kca/ Km reik8mes yra pana$ios, naudojant skirtingus
ArNO; (Lentelé 1), o askorbatas mazindavo ir reakcijy Kea/ Km,

ir kcat(app.)-
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Lentelé 1. NADPH oksidacijos Keatapp.) it Kca/ Km prie fiksuoty
oksidatoriaus koncentracijy NfsA katalizuojamose reakcijose

terpéje esant ir nesant 2,0 mM askorbato.

Nr. Oksidatorius _askorbatas +askorbatas
e ) KeaKaO's) o &) RedKn O
1 TNT (50 uM) 52,0£5.5 3,850,36x105 23,0£3.5 1,5620.22x108
2. Tetrilas (50 uM) 41,8470 3,78+0,50x10¢ 16.13,0 2,08=0,23x106
3 p-Nitroaceto-
fenonas 50,8+6.2 3,20=0,4x10° 20,1£3.5 1.620,21x106
(0.5 mM)
4, P-
Nitrobenzenkarb 30,6+4,5 3.30£0,42x106 19,7+1.2 2.0520,30x106
oksirigstis (2.0
mM)
5. Nitrobenzenas
462031 2 0.2t 2
(1.5 mM) 4.6+0.3 nd. 3,120,2 n.d.
6. 5-0H-1.4-NQ s 106 51 5
(50 M 19.42,9 1.600,2210 18.322.2 n.d.
7. 1.4-NQ N N
3.2 Y 6 27 0=3 0! 3
(30 1M 26.0+3.2 1.52+0,18%10 22.0<3.0 n.d.
8. 2-0H-1.4-NQ
2 4 22 6 26.2: 4 2 6
(20 M) 26.51.4 1.700,22x10 26.2+3.7 1.4620,23x10

! Greitis NADPH prisotintoje koncentracijoje, 250 UM;
2 Nenustatytas dél mazy NADPH K, reik$miy;
2 Nenustatytas dél duomeny i8sibarstymo.

Tafiau askorbatas nejtakojo NADPH Kea/Knm Kali
oksidatoriais buvo naudojami chinonai, be to, NADPH Kea/Km
buvo ~2 kartus mazesné nei naudojant ArNO, (Lentelé 1). Tai
néra suderinama su “ping-pong“ reakcijos mechanizmu, kur
reduktoriaus Kkea/Km neturi priklausyti nuo oksidatoriaus
prigimties (Cleland, 1970). Todél galime teigti, kad nitrozo
dariniy redukcijos metu vyrauja nefermentinis tiesioginés
NADPH oksidacijos kelias (Schema 2, (b) kelias). Antras

greitesnis  Katalitinis ciklas, ArNO redukcija redukuotu
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fermentu, neturéty pakeisti NADPH kca/Knm, nes abejais atvejais
NADPH reaguoja su ta pacia fermento forma.

Sios  mechanizmo  detalés gali bati  svarbus
polinitroaromatiniy junginiy biodegradacijoje, nes jos metu kai
kada kaupiasi nitrozobenzenai, pvz. 50% dinitrotolueno nitrozo
metabolito degraduojant TNT su Salmonella typhimurium
anaerobinése sglygose (Sayama et al., 1991), arba 25%
azoksiareny  (nitrozo  ir  hidroksilamino  metabolity
kondensacijos produkty) aerobinés TNT inkubacijos su
Pseudomonas sp. metu (Haidour et al., 1996). Manoma, kad
galima S$io reiSkinio priezastis yra NAD(P)H stygius. Todél
misy nuomone, askorbato arba kito egzogeninio reduktoriaus
prid¢jimas | biodegradacijos terpe galéty gerokai sumazinti

ArNO kaupimasi.

2.1.6. NfsA FMN kofaktoriaus oksidacijos-redukcijos

potencialo nustatymas

Daugumoje atvejy oksidacijos-redukcijos potencialai
nustatomi spektrofotometriskai arba spektroelektrochemiskai,
stebint reakcijos pusiausvyrg tarp flavino kofaktoriaus ir
redokso indikatoriaus. Antra vertus, pagal Haldane principa
reakcijos pusiausvyros konstanta (K) yra lygi tiesioginés ir
atvirkstinés reakcijos konstanty santykiui, jei reakcijos vyksta

dalyvaujant tam paciam tarpiniui junginiui. Sis metodas buvo
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pritaikytas glutationo reduktazés ir ziurkiy tioredoksino
reduktazés standartiniy redokso potencialy nustatymui
(Rakauskien¢ et al., 1989; Cénas et al., 2004), naudojant jy
greiCio konstantas (Kea/Km) reakcijose su NADPH ir NADP™.
Pagal Nernsto lygtj dviejy elektrony pernasai, log K = AE%
(\V)/0,0295.

NADP* redukcijos NfsA kinetiniy parametry jvertinimas
yra komplikuotas dé¢l tinkamo elektrony donoro nebuvimo.
Todél buvo istirtos NfsA reakcijus su oksiduotu ir redukuotu
NADP(H) analogu 3-acetilpiridino adenino dinukleotido fosfatu
(APADP(H), E% = -0,258 V). 11 Pav. duomenys rodo, kad
transhidrogenaziné NfsA reakcija, APADP* redukcija NADPH,
vyksta pagal ,ping-pong“ mechanizma, kuri komplikuoja
inhibicija APADP*. Siuo atveju APADP* yra konkurentinis
NADPH atzvilgiu inhibitorius (Ki = 150 uM), besijungiantis
prie oksiduotos fermento formos. APADP* redukcija yra
apraSoma Kex = 25+4,2 st ir kea/Km = 4,3+0,6x10* Ms?,
PrieSingoje reakcijoje APADPH buvo gautas in situ naudojant
gliukozés-6-fosfato/gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés
regeneracing sistemg. Reakcijos greitis buvo stebimas naudojant
elektrony akceptoriumi fericianida, nes jo absorbcija
nepersidengé su APADPH absorbcija. Reakcijos greitis
nepriklausé nuo fericianido koncentracijos (0,2-1,0 mM), ir yra
aprasomas Keat = 5,5+0,6 st ir Kea/Km = 1,3540,29x10° Ms2,

Tuo remiantis K = 31,4+11,1, ir E% yra lygus -0,215+0,005 V.
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Sis oksidacijos-redukcijos potencialas yra teigiamesnis nei kitos
A grupés nitroreduktazés, V. harveyi Frp, -0,255 V (Lei et al.,
2005), ir yra labiau artimas E. cloacae NR E%, -0,190 V (Koder
et al., 2002). Taciau Siuo metu nejmanoma charakterizuoti
faktoriy, nulemianciy tokias nitroreduktaziy oksidacijos-
redukcijos potencialy reikSmes dél nepakankamo Sios klasés

fermenty potenciometriniy duomeny kiekio.
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11 Pav. NfsA transhidrogenazinés reakcijos vaidmens
priklausomybé nuo NADPH koncentracijos, esant fiksuotai
APADP* koncentracijai. APADP* koncentracijos yra: (1) 0,132
mM, (2) 0,198 mM, (3) 0,296 mM, (4) 0,444 mM, (5) 0,667
mM, (6) 1,0 mM;
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2.2. Thermotoga maritima tioredoksino reduktazés tyrimai

2.2.1. T. maritima TR stacionarios kinetikos ir
substratinio specifiSkumo tyrimai

T. maritima tioredoksino reduktazé (TmTR) labai 1étai (Keat
= 0.2-0.3 s) redukuoja savo kol kas vienintelj charakterizuotg
fiziologinj oksidatoriy glutaredoksing 1 (Grx1) (Yang ir Ma,
2010). Taciau jos katalizuojama Q ir ArNO- redukcija yra daug
greitesné.  Naudojant  oksidatoriumi  5,8-dihidroksi-1,4-
naftochinona (naftazaring) stebimos lygiagreCios tiesés
Lineweaver-Burk koordinatése (12 Pav.). Tai rodo, kad reakcija
vyksta pagal “ping-pong” mechanizma, kuris taip pat buvo
budingas ir A. thaliana TR katalizuojamoje chinony ir
nitroaromatiniy junginiy redukcijoje (Bironaité et al., 1997,
Miskiniené et al., 1998). Siuo atveju naftazarino Kea/Km buvo
3.3+0.3x10° Mist, 0 NADH Kkea/ K - 1.7£0.2x10% M52, Kot
buvo lygi 39.1+3.5 s. Pagal 1,4-benzochinono medijuojama
citochromo ¢ redukcija nustatyta, kad vienelektroninés
redukcijos srautas yra lygus 25%. TmTR Kkatalizuojamos p-
dinitrobenzeno ar tetrilo redukcijos atveju citochromo ¢
reakcijos greitis buvo lygus, atitinkamai, 160% ir 182% NADH
oksidacijos greicio. Citochromo ¢ redukcija buvo inhibuojama
100 U/mg SOD 25% (p-dinitrobenzenas) ir 31% (tetrilas). Tai
rodo, kad $iuo atveju vienelektroninés redukcijos srautas yra ne

mazesnis  kaip  20-27%. Reakcijos lydimos  beveik
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stechiometrinio O suvartojimo. Vyksta redukcinis tetrilo
denitrinimas susidarant N-metilpikramidui ir nitritui, Kkuris
budingas Sio junginio vienelektroninei redukcijai (Anusevicius

etal., 1998).
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12 Pav. T. maritima TR “ping-pong” schema NADH
oksidacijoje naudojant kaip oksidatoriy naftazaring. NADH
koncentracijos: 100 uM (1), 66,6 uM (2), 44,4 uM (3), 29,6 uM
(4), 19,8 uM (5), ir 13,2 uM (6).

Oksidatoriy log ke/Km didéjo didéjant jy E!; (13 Pav.).
Nitroaromatiniy junginiy aktyvumas buvo apie 10 Kkarty

mazesnis lyginant su panaSios E!; vertés chinonais.
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13 Pav. Chinony ir nitroaromatiniy junginiy reaktingumas T.
maritima TR katalizuojamose reakcijose. Priklausomybé tarp
chinony (juodi apskritimai) ir nitroaromatiniy junginiy
(tuS¢iaviduriai apskritimai) log Kea/Km ir jy vienelektroninés
redukcijos potencialo (E';), terpéje esant pH 7.0. Chinonai: 1,4-
benzochinonas (1), 2-metil-1,4-benzochinonas (2), 2,3-dichloro-
1,4-naftochinonas (3), 2,6-dimetil-1,4-benzochinonas (4), 5-
hidroksi-1,4-naftochinonas 5), 5,8-dihidroksi-1,4-
naftochinonas  (6), 9,10-fenantrenchinonas  (7), 1,4-
naftochinonas (8), 2-metil-1,4-naftochinonas (9), tetrametil-1,4-
benzochinonas (10), 1,4-dihidroksi-9,10-antrachinonas (11),
1,8-dihidroksi-9,10-antrachinonas (12), 1,1°-dibenzil-4,4¢
bipiridinas  (13), 9,10-antrachinono-2-sulforugstis (14), 2-
hidroksi-1,4-naftochinonas (15). Nitroaromatiniai junginiai:
2,4,6-trinitrofenilmetilnitraminas (tetrilas) (2), 2,4,6-
trinitrotoluenas (2), 1,4-dinitrobenzenas (3), 1,2-dinitrobenzenas
(4), A4-nitrobenzaldehidas (5), 1,3-dinitrobenzenas (6), 4-
nitroacetofenonas  (7), 4-nitrobenzenkarboksirtigstis  (8),
nitrobenzenas (9).
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Tokia Q ir ArNO; reaktingumo priklausomybé nuo jy E*7 ir
mazesnis nitroaromatiniy junginiy aktyvumas budingas ir
anksCiau tirtai A. thaliana TR (Bironait¢ et al., 1998;
Miskiniené et al., 1998). Formaliai, §i priklausomybé atitinka
»isorinés sferos® elektrony pernasos modelj (Marcus ir Sutin,
1985), kur mazesnis ArNO; reaktingumas paaiskinamas jy ~100
karty mazesne nei chinony vidine elektrony mainy konstanta
(Meotner ir Neta, 1986; Gramp ir Jaenicke, 1987). Ji taip pat
atitinka miSrios vieno ir dviejy elektrony pernasos (e, H*, €),
modelj, kur po pirmojo elektrono perneSimo seka chinono ir
flavino jon-radikalinés poros disociacija arba antrojo elektrono
perneSimas jon-radikalinéje poroje (AnuseviCius et al., 2005).
Sie désningumai skiriasi nuo NfsA reaktingumo duomeny, kur
galimai vyksta vienos stadijos (H") hidrido pernasa ir stebimas

kitoks substraty specifiSkumas (3 Pav.).

2.2.2. T.maritima TR fluorescencijos tyrimai

TmTR seka (Genbank duomeny bazés numeris TM 0869
arba AAD35951) parodé, kad joje yra iSsilaikes E. coli TR
katalitinio disulfido motyvas Cys147, Alal48, Thr149, ir
Cys150, dalyvaujantis Grxl redukcijoje. Zinoma, kad
NADP(H) risasi E. coli TR katalitinio disulfido domene, ta¢iau
jo nikotinamido Ziedas yra 17 A nutoles nuo FAD izoaloksazino
(Williams, 1995). Katalizés metu vyksta Zzymiis domeny

tarpusavio poslinkiai, t.y., per¢jimas tarp nefluorescuojancios
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flavino-ties-disulfidu ~ ir  fluorescuojancios  flavino-ties-
NAD(P)H konformacijos (Dai et al., 1996; Lennon et al., 1997;
1999) (14 Pav.). TmTR yra iSsilaikes ir tarpdomeninis motyvas
Gly251, Pro254, analogiskas E. coli TR Gly244, Pro247 ir A.
thaliana TR Gly298, Pro301 motyvams, dalyvaujantiems
domeny rotacijoje. Siekiant nustatyti, ar Sie konformaciniai
poly€iai yra budingi ir TmTR, iStirta jvairiy ligandy jtaka

TmTR FAD fluorescencijos intensyvumui.
FAD FAD
A Darman
@ R [0 | Trx
-— PN 55 7’
P
Dormgin ——

14 Pav. E. coli L-TR konformaciniai pokyc¢iai NADPH
(PN) ir tioredoksino (Trx) ri§imosi domenuose (Wang et al.,
1998).

Nustatyta, kad TmTR FAD fluorescencijos intensyvumas
sudaro 20% laisvo FAD, kuris yra artimas 25% A. thaliana TR
atveju (Nivinskas et al., 2001). ADP-ribozé¢ ir Grx1 padidino
FAD fluorescencijos intensyvumg, bet NAD® jj sumaZzino
(Lentelé 2). Palyginus su kity TR duomenimis (Lentelé 2)
matome, kad Trx/Grx riSimasis prie katalitinio disulfido gali

sukelti konformacinius poky¢ius ir padidinti fluorescuojancio
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TR konformero koncentracijg. Skirtinga piridino nukleotidy ir
ju analogy jtaka FAD fluorescencijai gali biiti paaiSkinami
dviem faktoriais: i) padidéjusi fluorescuojancio FR konformero
koncentracija, kai prisijungia AADP*, NAD(P)* ar 25
ADP/ADP-ribozg, bei i) AADP* ir NAD(P)* sukeliamas FAD
fluorescencijos gesinimas. Miusy nuomone, Sie efektai yra
kiekybiniai, o ne kokybiniai, ir gali biiti susieti su skirtinga
FAD ir NAD(P)H riSimosi domeny tarpusavio padétimi

skirtingos kilmés fermentuose (Dai et al., 1996).

Lentelé 2. Ligandy jtaka jvairios kilmés TR fluorescencijos

Intensyvumul.
Fermento Ligandas Nuoroda
kilmé 3-AADP™ | NAD(P)® | 2¢,5°-ADP/ Trx/Grx
ADP-ribozé
E. coli -75% néra® netirta netirta Mulrooney ir Williams,
1997
A. thaliana -20% +100% +28% +30% Nivinskas e al., 2001b
T. maritima n.d. -15%¢ +30%¢ +10%* Sis darbas

a3-Aminopiridino adenino dinukleotido fosfatas; °C.H.
Williams, Jr., asmeninis prane§imas, jsisotinanti NAD*
koncentracija 100 uM; Ysisotinanti ADP-ribozés koncentracija
150 pM; jsisotinanti Grx1 koncentracija 40 puM.

2.2.3. T. maritima TR nestacionarios Kinetikos tyrimai
Stebint TmTR FAD redukcijg esant 460 hm, nustatyta, kad
NADH jj redukuoja maksimaliu 82+3.0 s* grei¢iu, ir su
bimolekuline 1.6+0,15x10° Ms? grei¢io konstanta. Greitg

FAD redukcija seké létesné reoksidacija deguonimi (15A Pav.).
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Si reakcija buvo Zenkliai pagreitinta tetrametil-1,4-
benzochinono (durochinono). Esant durochinonui, buvo
stebimas laikinas absorbcijos iSaugimas 600 nm, kuris buvo

beveik nepastebimas reakcijoje su Oz (15A Pav.).

0.010
B

AA

0 5 10 15 20 25 550 600 650 700 750
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15 Pav. A) TmTR FAD absorbcijos poky¢iai, stebéti 600 nm
(1,2) ir 460 nm (3,4), terpéje esant 100 uM durochinono (1,3),
arba nesant (2,4). Fermento koncentracija — 5,0 pM. B)
Susiformavusiy tarpiniy reakcijos junginiy spektrai 5,0 pM T.
maritima TR redukcijoje su 50 uM NADH ir 100 uM
durochinono. Spektrai buvo fiksuoti po (1) 0,2 s (1), 2,0 s (2),
3,05(3),4,05(4),ir6,0s(5).

Laikinas absorbcijos iSaugimas stebimas 525-775 nm
intervale (15B Pav.). Reakcijos pradzioje jam budingas Amax ties
700 nm (15B Pav.), taciau véliau susiformuoja naujas
absorbcijos spektras su Amax ties 600 nm (15B Pav.), kuris yra
budingas neutraliam (mélynam) FAD semichinonui (FADH?®).
Pastarasis buvo stebimas E. coli TR fotoredukcijos
anaerobinése salygose metu, taciau nesusidaro jai reaguojant su
fiziologiniu oksidatoriumi tioredoksinu (Zanetti et al., 1968).
Laikinas FADH- susidarymas reakcijos metu rodo, kad
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reaguojant dvejais elektronais redukuotam FAD su chinonais,
limituojanti reakcijos stadija yra FADH® oksidacija. Antra
vertus, yra jmanoma, kad chinony redukcijos metu lygiagreciai
susidaro ir kiti tarpiniai junginiai, pavyzdziui FADH>-NAD”
kravio pernesimo kompleksas. Kiti reakcijos tarpiniai junginiai,
pavyzdziui, vir§ 700 nm absorbuojantis FADH>-NAD*
kompleksas (Lennon ir Williams, 1997) gali susiformuoti

reakcijos pradzioje, kas yra matoma 15B Pav.

2.2.4. T.maritima TR inhibicijos tyrimai

T. maritima TR reakcijose NAD* veiké kaip miSrus
inhibitorius ir NADH atzvilgiu (16A Pav.), ir kaip miSrus
inhibitorius oksidatoriaus naftazarino atzvilgiu (16B Pav.). Tali
reiskia, kad NAD* ne tik konkuruoja su NADH dél riSimosi prie
oksiduotos fermento formos, bet ir konkuruoja su chinoniniu
elektrony akceptoriumi dél risimosi prie redukuotos fermento
formos ir galbiit reoksiduoja fermenta (Rudolph et al., 1979).
NAD" inhibuojantis poveikis naftazarino kea/Km sumazéjo
padidinus NADH koncentracijg nuo 30 uM iki 100 uM (17A
Pav.). Be to, esant terpéje 600 uM NAD, ir varijuojant
naftazarino koncentracijas prie fiksuoty NADH koncentracijy,
Lineweaver-Burk koordinatése gauta serija susikertanéiy
(nelygiagreciy) tiesiy (17B Pav.). Tai skiriasi nuo 13 Pav.

duomeny (serija lygiagreciy tiesiy), gauty terpéje nesant NAD™
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(12 Pav.). Visa tai atitinka reakcijos mechanizma, kai reakcijos
produktas NAD* (P) ne vien konkuruoja su substratu (S) dél
riSimosi prie oksiduotos fermento formos (Eox) bei su
oksidatoriumi (Q) dél ri§imosi prie redukuotos fermento formos
(Ered), bet gali ir reoksiduoti fermentg (Rudolph et al., 1979;
Rudolph, 1979) (Schema 3):

18 25
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[EVv (5)

L/INADH] x 107 (M™) 1/[Q] x 107 (M)

16 Pav. TmTR inhibicija su NAD*. (A) TmTR chinony
redukcijos inhibicija su NAD" varijuojamose NADH
koncentracijose, terpéje esant 100 puM naftazarino. NAD*
koncentracijos: 0 mM (1), 0,2 mM (2), 0,4 mM (3), 0,6 mM (4),
ir 1,0 mM (5). (B) TmTR chinony redukcijos inhibicija su
NAD? varijuojamose naftazarino koncentracijose, terpéje esant
100 uM NADH. NAD™ koncentracijos: 0 mM (1), 0,2 mM (2),
0,4 mM (3), 0,6 mM (4), ir 1,0 mM (5).
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[EVv (5)

VkeapKm x 107 (M x8)

[NAD'] (M) 1/[Q x 107" (M)

17 Pav. TmTR inhibicija su NAD*. (A) Naftazarino Kkea/Km
sumazéjimas dél NAD*, kai [NADH]=100 uM (1), ir
[NADH]=30 pM (2); (B) 600 uM NAD* jtaka TmTR
katalizuojamos NADH oksidacijos naftazarinu greitis. NADH
koncentracijos: 100 uM (1), 66,7 uM (2), 44,4 uM (3), 29,6 uM
(4), 19,8 uM (5), 13,2 uM (6).

ks kika[S] ks3[Q]
onP —b‘ EDX — Ered <+ EredQ
k.s[P] k-1k2[P] ko3
ks

Schema 3. TmTR reakcijos mechanizmas.

Pagal schemg (3) gaunama stacionarios kinetikos lygtis (3):

@=L+‘LE 1 kakok[PY | kaks[P] ]+ 1 |’1+k_‘[P]\
Vooke Uk \K[Q] kkkK(SIOL kkk([S1Q)) kk(SIU

(3)

J

Terpéje nesant NAD™ ([P] = 0), lygtis (3) virsta lygtimi (4),

kuri apraSo paprastg ,,ping-pong‘ mechanizmg:
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Remiantis lygtimi (3) galima teigti, kad oksidatoriaus
Keat/Km, 1ygi kska/ks, turi priklausyti nuo NADH ir NAD*
santykio ([S]/[P]). Pagal Nernsto lygti, Sis santykis atspindi
terpés  oksidacijos-redukcijos potencialg (En). Jei tarp
oksiduotos ir redukuotos fermento formos bei NADH ir NAD*
nusistovi greita pusiausvyra, tai oksidatoriaus Kea/Km turi 50%
sumazeéti, kai En lygus fermento aktyviojo centro standartiniam
potencialui. Apibendrinus 16A,B ir 17A,B Pav. duomenis
gauta, kad naftazarino Kkea/Km sumazéja perpus, kai En = -
0,31£0,03 V (duomenys nepateikti), t.y., tokia turi bati TmTR
FAD oksidacijos-redukcijos potencialo verté. Taciau nustatyta,
kad terpéje esant oksidacijoje-redukcijoje nedalyvaujanéiai
ADP-ribozei, Lineweaver-Burk koordinatése taip pat gaunama
serija nelygiagreCiy tiesiy kaip ir 17B Pav. atveju (duomenys
nepateikti). Be to, apskaiiuotoji FAD E% verté neatitinka
tolesniy tyrimy (2.2.5) duomeny. Todél galima teigti, kad
schema (3) ir lygtis (3) tik dalinai apraso chinonreduktazinés
TmTR reakcijos mechanizmg. GreiCiausiai, reakcijoje
lygiagre¢iai dalyvauja kelios fermento oksidacijos-redukcijos
formos (15B Pav.), 0 NAD" ir ADP-ribozé ne vien konkuruoja
su elektrony akceptoriumi, bet ir sukelia sudétingesnius

konformacinius poky¢ius (Lentelé 2).
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2.25. T.maritima TR flavino kofaktoriaus oksidacijos-
redukcijos potencialo nustatymas

TmTR oksidacijos-redukcijos potencialas taip pat buvo
nustatytas pagal Haldane principg, tiriant fermento reakcijas su
3-acetilpiridino adenino dinukleotidu (APAD*/APADH, E% = -
0.258 V). TmTR katalizuojamoje APAD* redukcijoje NADH
buvo pastebéta inhibicija NADH, t.y. reakcijy greiciai mazéjo
didéjant NADH koncentracijai (18A Pav.). Duomeny
linearizacija Clelando grafike leido nustatyti NADH substrato
inhibicijos konstantas (Ki). Jy didéjimas didéjant APAD*
koncentracijai rodo konkurentinj inhibicijos pobudj. Tai reiskia,
kad NADH po TmTR redukcijos pakartotinai riSasi prie
redukuotos fermento formos, taip konkuruodamas su APAD™.
Reikia pazyméti tai, kad NADH substrato inhibicija
nepasireiskia chinony redukcijos metu. Kai [APAD'] = 0,
NADH K; yra lygi 140+15 pM. TmTR oksidacija APAD* yra
aprasoma Keat = 2.740.2 s ir Kea/Km = 3.840.1x10* M1s? (18B
Pav.). Naudojant formiato/formiato dehidrogenazés
regeneracing sistema, APADH buvo susintetintas in situ.
Naudojant elektrony akceptoriumi fericianidg, stacionari
APADH oksidacijos TmTR kinetika aprasoma Keat = 1.0+0.2 s
ir 0 kea/Km = 3.240.6x10° M's. Sie parametrai yra artimi
gautiesiems tiriant nestacionari3 TmTR FAD redukcijos

APADH kinetika, stebint 460 nm absorbcijos pokycius
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[EV¥ (s)

charakteristikoms (18B Pav.). Tokiu budu, reakcijos K
8.68+1.54, 0 TMTR FAD E%, apskai¢iuotas pagal Nernsto lygtj,
lygus -0,230+0,003 V.
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18 Pav. A) TmTR Katalizuojamos APAD"* redukcijos su NADH
Cleland koordinatése. APAD* koncentracijos: 1,0 mM (1), 0,67
mM (2), 0,44 mM (3), 0,30 mM (4), 0,20 mM (5), ir 0,13 mM
(6). B) TmTR katalizuojamy reakcijy su APAD*/APADH
grei¢iai: TmTR katalizuojama APAD* redukcija su NADH (1),
TmTR  katalizuojama  APADH  oksidacija  naudojant
oksidatoriumi fericianidg (2), ir greita TmTR redukcija su
APADH (3).

Si reik§mé yra panasi, nors kiek ir aukstesné nei E. coli TR
FAD E%, -0.242 = -0.258 V (O‘Donnell ir Williams, 1984) ar
A. thaliana TR, -0.244 V (Bironaité et al., 1998). Galima
pastebéti, kad §is potencialas yra gerokai aukStesnis nei TmTR
katalitinio disulfido E%, -0.295 V (Couturier et al., 2013). Nors
TmTR katalizés mechanizmas néra pakankamai gerai istirtas,
galima manyti, kad termodinamiSkai nepalanki hidrido pernasa

i§ redukuotojo FAD j katalitinj disulfido yra viena i$ prieZasciy,
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del ko vyksta labai léta Grxl ir kity disulfidiniy baltymy
redukcija.

Visi 8ie duomenys rodo, kad FADH®, o ne FADH;
oksidacija gali buti reakcija limituojanti stadija. Tai galéty
paaiskinti TmTR inhibicijos NAD® ir ADP-riboze
désningumus, kai ligandas risasi prie oksiduotos ir redukuotos
fermento formos ir galima reoksidacija NAD®. Verta atkreipti
démesj j tai, kad nors ir priskiriamos H-TR grupei, ziurkiy TR ir
strukttriskai panaSi TryR redukuoja chinonus miSriu vieno ir
dviejy elektrony biidu nesusiformuojant FAD semichinonui
(Cénas et al., 1994,2004). Dél to L-TR atstoviy E. coli ir T.
maritima fermentuose FAD kofaktoriy semichinonai gali buti
pakankamai stabiliis, nors Sie fermentai ir vykdo fiziologiniy
disulfidiniy oksidatoriy dviejy elektrony redukcija. Taip pat
miisy rezultatai paneigia hipoteze dél bitino raudono
(anijoninio) flavino semichinono susiformavimo

dehidrogenazése-transhidrogenazeése.

Apibendrinant, Sio disertacijos darbo rezultatai praplecia
turimas negausias Zzinias apie flavininiy dehidrogenaziy-
transhidrogenaziy katalizuojamos chinony ir nitroaromatiniy
junginiy redukcijos mechanizma ir substratinj specifiSkuma.
Labiausiai tikétinas chinony ir, tikétina, nitroaromatiniy
junginiy redukcijos NfsA mechanizmas yra vienos stadijos (H°)

hidrido pernasa, kuri taip pat galimai stebima ir B grupés
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nitroreduktazés i§ E. cloacae atveju (Nivinskas et al., 2001).
Taciau labiausiai tikétinas $iy junginiy redukcijos mechanizmas
su Zinduoliy NQOL1 yra tristadijiné (e-, H, €’) hidrido pernasa
(Anusevicius et al., 1998, 2002; Miseviciené et al., 2006). Tai
gali buti paaiSkinama salyginai stabilesne NQO1 anijoninio
FAD semichinono biisena (Tedeschi et al., 1995; Haynes et al.,
2002). Tuo tarpu misri vien- ir dvielektroniné redukcija, kurig
katalizuoja TmTR, gali biiti paaiskinama didesniu neutralaus
FAD semichinono stabilumu mazos molekulinés masés TR
fermentuose (Zanetti et al., 1968). Toks priesingas NR ir
NQOI substratinis specifiskumas (Anusevicius et al., 2002, ir
nuorodos ten) gali buti nulemtas to fakto, kad chinonai ir
nitroaromatiniai ~ junginiai  riSasi netoli §iy fermenty
izoaloksazino ziedo, dél ko gerokai pasikeicia kai kuriy amino
rugséiy padétis aktyviajame centre ir pasireiSkia sgveika tarp
aromatiniy ziedy (Faig et al., 2000). I$ kitos pusés, TmTR ir jai
artimos A. thaliana TR (Bironaité et al., 1998; Miskiniené et
al., 1998) rezultatai su chinonais ir nitroaromatiniais junginiais
leidzia daryti iSvada apie svarbesnj geresniy
elektronakceptoriniy  savybiy vaidmenj lyginant su jy
struktiiriniais  faktoriais ar galimai silpnesne elektronine
sgveika. Visi Sie duomenys parodo, kad dviem elektronais
redukuojamy fiziologiniy oksidatoriy buvimas nebitinai reiSkia
chinony ir nitroaromatiniy junginiy redukcija dviem elektronais.

Si mechanizmy jvairové galimai prapleia dehidrogenaziy-
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transhidrogenaziy  pritaikymo svarbg biomedicinoje ir

ekotoksikologijoje.

ISVADOS

1. Dvielektroniné chinony ir nitroaromatiniy junginiy
redukcija E. coli nitroreduktaze A (NfsA) vyksta pagal ,,ping-
pong®“ mechanizma su greitj limituojancia oksidacine
pusiaureakcija.

2. Labiausiai tikétinas chinony redukcijos NfsA
mechanizmas yra vienstadijiné¢ (H") hidrido pernasa. Fermento
substratinis  specifiSkumas  (selektyvumas  2-hidroksi-1,4-
naftochinonams, aukStesnis  nitroaromatiniy  junginiy
reaktingumas palyginus su chinonais) yra artimas Enterobacter
cloacae B grupés nitroreduktazei.

3. Antrojoje nitroaromatiniy junginiy redukcijos |
hidroksilaminus stadijoje (nitrozo tarpinio junginio redukcijoje)
pagrindinis vaidmuo tenka tiesioginei nitrozo junginio
redukcijai NADPH, bet ne jo redukcijai NfsA.

4. NfsA fotoredukcijos metu nepastebétas FMN
semichinono susidarymas. Fermento standartinis oksidacijos-
redukcijos potencialas, -0,215 V, yra pakankamai artimas E.

cloacae NR oksidacijos-redukcijos potencialui.
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5. Thermotoga maritima tioredoksino reduktazé (TmTR)
katalizuoja miSrig vien- ir dvielektroning chinony ir
nitroaromatiniy ~ junginiy redukcija pagal ,,ping-pong"
mechanizmg su greitj limituojancia oksidacine pusiaureakcija.

6. Chinony ir nitroaromatiniy junginiy reaktingumas
TmTR  Katalizuojamose reakcijose auga didéjant jy
vienelektroninés redukcijos potencialui. Mazesnis
nitroaromatiniy junginiy reaktingumas palyginus su chinonais
gali biti paaiskintas jy mazesnémis vidiniy elektrony mainy
grei¢io konstantomis. Chinony redukcijos metu stebimas FAD
semichinono (FADH®) susidarymas rodo, kad limituojancia
proceso stadija gali buti FADH® oksidacija.

7. TmTR FAD oksidacijos-redukcijos potencialas, -0,230
V, yra artimas kity Zemos molekulinés masés tioredoksino

reduktaziy oksidacijos-redukcijos potencialams.
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