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IVADAS

7-Hidroksikumarinas, taip pat dar zinomas kaip umbeliferonas, yra
vienas i$ gausiausiai nattraliai papilitusiy augalinés kilmés antriniy
metabolity 13, Iki Siol yra tik vienas galimas paaiSkinimas, kodél Sie
junginiai taip stipriai paplit¢ augaluose. Jvairas kumariny junginiai yra
gaminami augaluose, esant audiniy pazeidimams, ir tai yra vienas i$
apsaugos mechanizmy nuo vabzdziy, zolédziy, taip pat grybeliniy ir
mikrobiniy patogeny *. Pavyzdziui, paprastieji hidroksikumarinai turi
antibakterinj poveikj prie§ Ralstonia solanacearum, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ir Pseudomonas
aeruginosa bakterijas “®. Nepaisant toksinio kumariny poveikio,
jrodyta, kad mikroorganizmai evoliucionuoja ir jgauna galimybe
metabolizuoti tokius junginius.

Ankstesniy tyrimy metu buvo jrodyta, kad nemazai dirvoZzemio
mikroorganizmy, tokiy kaip Pseudomonas, Arthrobacter, Aspergillus,
Penicillium ir Fusarium spp. gali augti, panaudojant kumarina kaip
vienintelj anglies ir energijos Saltinj °'°. Nustatyta, jog 3-(2-
hidroksifenil) propano rugstis yra pagrindinis tarpinis kumarino
katabolizmo  junginys  Siuose  mikroorganizmuose 10118,
Biokonversijg i§ kumarino j 3-(2-hidroksifenil) propano ragstj galima
atlikti  dviem  skirtingais metaboliniais  keliais.  Bakterijos,
priklausanéios Arthrobacter genciai, fermentiskai hidrolizuoja
kumarino laktono ziedg, susidarant 3-(2-hidroksifenil)-2-propeno
ragscéiai, ir tuomet pastarasis junginys, panaudojant nuo NADH
priklausancia reduktaze, redukuojamas iki 3-(2-hidroksifenil) propano
rigsties . Tuo tarpu Pseudomonas sp. 30-1 ir Aspergillus niger
ATCC 11394 mikroorganizmuose kumarinas i§ pradziy yra
redukuojamas iki 3,4-dihidrokumarino, panaudojant nuo NADH
priklausomg oksidoreduktaze, ir tik po to hidrolizuojamas °104,
Arthrobacter bei Pseudomonas genties bakterijos gali oksiduoti 3-(2-
hidroksifenil) propano ragstj iki 3-(2,3-dihidroksifenil) propano
rigsties, panaudojant specifines flaving riSandias aromatines
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hidroksilazes °. Taciau néra duomeny apie tolimesne 3-(2,3-
dihidroksifenil) propano ragsties konversija Siose bakterijose. Be to,
iki $iol nebuvo nustatyta jokiy mikroorganizmy ar fermenty, susijusiy
su bet kokio hidroksikumarino metabolizmu.

Taigi, sickiant iSplésti esamas fundamentines Zinias apie
hidroksikumariny skaidyma bakterijose, $io darbo tikslas buvo
nustatyti genus, koduojanéius bakterinius 7-hidroksikumarino
skaidymo fermentus, ir pirmg karta apraSyti hidroksikumariny
katabolinj kelig bakterijose.

Pagrindinés Sio darbo uzduotys buvo:
o Nustatyti genus, koduojancius 7-hidroksikumarino skaidymo
fermentus Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijose.

e Charakterizuoti fermentus, atsakingus uz 7-hidroksikumarino
skaidyma Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijose.

o ApraSyti 7-hidroksikumarino katabolinj kelig Pseudomonas sp.
7THK4 bakterijose.

Mokslinis naujumas

Siame darbe aprasytas 7-hidroksikumarino katabolizmo kelias
Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijose. Buvo isskirti ir nustatyti
nauji uz 7-hidroksikumarino skaidyma atsakingi metabolitai bei genai.
Rezultatai parodé¢, jog 7-hidroksikumarino skaidymas Pseudomonas
sp. 7THK4 bakterijose vyksta kitokiu metaboliniu keliu, lyginant su
ankscCiau apraSytais kumarino katabolizmo keliais Pseudomonas,
Arthrobacter ir Aspergillus spp. mikroorganizmuose.

Identifikuotas ir apraSytas naujas genas, atsakingas uz 7-
hidroksikumarino laktono ziedo redukcija. Rezultatai parodé, jog 7-
hidroksikumarino redukcija Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijose
vyksta panaSiu keliu, kaip ir ankséiau apibidintuose kumarino
katabolizmo keliuose Pseudomonas sp. 30-1 ir Aspergillus niger
ATCC 11394 mikroorganizmuose. Taciau 7HK4 bakterijos naudoja
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unikaly nuo NADPH priklausomg alkoholio dehidrogenazés Seimos
baltyma HcdE, kuris redukuoja 7-hidroksikumarino dvigubg C-3/C-4
ry§j, susidarant 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinui. Siame darbe
apraSyta HcdE dehidrogenazé pasiZzymi labai zema struktiirine
homologija ankséiau apibudintiems fermentams, susijusiems su
strukttiriSkai panasiy substraty redukcija. Misy ziniomis, HcdE
dehidrogenaz¢ yra pirmoji MDR $eimos ene-reduktazé, dalyvaujanti
kumarino junginiy skaidyme in vivo.

Taip pat buvo jrodyta, kad Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijos
naudoja ir dar viena unikaly fermenta — flaving riSancig ipso-
hidroksilaze HcdA, kuri oksiduoja 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rigsties aromatinj ziedg ipso-padétyje, katalizuojant Soninés grupés
migracijg j ortho-padétj, susidarant 3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano
rigsciai. Parodyta, kad véliau ekstradioliné dioksigenazé HcdB
pastarajj junginj pavercia j (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-2,4-
dienono dirtigstj. Ir galiausiai, HcdB baltymo katalizuojamos
reakcijos produktas véliau hidrolizuojamas, katalizuojant tariamai
HcdC hidroksimukoninés semialdehido hidrolazei. Nei vienas i$ $iy
naujai apraSyty baltymy neturi esminiy pirminés baltymy
aminorugs¢iy sekos panasumy su anks¢iau apibtdintais fermentais,
susijusiais su struktoriS§kai panaSiy substraty, tokiy kaip 3-(2-
hidroksifenil) propano raigsties skaidymu Rhodococcus sp. V49
bakterijose,  3-(3-hidroksifenil)  propano  ragsties ir  3-
hidroksicinamono ragsties skaidymu E. coli K-12, Comamonas
testosteroni TA441 ir Rhodococcus globerulus PWD1 bakterijose, ar
net 4-hidroksifenilacetato skaidymu E. coli W bakterijose.

Taigi, Sio darbo rezultatai suteikia i§ esmés naujg supratimg apie
hidroksikumariny skaidymg dirvozemio mikroorganizmuose. Be to,
atrastos naujos bakterijos ir fermentai gali buti toliau naudojami,
kuriant naujus pramonei naudingus biokatalizinius procesus.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

e Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijy hcd geny sankaupa
koduoja 7-hidroksikumarinui skaidyti reikalingus fermentus.

e Nuo NADPH priklausoma alkoholio dehidrogenazé HcdE
redukuoja 7-hidroksikumaring iki 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino.

e |pso-monooksigenazé HcdA oksiduoja 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano ragst] iki 3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano riigsties.

e HcdB  ekstradioliné  dioksigenazé  oksiduoja  3-(2,3,5-
trihidroksifenil) propano ragstj i (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-
oksonona-2,4-dienono dirtigst;.

e Tariama hidroksimukono semialdehido hidrolazé HedC
hidrolizuoja (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-2,4-dienono
dirtgst;.

Daktaro disertacijos turinys. Disertacija parasyta angly kalba ir
ja sudaro Sios dalys: jvadas, literatiros apzvalga, medziagos ir
metodai, rezultatai, diskusija, iSvados, literatliros sgrasas (175
pozicijos), leidiniy saraSas, lentelés (3) ir paveikslai (47). 18 viso 117
puslapiy.



MEDZIAGOS IR METODAI

Bakterijy padermés, plazmidés ir reagentai

Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijy padermé, galinti naudoti 7-
hidroksikumaring kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj, buvo
i§skirta i§ dirvozemio, praturtinant mineralinéje terpéje, kurioje buvo
0,05% 7-hidroksikumarino. Geny klonavimuose naudotos E. coli
DH5a bakterijos (¢80 lacZAM15 A(lacZY-argF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17(rk-mk+) supE44 thi-1 gyrA96 relAl) (Thermo Fisher
Scientific, Lietuva). Geny raiSkos eksperimentuose naudotos E. coli
BL21 (DE3) bakterijos (F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-)
MDE3) [F- ompT gal decm lon hsdSg(rs- me-) MDE3) [lacl lacUV5-T7
gene 1, ind1, sam7, nin5]) (Novagen, Vokietija).

Visi $io tyrimo metu naudoti reagentai yra iSvardinti 1 lenteléje, o
plazmidés — 2 lenteléje.

1 lentelé. Tyrimuose naudotos medziagos ir reagentai.

Cheminés medzZiagos ir reagentai Saltinis
7-hidroksikumarinas, etilo acetatas, metanolis, Merk,
dietilo eteris, dichlorometanas Vokietija

Ampicilinas, streptomicinas, 3-(2-hidroksifenil)-
2-propeno, 3-(4-hidroksifenil)-2-propeno, 3-(3-
hidroksifenil)-2-propeno, 3-(2,4-dihidroksifenil)

_ . . . . Fluka,
propano ragstys, pirokatecholis, kumarinas, -
L . . . o Vokietija
cinamilo alkoholis , 2-etilfenolis, kavos ragstis,
glicerolis, f-merkaptoetanolis, amonio acetatas,
Na,COs, Na;HPO., NaOH druskos
3-hidroksikumarinas, 4-hidroksikumarinas, 7- Siama
metilkumarinas, 3-metilkatecholis, 4- g .
. . . . Aldrich
metilkatecholis, jodoacetamidas, trifluoracto
rugstis, kanamicino sulfatas, 3-(2-hidroksifenil) (Merck),
ESHS, ’ Vokietija

propano, trans-2,4-dihidroksicinamono, 3-(2-
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bromofenil) propano, 3-(2-nitrofenil) propano, 3-
fenilpropano, trans-cinamono ragstys, 2-
propilfenolis, 2-propenilfenolis, o-kresolis, o-
tirozinas, rezorcinolis, 2,3-dihidroksipiridinas, 2-
hidroksi-4-aminopiridinas, N-metil-2-piridonas,
N-etil-2-piridonas, N-propil-2-piridonas, N-butil-
2-piridonas, indolinas, indolas, pirogalolas, 3-
metoksikatecholis, 2¢,3¢-dihidroksi-4¢-
metoksiacetofenono hidratas, galacetofenonas,
3,4-dihidroksibenzeno, 2,3,4-trihidroksibenzeno
ragstys, 2,3,4-trihidroksibenzofenonas, 1,2,4-
benzentriolis, 6,7-dihidroksikumarinas,
acetonitrilas, dimetil sulfoksidas, chinolinas,
izochinolinas, 7-metoksikumarinas, 4-metil-7-
hidroksikumarinas, 7-etoksikumarinas, 3,4-
dihidrokchinolin-(1H)-2-onas, 2-
hidroksichinolinas, 3,4-dihidro-7-
hidroksichinolin-(1H)-2-onas, natrio dodecil
sulfatas (NDS)

E-2,4-dihidroksicinamono, 3-(2,3-dihidroksifenil)
propano rugstys, 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinas

Sis darbas

Agaras, Brain Heart Infusion broth (Bhi),

Lysogeny broth (LB) Oxoid, JK
Restrikcijos endonukleazés, T4 DNR ligaze,

Phusion High-Fidelity PGR misinys su HF

buferiu, izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozidas Thermo
(IPTG), PageRuler Prestained baltymy standartas, Fisher
RiboPure™ Bacteria RNR gryninimo rinkinys, Scientific,
High-Capacity KDNR atvirkstinés transkripcijos Lietuva

rinkinys, Fast SYBR™ Green PGR misinys, Mass
Ruler™ DNR standartas
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RapidClean Resin

Advansta,

JAV
Cis atvirkstiniy faziy kolonélé (12 g) Grace, JAV
Metabion,
PGR pradmenys Vokietija
Vilniaus
Etanolis degting,
Lietuva
Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris), gintaro AppliChem,
rugstis, gliukozé Vokietija
Agarozg, etidZio bromidas, chloramfenikolis Ser_va_,_
Vokietija
Akrilamidas, etilendiaminotetraacto rtigstis Roth
(EDTA), fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio Vokiet’i'a
25:24:1 tirpalas )
Biosynth
7-hidroksichnolin-(1H)-2-onas Carbosynth,
Sveicarija
2 lentelé. Tyrimuose naudotos plazmidés.
Plazmidés Savybés Saltinis
Novagen
R )
PET21b(+) Amp?, lacl, Pr7iac, 5442 bp Vokietija
Novagen
+ R ’
PET28b(+) Kan®, lacl, Pr7iac, 5368 bp Vokietija
Novagen
- R ,
pCDFDuet-1 | Sm®, lacl, Pr7iac, 3781 bp Vokietija
Novagen
- R :
pACYCDuet-1 | Cm?, lacl, Pr7iac, 4008 bp Vokietija
hcdB genas, klonuotas j
pTHPPDO pET28b(+), Ncol ir HindllI Sis darbas

restrikcijos sritys
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p4pmPmo

hcdA genas, klonuotas |
pET21b(+), Ndel ir Xhol
restrikcijos sritys

Ankstesnis
darbas Y’

p4pmPmoH*

hcdA genas, klonuotas |
pPET21b(+), su C-galo Hiss-
zyme, Ndel ir Hindlll
restrikcijos sritys

Ankstesnis
darbas Y’

p2K4PH

hcdC genas, klonuotas j
pET21b(+), Ndel ir Xhol
restrikcijos sritys

Sis darbas

pCDF-BC

hcdB ir hedC genai, klonuoti j
pCDFDuet-1, Ncol ir HindlllI,
arba Ndel ir Xhol restrikcijos
sritys

Sis darbas

p5SPmo

3-(2-hidroksifenil) propano
rigsties monooksigenazeés genas
i8 Rhodococcus sp. K5,
klonuotas j pET21b(+)

Ankstesnis
darbas Y’

p4XenA38

XenA38 genas, klonuotas |
pET21b(+), Ndel ir Xhol
restrikcijos sritys

Sis darbas

p4XenA45

XenA45 genas, klonuotas |
pET21b(+), Ndel ir Xhol
restrikcijos sritys

Sis darbas

p4XenA205

XenA205 genas, klonuotas j
pET21b(+), Ndel ir Xhol
restrikcijos sritys

Sis darbas

pPHP4-10

3kb sritis, sudaryta i§ hcdD,
hcdE, hcdF ir hcdG geny,
klonuota j pACY CDuet-1, Ndel
ir Xhol restrikcijos sritys

Sis darbas
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hcdE genas, klonuotas |
pHP7 PET21b(+), Ndel ir Xhol Sis darbas
restrikcijos sritys

Bakterijy auginimo terpés

Mineraling¢ terpé (pH 7.2): 5 g/L NaCl, 1 g/L NHsH.PO4, 1 g/L
K2HPO,, 0,4 g/L MgSO4-7H,0. Minimali C-750501 terpé (pH 8.0) 8.
LB terpé (pH 7.2): 20 g milteliy tirpinta 1 L vandens. BHI terpé¢ (pH
7.4): 37 g milteliy tirpinta 1 L vandens. Agaro ploksteliy gamybai j 1
L terpés pridedama 15 g agaro milteliy. Visos terpés buvo sterilizuotos
30 minuciy 121 °C temperatiiroje, 1 atm slégyje.

E-2,4-dihidroksicinamono rigsties sintezé

Pradiné medziaga 7-hidroksikumarinas (3,24 g, 20 mmol)
istirpinta 2 M KOH tirpale (50 ml) ir maisyta 2 valandas 80-90 °C
temperatiroje. Reakcijos pabaiga buvo nustatyta plonasluoksnés
chromatografijos metodu (TLC, chloroformas/metanolis, 9/1
santykiu). Baigus reakcija, reakcijos miSinys praskiestas vandeniu (iki
100 ml) ir paskui partigstintas iki pH 3—4 su HCI. Rigstiniai junginiai
ekstrahuoti etilo acetatu. Organinis tirpiklis i$dziovintas (Na,SOs) ir
pasalintas sumazintame slégyje. Liekana gryninta chromatografingje
kolonéléje (silikagelis, chloroformo/metanolio miSinys). Tirpikliai
pasalinti sumazintame slégyje, gaunant 1,98 g (11 mmol, 55% iSeiga)
E-2,4-dihidroksicinamono ragsties. MS (ESI+): m/z 181.00 [M+H]";
179.00 [M-H] . *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § = 6.26 (dd, J = 8.5,
2.3 Hz, 2H, CH), 6.28 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH=CH), 6.36 (d, J = 2.3
Hz, 1H, CH), 7.38 (d, J = 8.6 Hz, 1H, CH), 7.71 (d, J = 16.1 Hz, 1H,
CH=CH). 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & = 102.58, 108.15,
113.23, 115.26, 129.36, 140.14, 158.72, 161.11, 168.41.

7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino sintezé
Analitinis  7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino  méginys  buvo
sintetintas termiSkai ciklizuojant 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
14



riigdtj *°. Trumpai, 3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigstis (182 mg, 1
mmol) 3 valandas Kaitinta krosnyje 135 °C temperatiiroje. Gautas
rudos spalvos lydinys atvésintas iki kambario temperatiiros ir
iStirpintas kar§tame toluene. Tirpalas buvo apdorotas silicio dioksidu,
nufiltruotas ir tirpiklis pasSalintas vakuume. Tada liekana buvo
kristalizuota i§ nedidelio tolueno kiekio. Produktas nufiltruotas ir
iSdziovintas vakuume. Iseiga: 112 mg (68%). MS (ESI+): m/z 163 [M-
H]". *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 9.61 (s, 1H), 7.05 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 6.43 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.86—
2.82 (m, 2H), 2.74-2.70 (m, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-de): &
168.5, 157.1, 152.3, 128.7, 113.2, 111.2, 103.2, 29.0, 22.1.

Biokonversijy tyrimai, naudojant sveikas Igsteles

Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijos buvo augintos mineralinéje
terpéje su 0,05% 7-hidroksikumarinu arba gliukoze, kaip vieninteliais
anglies ir energijos $altiniais, 30 °C temperatiiroje 48 valandas.

E. coli BL21 bakterijos, turin¢ios rekombinantiniy geny, buvo
augintos 30 ml BHI terpéje 30 °C temperattroje per naktj. Didelio
tankio bakterijy kultura centrifuguota ir pakartotinai suspenduota 30
ml minimalioje C-750501 terpéje, kurioje lastelés indukuotos,
pridedant 1 mM IPTG po 1,5 val inkubacijos 20 °C temperatiiroje.
Inkubacija 20 °C temperatiiroje buvo tesiama dar 24 valandas.

Tiek Pseudomonas sp. 7HK4, tiek E. coli BL21 Igstelés nusodintos
centrifuguojant (3220 x g, 15 min.). Surinktos Iastelés du kartus buvo
plautos su 15 ml 0,9% NaCl tirpalu. Konversijos eksperimentams
lastelés i$ 20 ml kultiiros pakartotinai suspenduotos 1 ml 50 mM kalio
fosfato buferyje (pH 7,2). Visos nedidelés skalés biokonversijos su
sveikomis lastelémis buvo atliktos 50 mM kalio fosfato buferyje (pH
7,2), kuriame buvo 0,5-2 mM substrato. Reakcijy mi$iniai buvo
inkubuoti termobloke 30 °C (500 aps/min). Biokonversijy miSiniai
centrifuguoti 2 minutes 10000 x g, 0 100 pL supernatanto analizuota
su UV-VIS spektrofotometru (200-600 nm diapazonas). Matavimai
buvo pakartoti, kad biity uzfiksuoti absorbcijos intensyvumo pokyciai

15



laike. Visi matavimai buvo atlikti naudojant PowerWave XS
mikroploksteliy skaitytuva.

Belgsteliniy ekstrakty ruoSimas

Lasteliy kultdra nusodinta centrifuguojant (3220 x g, 15 min).
Biomasé resuspenduota 3 ml 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,2).
Lastelés buvo suardytos ultragarsu pulsiniu rezimu (3 min trukmé ir 1
s ciklais) 4 °C temperatiroje. Lasteliy liekanos pasalintos
centrifuguojant (4 °C, 16100 x g, 15 min).

Baltymy gryninimas

Hiss zyméti baltymai buvo gryninti , Akta purifier 900
chromatografijos sistemomis (GE Healthcare, Suomija). Belasteliniai
ekstraktai suleisti j Ni?* chelating HiTrap HP kolonéle (1-5 ml) (GE
Healthcare, Suomija), nulygsvarintg 50 mM kalio fosfato buferiu (pH
7,0-7,2), esant 1,0 ml/min tékmés grei¢iui. Kolonélé buvo plauta
maziausiai 3 tiirio dalimis to paties buferio. Tada suristi baltymai buvo
eliuoti su 0,5 M imidazolu 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,0-7,2).
Frakcijos, kuriose buvo iSgryninto fermento, buvo apjungtos ir
dializuotos 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,0-7,2) 4 °C
temperatiiroje per naktj arba dializuotos, panaudojant HiTrap
Desalting kolonéle su Sephadex G-25 derva (GE Healthcare, Suomija)
ir eliuotos 50 mM kalio fosfato buferiu (pH 7,0-7,2). Baltymy
koncentracija buvo nustatyta Lowry metodu 2.

Baltymy paruoSimas masiy spektrometrijos analizei

Baltymai isfrakcionuoti NDS-poliakrilamidiniame gelyje. Gelis
nudazytas Kumasi briliantiniu meliu R-250. ISpjauta gelio juostele,
turinti analizuojamg baltymg, susmulkinta 1 mm?® kubeliais. Toliau
gelis plautas 2 kartus 200 pl plovimo tirpalu (25 mM NH4HCOs3, 50%
acetonitrilo), inkubuojant po 30 min 37 °C temperattroje. Baltymas
redukuotas su 40 pl 10 mM DTT tirpalu, inkubuojant 45 min 60 °C
temperattiroje. Toliau alkilintas su 30 pl 100 mM jodoacetamidu 1 val
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kambario temperatiiroje tamsoje. Gelis vél praplautas 2 kartus po 100
pl plovimo tirpalu, inkubuojant po 15 min 37 °C temperatiiroje. Gelis
15 min dehidratuotas su 50 pl 100% acetonitrilo. Pasalinus tirpiklj,
gelis isdziovintas. Uzpilta 20 pl aktyvinto tripsino (10 ng/ul) ir
inkubuota 15 min 37 °C temperatiiroje. Ipilta dar aktyvinto tripsino
tiek, kad gelis bty pilnai apsemtas ir inkubuota per naktj 37 °C
temperatiiroje. Kita dieng supernatantas nusiurbtas (iSsaugotas) ir
baltymai i§ gelio ekstrahuoti 2 kartus su 50 pl 5% trifluoracto ragsties
ir 50% acetonitrilo tirpalu, inkubuojant 1 val 37 °C temperatiiroje.
Skystis nuo gelio ir abu ekstraktai sujungti. Peptidai liofilizuoti 30 °C
temperattroje. Liofilizuoti peptidai istirpinti 20 pl 0,1% trifluoracto
rugsties tirpale. Peptidai iSgryninti ir sukoncentruoti naudojantis
automatinio dozatoriaus Cig ZipTip antgaliais pagal gamintojo
pateikta metodika. Peptidy sekoskaita =~ MALDI TOF masiy
spektrometru atlikta VU Proteomikos centre. Peptidy masiy spektrai
analizuoti GPS Explorer De Novo Explorer programa.

Rekombinantiniy baltymy aktyvumy matavimai

3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties HcaA hidroksilazés
aktyvumas buvo matuotas spektrofotometriSkai, stebint reakcijos
misinio absorbcijos pokycius, esant 340 nm bangos ilgiui dél NADH
arba NADPH oksidacijos (gs0 = 6220 M-lcm™), pridéjus substrato.
Aktyvumo matavimai buvo atlikti su belasteliniais ekstraktais arba
iSgrynintu baltymu. Visi fermento aktyvumo matavimai buvo atlikti
22 °C temperatiiroje 1 ml reakcijos misinyje, kuriame buvo 25-50 mM
tricino arba kalio fosfato buferio (pH 7,8), 100 uM NAD(P)H ir 150
uM aromatinio substrato. Vienas aktyvumo vienetas buvo apibréztas
kaip fermento kiekis, kuris katalizavo 1 pumol NAD(P)H oksidacija
per minute 7,8 pH buferyje 22 °C temperatiroje.

Redukcinis HcdE baltymo aktyvumas buvo matuotas
spektrofotometriskai, stebint bimolekulinés reakcijos absorbcijos
poky¢ius prie 340 nm bangos ilgio dél NADPH oksidacijos ir jvairiy
kumarino dariniy redukcijos (eas0 = 5580 Mlem?* (7-
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hidroksikumarinui), €ss0 = 4780 M~cm™ (6-hidroksikumarinui), €340
= 4440 M1cm? (6-metilkumarinui), €4 = 8500 M™cm™ (6,7-
dihidroksikumarinui), €s0 = 3690 M-lcm™ (kumarinui)), pridéjus
fermento. Aktyvumo matavimai buvo atlikti su belgstelinias
ekstraktais arba iSgrynintu baltymu. Standartiniai fermento aktyvumo
matavimai buvo atlikti 22 °C temperatiroje 0,8 ml reakcijos miSinyje,
kuriame buvo 50 mM Kkalio fosfato buferio (pH 7,0), 160 uM NADPH
ir 60 UM aromatinio substrato.

Kinetiniai HcdE baltymo tyrimai buvo atlikti, stebint reakcijos
misinio absorbcijos pokycius prie 365 nm bangos ilgio dél NADPH
oksidacijos (gss = 3500 M-icm™), pridéjus fermento. Fermento
aktyvumo matavimai buvo atlikti 22 °C temperatiiroje 0,8 ml reakcijos
misinyje, kuriame buvo 50 mM kalio fosfato buferio (pH 7,0), 5-200
UM NADPH, 5-150 pM 7-hidroksikumarino ir 99 nM HcdE baltymo.
Kiekvienas matavimas buvo atliekamas tris kartus. Kinetiniai
duomenys buvo isanalizuoti panaudojant Wolfram Mathematica
programing jranga.

3-(2,4-Dihidroksifenil) propanoe riigsties biokonversija in vivo

E. coli BL21 bakterijos, turin¢ios p4pmPmo ir pTHPPDO
plazmides, buvo augintos 200 ml BHI terp¢je 30 °C temperatiiroje per
naktj. Didelio tankio bakterijy kultiira centrifuguota ir pakartotinai
suspenduota 200 ml minimalioje C-750501 terpéje, kurioje baltymy
sintezé buvo indukuota su 1 mM IPTG, esant 20 °C temperatiirai 8.
Po 24 valandy indukcijos pridéta 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties iki galutinés 4 mM koncentracijos. Biokonversijos miSinys
dar 3 dienas buvo inkubuotas 30 °C temperatiroje. Lastelés pasalintos
centrifuguojant 30 min 3220 x g greiciu, 0 supernatantai laikyti 4 °C
temperatiiroje.
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3-(2,4-Dihidroksifenil) propano riigsties biokonversijos produkto
gryninimas

Supernatantas, turintis 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties
oksidacijos produkta, buvo inkubuotas su 1,2 M amonio chloridu
kambario temperatiroje per naktj 2?2, Reakcijos miSinys
sukoncentruotas iki ~100 ml tario ir su konc. HCI privesta iki pH 1.
Substrato liku¢iai buvo ekstrahuoti penkis kartus is eilés su 25 ml
etilacetatu, o po ekstrakcijos likusi vandeniné frakcija i$valyta,
naudojant atvirkstiniy faziy Cig kolonéle, nulygsvarinta vandeniu.
Kolonélé buvo plauta maziausiai 100 ml vandens ir tada eliuota
linijiniu 0-60% metanolio tirpalo gradientu 2 ml/min greiciu.
Vandeninés frakcijos buvo sujungtos ir iSgarintos vakuume (40 °C).
Rusvos spalvos kristalai buvo istirpinti 0,1% skruzdziy ruigsties tirpale
ir vél jkrauti j atvirkstiniy faziy Cis kolonéle, nulygsvarinta 0,1%
skruzdziy riigsties tirpalu. Kolonélé buvo plauta maziausiai 30 ml
0,1% skruzdziy rgsties tirpalu ir tada eliuota 60% metanolio tirpalu.
Pikolino ragsties darinys buvo eliuotas 0,1% skruzdziy ragsties
tirpalu. Produkto frakcijos surinktos, sujungtos ir i§garintos vakuume
(40 °C). Pikolininés rtigsties iSeiga i§ 145 mg 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano riigsties fermentacijos buvo 34 mg, 24% teorinés iSeigos.
Produkte buvo skruzdziy riigSties priemaisy, kurios padéjo junginj
iStirpinti D0, kad biity atlikta BMR analizé.

7-Hidroksikumarino biokonversija in vivo

E. coli BL21 lgstelés, turin¢ios pHP7 plazmidg, buvo augintos 6 x
200 ml LB terp¢je 30 °C temperatiiroje per naktj. Didelio tankio
bakterijy kultiros buvo indukuotos su 0,5 mM IPTG ir inkubuota 20
°C temperatiiroje. Po 48 valandy indukcijos lastelés centrifuguotos ir
resuspenduotos atitinkamu 50 mM kalio fosfato buferio (pH 7,2) tiriu.
Tada pridéta 7-hidroksikumarino iki galutinés 0,3 mM koncentracijos.
Biokonversijos misinys buvo inkubuotas 30 °C temperatiiroje, purtant
per naktj. Lastelés pasalintos centrifuguojant 40 min 3220 x g greiciu,
0 supernatantai buvo naudoti produkto gryninimui.
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7-Hidroksikumarino biokonversijos produkto gryninimas

Biokonversijos produktas buvo grynintas, kaip aprasyta Serra et al.
su nedideliais pakeitimais %. Biotransformacijos supernatantas buvo
paveiktas konc. HCI, privedant pH iki 4-5. Tirpalas buvo prisotintas
NaCl ir ekstrahuotas CH,Cl, (4 x 100 ml). Sujungtos organinés fazés
buvo isdZiovintos (Na2SOs) ir sukoncentruotos sumazintame slégyje,
gaunant 7-hidroksikumarino liekanas (MS (ESI+): m/z 161 [M-H] ).
Tada j vandeninj tirpalg buvo pridéta etilo acetato (100 ml) ir miSinys
filtruotas ant celito padéklo. Fazés buvo atskirtos ir vandeniné fazé
ekstrahuota papildomai etilo acetatu (100 ml). Sujungtos organinés
fazés i8dZiovintos (Na;SO4) ir sukoncentruotos sumazintame slégyje.
Gautas Sviesiai geltonas nuosédas sudaré 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano rugstis. MS (ESI+): m/z 181 [M-H]; *H NMR (DMSO-ds,
400 MHz): 6 11.97 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 6.80 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 6.26 (d, J=2.4 Hz, 1H), 6.11 (dd, J = 8.1, 2.4 Hz, 1H), 2.63
(dd, J = 8.6, 6.9 Hz, 2H), 2.40 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 2H); °C NMR
(DMSO-ds, 100 MHz): 6 174.73, 157.00, 156.23, 130.41, 117.79,
106.33, 102.84, 34.63, 25.37. Pateikti BMR spektrai atitinka Zinomo
3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigsties standarto spektrus (*H NMR
(DMSO-ds, 400 MHz): 6 11.98 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 6.80
(d,J=8.1Hz, 1H), 6.26 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.11 (dd, J = 8.1, 2.4 Hz,
1H), 2.63 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 2H), 2.40 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 2H); 1*C
NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 174.73, 157.00, 156.23, 130.41,
117.79, 106.33, 102.83, 34.63, 25.36). 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties iSeiga i§ 59 mg pradinés medziagos buvo 50 mg (75,7%
teorinés i$eigos).

3-(2,3-Dihidroksifenil) propanoe rigsties biosintezé
E. coli BL21 bakterijos, turin¢ios p5Pmo plazmide, buvo augintos
200 ml LB terpéje 30 °C temperatiiroje per naktj. Didelio tankio
bakterijy kultiira centrifuguota ir pakartotinai resuspenduota 200 ml
minimalioje C-750501 terpéje, kurioje baltymy sintezé buvo
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indukuota su 1 mM IPTG, esant 20 °C temperatiirai ‘8. Po 24 valandy
indukcijos lastelés centrifuguotos ir resuspenduotos 200 ml kalio
fosfato buferyje (pH 7,2). Pridéta 3-(2-hidroksifenil) propano ragsties
iki galutinés 2 mM koncentracijos. Biokonversijos miSinys dar 12
valandy inkubuotas 30 °C temperatiiroje, purtant. Lastelés pasalintos
centrifuguojant 30 min 3220 x g grei¢iu, ir supernatantas buvo
nedelsiant panaudotas.

Genominés DNR gryninimas

Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijos buvo augintos per naktj
20 ml LB terpéje, kurioje buvo papildomai pridéta 1% glicerolio.
Lastelés 10 minuéiy centrifuguotos (3220 x g) ir plautos su 3 ml 50
mM citrato buferiu (pH 8,2). Lastelés buvo padalintos j 6 dalis,
kiekviena i jy suspenduota 600 pl lizés buferyje (50 mM Tris-HCI
(pH 8,0),50 MM EDTA, 3% NDS, 1% merkaptoetanolio, 0,2 M NaCl)
24 taip pat pridedant po 15 uL 20 mg/ml proteinazés K ir inkubuota 2
val 65 °C temperatiroje. Tada lizatai centrifuguoti 15 min 16100 X g
greiciu, ir j supernatanta pridéta 300 pl 7,5 M amonio acetato (pH 6,0),
po to kelis kartus apveréiant iSmaisyta ir 20 minuciy centrifuguota
(16100 x g). DNR issodinta 2 tdriais etanolio per naktj -20 °C
temperatiroje, po to nucentrifuguojant. DNR nuosédos buvo
iStirpintos ir apjungtos j 60 ul 20 mM Tris-HCI buferj (pH 8,0) ir
inkubuotos su 10 pg RNazés A. Genominé DNR buvo iSvalyta,
panudojant Rapid Clean baltymy Salinimo derva.

Plazmidinés DNR gryninimas

Plazmidiné DNR buvo skiriama standartiniu $armings lizés metodu
24 E. coli bakterijos buvo augintos per naktj 20 ml LB terpéje. Lastelés
centrifuguotos 10 minuciy (3220 x g) ir resuspenduotos 1 taryje I lizés
tirpalo (50 mM gliukozés, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0)).
Pridéjus 2 tiirius Svieziai pagaminto II lizés tirpalo (0,2 N NaOH, 1%
NDS), méginiai atsargiai sumai$yti kelis kartus apverc¢iant ir inkubuoti
ant ledo iki 5 minuciy. Véliau | lizata buvo pridéta 1,5 tirio 7,5 M
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amonio acetato, po to pakartotinai Svelniai kelis kartus apverciant, ir
inkubuota ant ledo iki 3 minuciy. Lizatas 5 min centrifuguotas (16100
X @) ir | supernatantg jpilta 2 tdriai Salto etanolio, po to kruopsciai
iSmaisius, pPDNR i$sodinta po 2 valandy arba po naktinés inkubacijos
—20 °C temperatiroje, centrifuguojat. pDNR nuosédos buvo
iStirpintos 35 pl vandens.

DNR padauginimas

Geny padauginimas buvo atliktas naudojant Phusion High-Fidelity
PGR miSinius su HF buferiu, vadovaujantis reagenty gamintojo
pateiktais vartotojo vadovais. PGR salygos:

HcdA genui: pradinis denatiiravimas 1 min 98 °C temperatiiroje,
po to 40 cikly 10 s 98 °C temperatiiroje, 20 s 69 °C temperatiiroje ir
50 s 72 °C temperatiiroje, galutiné reakcija 5 min 72 °C temperatiroje;

HcdB ir hcdC genams: pradinis denatiravimas 1 min 98 °C
temperatiiroje, po to 40 cikly 10 s 98 °C temperatiiroje, 15 s 60 °C
temperatiiroje ir 30 s 72 °C temperaturoje, galutiné reakcija 5 min 72
°C temperatiiroje;

XenA38, xenA45 ir xenA205 genams: pradinis denatiiravimas 1 min
98 °C temperatiiroje, 30 cikly 10 s 98 °C temperatiroje, 15 s 68.5 °C
temperattroje ir 60 s 72 °C temperatiiroje, galutiné reakcija 5 min 72
°C temperatiroje;

3kb ilgio hcdDEFG geny srities: pradinis denattravimas 1 min 98
°C temperatiiroje, po to 35 ciklai 20 s 98 °C temperatirai, 8 min 72 °C
temperattroje, galutiné reakcija 7 min 72 °C temperatiiroje;

HcdE genui: pradinis denatiiravimas 30 s 98 °C temperatiroje, po
to 35 ciklai 10 s 98 °C temperatiiroje, 10 s 65 °C temperattroje ir 45 s
72 °C temperatiiroje, galutiné reakcija 3 min 72 °C temperattroje.

Elektrokompetentiniy lgsteliy paruoSimas ir elektroporacija
E. coli kompetentinés lastelés buvo ruostos pagal Sharma ir
Schimke apraSytg metodg %. Plazmidiné DNR buvo sumaiSoma su
100 pl lede laikomy kompetentiniy Iasteliy. Perkeliama |
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elektroporacijos kiuvete (100 pL talpos) ir paveikiama 20 kV/cm
elektros impulsu, naudojant Eppendorf 2510 elektroporatoriy.
Lastelés buvo nedelsiant praskiestos 1 ml LB terpés ir inkubuotos 30—
60 min 37 °C temperatiiroje. Po gaivinimo lastelés iSsétos ant 1éksteliy
su mitybine terpe, kurioje buvo atitinkamas antibiotikas ir/ar
substratas.

RNR gryninimas

P. mandelii 7HK4 bakterijos kultivuotos per naktj mineralinéje
terpéje, kurioje kaip vienintelis anglies Saltinis buvo 0,05% gliukozé.
Tada lastelés nusodintos centrifuguojant (3220 x g, 10 min.) ir
resuspenduotos 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,2). P. mandelii
7HK4 lastelés buvo indukuotos su 1 mM jvairiais Kumariny dariniais
ir dar 3 val inkubuotos 30 °C temperatiiroje purtant. Bendra RNR buvo
iSskirta naudojant RiboPure Bacteria RNR gryninimo rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas.

Kiekybinis realaus laiko PGR

kDNR sintez¢ buvo atlikta naudojant High-Capacity kDNR
atvirkStinés transkripcijos rinkinj, nuo 340 ng pradinés RNR.
Kiekybinis PGR (RT-PGR) buvo atliktas naudojant Fast SYBR Green
reakcijos miSinj pagal gamintojo rekomendacijas 7500 Fast Real Time
PGR sistemoje (Thermo Fisher Scientific). RT-PGR buvo atliktas 20
ul reakcijos misinyje, kuriame buvo 10 pl Fast SYBR Green reakcijos
misinio, 500 nM kiekvieno pradmens ir 2 pl KDNR méginio. Visi
eksperimentai buvo atlikti su trimis pakartojimais. Norint patikrinti, ar
DNR néra visuose RNR méginiuose, RT-PGR buvo atliktas tiesiogiai
nuo RNR meéginiy. Slenkstinio ciklo (Ct) (slenksCio verté, 5%
auk§Ciausios kreivés) vertés buvo gautos naudojant 7500 Fast
RealTime PCR Software v2.0 (Thermo Fisher Scientific) programa.
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Tandeminé skysc¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija

Tandeminé skysCiy chromatografija ir masiy spektrometrija
(HPLC-MS) buvo atlikta naudojant sistema, sudaryta i§ CBM-20A
valdymo bloko, dviejy LC-2020AD pompy, SIL-30AC automatinio
bandiniy émiklio ir CTO-20AC kolony termostato (Shimadzu,
Japonija), naudojant SPD-M20A fotodiody gardelés detektoriy
(Shimadzu) ir LCMS-2020 masiy spektrometrg su ESI Saltiniu
(Shimadzu).

Chromatografinis frakcionavimas atliktas naudojant YMC — Pack
Pro Cis, 150x3 mm kolonéle (YMC, Japonija), esant 40 °C
temperatiirai, vandens ir acetonitrilo gradiente nuo 5 % iki 95 %.

Masiy spektrai buvo uzrasyti nuo m/z 10 iki m/z 500, esant 350 °C
temperatirai ir +4500 V jtampai (neutrali DL/Qarray jtampa),
naudojant N, kaip purSkiamgsias ir dziovinamgsias dujas. Masiy
spektrometrijos analizé buvo atlikta taikant tiek teigiamos, tiek
neigiamos jonizacijos rezima. Duomenys analizuoti naudojant
LabSolutions LC/MS programing jranga.

Branduolio magnetinio rezonanso spektroskopija

'H BMR ir 3C BMR spektrai buvo uzfiksuoti D-O arba DMSO-ds
tirpikliuose ant Avance 111 400 BMR spektrometro, esant 400 MHz *H
ir 100 MHz 3C, cheminiai poslinkiai pateikti ppm, palyginti su
tirpiklio rezonanso signalu kaip vidiniu etalonu (*H BMR: § (DMSO-
ds) = 2,50 ppm; *C BMR: § (DMSO-ds) = 39,52 ppm).

Baltymy MS-MS analizé

Peptidams buvo atlikta de novo sekoskaita, remiantis matricos
pagalba lazerio dezorbcijos jonizacijos skrydzio laiku (MALDI-TOF
/TOF) masiy spektrometrija (MS) ir vélesne skaiCiavimo analize
Vilniaus universiteto Proteomikos centre, Gyvybés moksly centre.
(Vilnius, Lietuva). Méginys buvo grynintas kaip apraSyta anksciau.
0,5 pl méginio buvo perkelta j 384 Sulinéliy MALDI plokstele su 0,5
ul 4 mg/ml a-ciano-4-hidroksicinamono riigsties (CHCA) matrica
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50% acetonitrile su 0,1% trifluoracto rigstimi ir analizuota naudojant
Applied Biosystems/MDS SCIEX 4800 MALDI TOF/TOF masiy
spektrometru. Spektrai buvo gauti teigiamo reflektoriaus reZimu nuo
800 iki 4000 m/z su fiksuoto lazerio intensyvumu 3700 (lazerio $tiviai:
400; mases tikslumas: = 50 ppm). Intensyviausios kiekvieno tyrimo
skenavimo (MS) smailés buvo fragmentuotos sekos analizei atlikti
(susidiirimo energija: 1 keV; CID: nenaudojamas CID arba vidutinio
oro slégio CID; lazerio intensyvumas: 4200-4400; lazerio kadrai:
500-1000; fragmento masé tikslumas: £ 0,1 Da). Sekos analizé ir
smailiy sgrasai buvo sukurti naudojant GPS Explorer De Novo
Explorer programa.

DNR ir baltymy seky bioinformatiné analizé

DNR ir baltymy sekos FASTA formatu analizuotos VectorNTI
Advance 9.0 ir MEGA 5.0 versijos programomis . Homology
paieska buvo atlikta BlastN arba BlastP programomis i§ NCBI
BLAST internetinio tinklalapio. DNR ir baltymy sekos
filogenetiniams medziams sulygiuotos pasinaudojus MEGA 5.0
versijos programos ClustalW jrankiu 27?® ir filogenetiniai medZiai
buvo sukonstruoti pasinaudojus artimiausiy grupiy apjungimo (N-J)
metoda # pagal didZiausio tikétinumo modelj nukleotidams arba pagal
Poisono modelj aminoriigstims *. Atstumai tarp homology galéjo biiti
apskaiciuoti pasinaudojus Kimura matrica, o filogenetiniy medziy
stabilumas paremtas pagal jkélos analize (1000 kopijy).

Siame darbe identifikuoty geny identifikaciniai numeriai

Dalinés Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijy 16S ribosominés RNR
geno sekos numeris yra MH346031. HcdA, hcdB ir hcdC geny seky
numeriai yra atitinkamai MH346032, MH346033, MH346034. HcdE,
XenA38 ir XenA45 geny seky identifikaciniai numeriai yra atitinkamai
MW310254, MW310255, MW310256. Visa P. mandelii 7HK4
bakterijy genomo fragmenta, kuriame yra hcd geny sankaupa, galima
rasti numeriu MW310253.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

7-hidroksikumaring skaidanciy mikroorganizmy atranka ir
identifikavimas

Ankstesniy tyrimy metu, panaudojant jvairius kumarino darinius,
i§ Lietuvoje surinkty dirvozemio pavyzdziy buvo iSskirta aerobiné
7HK4 padermé, skaidanti 7-hidroksikumaring (DSMZ registracijos
numeris DSM 107615) 3. Patikrinome §iy bakterijy gebéjimg skaidyti
ir kitus kumarino darinius. Sios bakterijos buvo auginamos
minimalioje terpéje su skirtingais kumarino dariniais, tokiais kaip
kumarinas, 3-hidroksikumarinas, 4-hidroksikumarinas, 6-
hidroksikumarinas, 6-metilkumarinas, 6,7-dihidroksikumarinas ir 7-
metilkumarinas, kaip vieninteliais anglies ir energijos S$altiniais.
Taciau i§ visy minéty junginiy tiriama 7HK4 padermé galéjo
panaudoti tik 7-hidroksikumaring. Sios bakterijos naudojo ir gliukoze,
kuri buvo naudojama kaip kontrolinis substratas visuose tyrimuose.

Sekoskaitos metodu buvo nustatyta daliné 16S rRNR geno
nukleotidy seka. Remiantis 16S rDNR sekos rezultatais 7HK4
padermé priklaus¢é Pseudomonas genties bakterijoms ir pagal
filogeneting analiz¢ buvo artimiausia Pseudomonas mandelii rasiai (1

pav.).

Biokonversijy eksperimentai, panaudojant sveikas Pseudomonas
sp. 7THK4 Igsteles

Biokonversijy eksperimentai, panaudojant sveikas Pseudomonas
sp. 7THK4 lasteles, uzaugintas su 7-hidroksikumarinu kaip mitybiniu
substratu, parodé, kad lastelés konvertuoja ne tik 7-hidroksikumarina,
bet ir kumaring, 6-hidroksikumaring bei 6,7-dihidroksikumarina,
remiantis UV-VIS spektry pokyciais (2 pav.). UV absorbcijos
maksimumai laikui bégant mazéjo, nors 6-hidroksikumarino, 6,7-
dihidroksikumarino ir kumarino biotransformacijos greiciai buvo
atitinkamai penkis ir deSimt karty mazesni. Biokonversijy pabaigoje,
reakcijy miSiniuose su 7-hidroksikumarinu nebuvo matoma
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aromatinio junginio likuciy, i8skyrus reakcijas su 6-hidroksikumarinu,
6,7-dihidroksikumarinu ir kumarinu, kurinose neisnyko UV

Pseudomonas migulae PD 17 (DQ377758.1)
Pseudomonas salomonii CCNWQLS51 (JX840372.1)
Pseudomonas brassicacearum 38D7 (KT695827.1)
Pseudomonas mandelii B2 (JX122162.1)

Pseudomonas frederiksbergensis ANT_J37B (KY405988.1)
Pseudomonas thivervalensis CA341 (KY457754.1)
%5 rPseudomonas mandelii FB4 (AM933498.1)
| pseudomonas mandelii THK4 (MH346031)

Pseudomonas frederiksbergensis IARI-L-28 (JF343187.1)
Pseudomonas thivervalensis IHBB 9509 (KU921578.1)
Pseudomonas frederiksbergensis IHB B 10366 (KR233782.1)
Pseudomonas mandelii CAT10 (JF799922.1)

Pseudomonas mandelii 04-3(1) (KT369972.1)
|Pseudomonas fluorescens PC20 (AY538264.1)
8l pseudomonas migulae R-20817 (AM1 145261 )'

1 pav. Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijy ir homology
filogenetinis medis, paremtas dalinémis 16S rDNR sekomis. Medis
sudarytas palyginant dalines 16S rRNR geny sekas (1400 bp),
naudojant artimiausiy grupiy apjungimo metoda.

absorbcijos maksimumai ties 260-270 nm bangos ilgiais. Sie spektrai
yra panasus j 3-fenilpropano rugsties UV spektra, 0 tai rodo, kad 7-
hidroksikumarinu indukuotos 7HK4 lastelés gali  Kkatalizuoti
kumarino, 6-hidroksikumarino ir 6,7-dihidroksikumarino tik laktono
ziedo redukcijg ir/arba hidrolize, susidarant 3-(2-hidroksifenil)
propano, 3-(2,5-dihidroksifenil) propano ir 3-(2,4,5-trihidroksifenil)
propano ragstims, panaSiai kaip ir kity mikroorganizmy
biotransformacijose 11416,

Be to, neindukuotos Pseudomonas sp. 7HK4 lgstelés, uzaugintos
su gliukoze kaip vieninteliu anglies ir energijos Saltiniu, parodé
uzdelstg ir létesne 7-hidroksikumarino konversijg. Biokonversijos
procesas prasidéjo tik po 0,5 val po substrato pridéjimo, o tai rodo,
kad Siose bakterijose 7-hidroksikumarino metabolizmas yra

indukuojamas. Taip pat, neindukuotos lgstelés nekatalizavo jokios
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konversijos arba rodé uzdelstas ir daug létesnes kumarino, 6,7-
dihidroksikumarino ir 6-hidroksikumarino biotransformacijas.

0+ 0
20 2 320 370 420 220 270 320 370 220 270 20 20 200 320 i 420
Bangos ilgis, nm Bangos iigis, nm Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

2 pav. 7-hidroksikumarino (A ir E), 6-hidroksikumarino (B ir F),
kumarino (C ir G) ir 6,7-dihidroksikumarino (D ir H) biokonversijos
sveikomis Pseudomonas mandelii 7HK4 lgstelémis. Lastelés buvo
uzaugintos su 7-hidroksikumarinu (A-D) arba gliukoze (E—H).
Biotransformacijos buvo atliktos su bakterijy kultiira (ODgoo ~ 2) 50
mM kalio fosfato buferyje (pH 7,2) 30 °C temperaturoje su 0,5 mM
substrato. Inkubacijy laikai nurodyti min. 24 h — inkubuota 24 val.

Tai patvirtina, kad Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijose 7-
hidroksikumarino metabolizmas yra indukuojamas procesas.
Ankstesniy tyrimy metu jau buvo nustatyta, kad 3-(2-
hidroksifenil)-2-propeno ir 3-(2-hidroksifenil) propano ragstys yra
kumarino  metabolizmo  tarpiniai  junginiai  ir  Kituose
mikroorganizmuose *!%141€ Pagal analogija buvo pasiilyta, kad 3-
(2,4-dihidroksifenil) propano rugstis gali buati tarpinis  7-
hidroksikumarino metabolizmo metabolitas. 7HK4 padermés lastelés,
uzaugintos su 7-hidroksikumarinu, nekatalizavo 3-(2-hidroksifenil)-
2-propeno arba 3-(2-hidroksifenil) propano rags¢iy konversijy, taciau
3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigstis buvo suvartota kaip vienintelis
anglies ir energijos Saltinis. Biokonversijy misiniy HPLC-MS analizé
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parodé, kad Pseudomonas sp. 7HK4 lastelés, augintos su 7-
hidroksikumarinu, gamina 3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigstj kaip
tarpinj metabolita (3 pav.). THK4 bakterijose, augintose su gliukoze,
prie$ tai minétas junginys nebuvo aptiktas, tai jrodo, kad 3-(2,4-

dihidroksifenil)

propano ragstis yra tarpinis  junginys
hidroksikumarino skaidymo metu.
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3 pav. 7-Hidroksikumarino biokonversijos Pseudomonas sp. 7HK4
bakterijomis misinio metabolity analizé HPLC-MS metodu. UV 254
nm metabolity pédsakai (a). Smailiy, kuriy sulaikymo laikai yra 5,082
min (b ir d) ir 5,759 min (c ir e) UV ir MS spektrai.
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XenA reduktazés homology paieSka P. mandelli 7THK4 genome

Kumarino laktono ziedo aktyvinta C=C jungties redukcija gali
katalizuoti ene-reduktazés (ER) *2. Nustatyta, kad OYE S$eimos
ksenobiotiné reduktazé A (XenA) i§ Pseudomonas putida 86
bakterijy, gali redukuoti dvigubg C-3/C-4 ry$j, esantj 8-
hidroksikumarino molekuléje 3. Norint patikrinti, ar P. mandelii
7HK4 lastelés taip pat naudoja ER fermentus 7-hidroksikumarino
katabolizmui, Zinoma XenA baltymo aminoragséiy seka buvo
panaudota ieskant homology, uzkoduoty ir P. mandelii 7THK4 genome
3, Tokiu biidu buvo rasti trys genai, Zymimi kaip xenA38, xenA45 ir
xenA205, koduojantys hipotetines reduktazes, labai panaSias j
zinomus XenA baltymus. XenA38, xenA45 ir xenA205 geny produktai
priklauso mikofaktocino sistemos FadH/OYE oksidoreduktaziy
Seimai. Pirmieji du baltymai labiausiai panasiis atitinkamai j tariamg
NADH oksidoreduktaze i§ Pseudomonas fluorescens SBW25 ir 2,4-
dienoil-CoA reduktaze i§ Pseudomonas fluorescens F113. XenA205
baltymas yra panasus j 2,4-dienoil-CoA reduktazg i§ Pseudomonas sp.
0k602. Visi trys genai yra iSsibarst¢ po P. mandelli 7HK4 genomg ir
nepriklauso jokiai tariamai geny sankaupai.

Hipotetiniy ksenobiotiniy reduktaziy aktyvumy tyrimas

E. coli BL21 lastelés, transformuotos plazmide, turin¢ioje xenA38,
xenA45 arba xenA205 geng, buvo naudojamos atitinkamo fermento
aktyvumams tirti biokonversijos eksperimentais. E. coli BL21
bakterijos, turin¢ios xenA38 geng, parodé kumarino, 6-
hidroksikumarino,  6-metilkumarino,  7-hidroksikumarino, 7-
metilkumarino ir 6,7-dihidroksikumarino biokonversijas, remiantis
$iy junginiy UV-VIS spektry poky¢iais laike (4 pav., a—f). Sveikos E.
coli BL21 lastelés su indukuota XenA45 reduktaze parodé panasy
poveikj Siems  substratams, iSskyrus reakcija su  6,7-
dihidroksikumarinu, kurio UV-VIS spektrai laikui bégant nepakito (4
pav.,, ¢-1). o-Kumaro ir 2,4-dihidroksicinamono rigsciy
biokonversijos XenA38 ir XenA45 fermentais nebuvo stebétos. E.
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coli lastelés, turincios xenA205 geng arba neturinios nei vieno is iy
geny, neparodé¢ jokio poveikio prie§ tai minétiems kumariniy
junginiams. Sie rezultatai parodé, jog P. mandelii 7HK4 bakterijos
koduoja dvi hipotetines ksenobiotines reduktazes, kurios galéty
panaudoti jvairius kumarinus kaip savo substratg.
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4 pav. 6-metilkumarino (a ir g), 6-hidroksikumarino (b ir h), 7-
hidroksikumarino (¢ ir i), 7-metilkumarino (d ir j), 6,7-
dihidroksikumarino (e ir k) ir kumarino (f ir 1) biokonversijos
sveikomis E. coli BL21 lgstelémis, turin¢iomis xenA38 (a—f) arba
xenA45 (g-1) gena. Biotransformacijos buvo atliktos 50 mM kalio
fosfato buferyje (pH 7,2), 30 °C temperatiroje su 0,5 mM substrato.
Rodyklés rodo absorbcijos pokycius laike.
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Toliau C-gale Hiss zyme zymeéti XenA38 ir XenA45 baltymai buvo
susintetinti  E. coli BL21 bakterijose ir iSgryninti afininés
chromatografijos metodu. Abu iSgryninti fermentai NDS-PAGE
migravo kaip ~40 kDa juostos, XenA45 fermento tirpalas buvo
bespalvis, prieSingai nei rySkiai geltonos spalvos baltymas XenA38,
kas leido padaryti iSvada, kad pastarasis baltymas risa flavina. Taciau
visi bandymai iSmatuoti fermentinius XenA38 ir XenA45 baltymy
aktyvumus aerobinémis sglygomis nedavé rezultaty.

7-Hidroksikumarinu indukuojamy baltymy identifikavimas

Norédami  iSsiaiSkinti ~ kokie  fermentai  dalyvauja 7-
hidroksikumarino metabolizme, Pseudomonas sp. 7HK4 lgstelés buvo
auginamos mineralingje terpéje, papildytoje 7-hidroksikumarinu (0,3
mM) arba gliukoze (0,3 mM) kaip vieninteliais anglies ir energijos
Saltiniais.  Keli ~ 7-hidroksikumarinu  indukuojami  skirtingos
molekulinés masés baltymai buvo atrinkti, panaudojant NDS-PAGE
metoda ir analizuojant belastelinius ekstraktus i§ Pseudomonas sp.
7THK4 (5 pav., a).

Trys juostos, atitinkanc¢ios 23, 32 ir 50 kDa indukuojamus
baltymus (5 pav., a), buvo iSpjautos i§ NDS-PAGE gelio ir
analizuojamos MS-MS de novo sekoskaitos metodu. Norint
identifikuoti ~ atitinkamus  §iy  indukuojamy baltymy genus,
identifikuoty peptidy geny sekos buvo ieSkomos 7HK4 padermés
genomo sekoje. Taigi taip buvo aptiktas genomo fragmentas (5 pav.,
b), koduojantis 31,2 kDa baltyma, kuriame yra 16 aminorags¢iy ilgio
seka (5 pav., a — paryskinta seka), identiska 7-hidroksikumarino
indukuojamame ~32 kDa baltyme. Greta 31,2 kDa baltyma
koduojanéio geno buvo nustatyti dar du atviri skaitymo rémeliai. Visi
trys genai yra iSsidéste toje paCioje DNR grandinéje ir yra atskirti
trumpais tarpgeniniais regionais, o tai rodo, kad Sie genai yra
organizuoti j operong (5 pav., b). Tariamas operonas buvo pavadintas
hcdABC (hidroksikumaring skaidantis operonas), kur hcdC koduoja
31,2 kDa baltyma.
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5 pav. (A) Pseudomonas sp. 7HK4. bakterijy belasteliniy ekstrakty
NDS-PAGE analizé. Bakterijos buvo augintos su gliukoze (1 takelis)
arba 7-hidroksikumarinu (2 takelis). M — molekulinés masés
standartas (kDa). Rodyklés rodo 7-hidroksikumarinu indukuotus 23,
32 ir 50 kDa baltymus. MS-MS metodu nustatytos peptidy sekos
nurodytos desingje. Paryskintos sekos genas buvo nustatytas
Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijy genome. (B) Hcd geny i$sidéstymas
Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijose. Rodyklés nurodo atvirus
skaitymo rémelius, koduojan¢ius HedA, HedB ir HedC baltymus. 7-
hidroksikumarinu indukuojamo 31,2 kDa baltymo genas pazymétas
zvaigzdute.

Kumarinais indukuojamy Pseudomonas mandelii 7HK4
transkripty kiekybiné RT-PGR analizé

Norint istirti, ar hcdABC geny ir hipotetiniy reduktaziy geny raiska
Pseudomonas mandelii 7HK4 lastelése yra priklausoma nuo 7-
hidroksikumarino, buvo atlikta kiekybiné PGR analizé. Pseudomonas
mandelii 7HK4 Iastelés buvo indukuotos jvairiais kumarino dariniais
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ir i§skirta bendra RNR, kaip apraSyta medziagose ir metoduose. Geny
raiskos tyrimo rezultatai atskleidé, jog abiejy xenA38 ir xenA45 geny
raiSka nebuvo Zenkliai pakitusi, kai P. mandelii 7HK4 buvo
kultivuojamos su 7-hidroksikumarinu, arba kitais kumarino dariniais
(6 pav., a). Be to, xenA45 genas nebuvo indukuotas jokiomis
iSbandytomis salygomis, nors xenA38 geno raiskos lygis buvo
didesnis nei jo homologo. Hidroksikumarinu indukuoty 7HK4 1gsteliy
xenA38 mRNR sintezés lygis buvo lygintas su gliukozéje iSaugintomis
(neindukuotomis) lastelémis, kas parodé, kad xenA38 geno
transkripcija  padidéjo du kartus, Iasteles indukavus 6-
hidroksikumarinu ir tris kartus — indukavus 7-hidroksikumarinu.
XenA38 geno raiska taip pat buvo palyginta su hcdABC geny raiskos
lygiais. Nustatyta, kad hcdABC geny mRNR sintezés lygiai padidéjo
1000 karty, kai 7HK4 lastelés buvo indukuojamos su 7-
hidroksikumarinu arba 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragstimi (6
pav., b). I§ to seké iSvada, kad hcdABC geny sankaupa yra
priklausoma nuo 7-hidroksikumarino, tac¢iau xenA38 mRNR lygis
buvo per mazas, kad buty galima teigti, jog xenA38 genas yra
indukuojamas kumarino dariniais. XenA38 galéty biti labiau kaip
konstitucinis fermentas, turintis platy redukcinj potencialg P. mandelii
THK4 Iastelése.

Tolesniems tyrimams atlikome geny, esanciy greta hcdABC
operono, raiSkos kiekybing PGR analize (6 pav., c). Rezultatai
atskleidé, kad atsitiktinai parinkti tariami hp4, hcdR, hcdD ir hcdE
genai taip pat buvo indukuojami P. mandelii 7HK4 lastelése (6 pav.,
b). HcdR, hp4, hcdD ir hcdE geny raiskos lygis padidéjo mazdaug
1000 karty ir buvo panasus j hcdABC geny raiskos lygj tomis pa¢iomis
salygomis. Kiekvienas hcdABCR, hp4, hcdD ir hcdE genas buvo
specifiskai indukuotas, kuomet P. mandelii 7HK4 bakterijos buvo
indukuotos su 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragstimi arba 7-
hidroksikumarinu. Be to, pastebéta 100 karty padidéjusi Siy geny
MRNR sintezé ir P. mandelii 7HK4 lastelése, indukuotose su 7-
metilkumarinu. Analizuoty geny raiSkos nepastebéta P. mandelii
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7HK4 lastelése, indukuotose su kumarinu, 6-hidroksikumarinu, 6-
metilkumarinu, 6,7-dihidroksikumarinu, o-kumaro, p-kumaro, 2,4-
dihidroksicinamono riigstimis, chinolinu ir izochinolinu.
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6 pav. Pseudomonas mandelii 7HK4 transkripty kiekybiné RT-PGR
analizé. 7HK4 padermé buvo kultivuota minimalioje terpéje,
papildytoje 1 mM jvairiais kumariny dariniais (indukcinés salygos)
arba gliukoze (kontroliné sglyga) kaip vieninteliais anglies Saltiniais.
a) xenA38 ir xenAd5 geny transkripcijos RT-PGR analizé. b)
hcdABCRDE ir hp4 geny transkripcijos RT-PGR analizé. Duomenys
pateikiami  kaip santykiniai mRNR kiekiai. Pateikti trijy
nepriklausomy matavimy vidurkiai. GLC — gliukozé¢; KUM -
kumarinas; 6HK — 6-hidroksikumarinas; 7HK — 7-hidroksikumarinas;
6MK — 6-metilkumarinas; 7MK — 7-metilkumarinas; 67DHK — 6,7-
dihidroksikumarinas; DHFP — 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rugstis.
(c) hcdABCDEFG geny iSsidéstymas P. mandelii 7HK4 bakterijy
genome. Juodos rodyklés nurodo HcdA, HedB, HedC baltymy genus,
o pilkos rodyklés rodo hcdDEFG genus ir Kitus atvirus skaitymo
rémelius, koduojancius hipotetinius baltymus (hp).
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Genomo lokuso, koduojancio 7-hidroksikumarinu indukuojamg
baltymg, analizé

Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijy genomo sekos analizé parodeé,
jog indukuojamas 31,2 kDa baltymas (HcdC) priklauso
fumarilacetoacetato (FAA) hidrolaziy Seimai, kuriai priklauso tokie
fermentai kaip 2-keto-4-pentenoato hidratazé, 2-oksohepta-3-ene-1,7-
dikarboksi rugsties hidratazé, 2-hidroksi-6-okso-6-fenilheksa-2,4-
dienoato hidrolazé arba bifunkcinés izomerazés/dekarboksilazés
(katecholiniy junginiy metabolinis kelias). FAA Seimos baltymai
paprastai dalyvauja paskutiniuose aromatiniy junginiy metabolizmo
bakterijose etapuose 3%, o tai leidzia teigti, kad 31,2 kDa baltymas i§
Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijy greiCiausiai  dalyvauja
paskutiniuose  7-hidroksikumarino metabolizmo etapuose po
oksidacinio aromatinio Ziedo skélimo.

HcdA ir hcdB baltymy aminortigsciy seky BLAST analizé parodé,
kad $ie baltymai atitinka hipotetines FAD risancig hidroksilaze ir
aromatinio Zziedo skélimo dioksigenaze. HcdA baltymas néra
priskiriamas nei vienai baltymy Seimai, taiau yra panaSiausias j
tariama 2-poliprenil-6-metoksifenolio hidroksilaze. Sio tipo fermentai
priklauso FAD risan¢iy monooksigenaziy A klasei, kurios dalyvauja
aromatiniy junginiy skaidyme bakterijose 3!, HcdB geno produktas
priklauso cl14632 superSeimai, jungianéiai jvairius struktiriSkai
susijusius  metaloproteinus, jskaitant I tipo ekstradiolines
dioksigenazes. | tipo ekstradiolinés dioksigenazés katalizuoja abiejy
molekulinio deguonies atomy jterpimg j aromatinius substratus,
skeliant aromatiniy junginiy ziedg *>*,

HcdA hidroksilazés raiska ir substrato specifiSkumas

Tolesniam HcdA hidroksilazés apibtdinimui hcdA genas buvo
padaugintas PGR metodu ir klonuotas j pET2 1b geny raiskos vektoriy.
Seka buvo patvirtinta Sanger sekoskaitos biidu. Rekombinantinis C-
gale Hiss zyme pazymétas baltymas buvo susintetintas E. coli BL21
bakterijose ir iSgrynintas afininés chromatografijos badu. I$grynintas
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fermentas migruoja kaip ~62 kDa baltymas, analizuojant NDS-PAGE,
ir yra ryskiai geltonos spalvos su absorbcijos maksimumu ties 380 ir
450 nm bangos ilgiais, kas rodo, kad baltymas risa flaving **¢. Dydziy
i§skyrimo chromatografijos metodu nustatyta, kad iSgrynintas HcdA
baltymas yra monomeras.

Istirtas HcdA  baltymo specifiSkumas tiek flavino, tiek
nikotinamido kofaktoriams. HcdA hidroksilazé gali panaudoti tiek
NADH, tiek NADPH, nors su NADPH kofaktoriumi oksidacijos
greitis buvo beveik dvigubai mazesnis. FAD arba FMN kofaktoriaus
pridéjimas | reakcijy misinius reikSmingy NADPH oksidacijos
poky¢iy neparodé, tac¢iau papildomi pridéjus FAD arba FMN, NADH
oksidacijos greitis padidéjo atitinkamai nuo 6 iki 12%. Nustatyta, kad
optimalios HcdA aktyvumo reakcijos salygos yra Zemo joninio
stiprumo 25 mM tricino buferis (pH 7,8-8,0) ir 18-25 °C temperatiira.

Kinetiniams HcdA parametrams nustatyti buvo matuojamas
pradinis NADH oksidacijos greitis. NADH kofaktoriaus Kp reikSmé,
apskaic¢iuota pagal pradinio grei¢io lygtj, yra 50,10 + 3,50 uM, esant
500 uM 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties koncentracijai, 0 3-
(2,4-dihidroksifenil) propano rtigsties Kv reiksmé yra 13,00 + 1,20
UM prie 300 uM NADH koncentracijos. Tuo tarpu reakcijos
kataliziné konstanta Kes Yra 7,91 + 0,17 s, Taip pat, pradiniai HcdA
fermento reakcijos grei¢iai buvo matuojami, keiciant tiek NADH, tiek
3-(2,4-dihidroksifenil) propano raigsties koncentracijas, bei naudojant
FMN pertekliy. Remiantis pastovios bisenos kinetikos teorija
atvirkStiniy NADH oksidacijos greiciy priklausomybé nuo substrato
ir kofaktoriaus skirtingy koncentracijy parodé, jog HcdA
katalizuojamos reakcijos metu susidaro trinaris kompleksas, kadangi
reakcijos grei¢io priklausomyb¢ nuo substraty koncentracijos
atvaizduojancios linijos nebuvo lygiagreCios, o susikertan¢ios
virSutiniame kairiajame kvadrante (7 pav.) *".

HcdA fermento aktyvumas buvo tiriamas su jvairiais substratais,
panaudojant NADH kofaktoriy. Didziausias NADH oksidacijos
greitis buvo uzfiksuotas su 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragstimi.
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Kai substratu buvo naudojama trans-2,4-dihidroksicinamono raigstis,
pastebéta 40 karty maZesnis reakcijos greitis. Tac¢iau HcdA nebuvo
aktyvus su trans-cinamono, cis-2,4-dihidroksicinamono, 3-(2-
hidroksifenil)  propano, 3-(2-hidroksifenil)  2-propeno, 3-(4-
hidroksifenil) 2-propeno, 3-(3-hidroksifenil) 2-propeno, 3-(2-
bromfenil) propano, 3-(2-nitrofenil) propano ir 3-fenilpropano
ragstimis, cinamilo alkoholiu, pirokatecholiu, 3-metilkatecholiu, 4-
metilkatecholiu, 2-propilfenoliu, 2-propenilfenoliu, 2-etilfenoliu, o-
krezoliu, o-tirozinu, rezorcinoliu, 2,3-dihidroksipiridinu, 2-hidroksi-
4-aminopiridinu, N-metil-2-piridonu, N-etil-2-piridonu, N-propil-2-
piridonu, N-butil-2-piridonu, indolinu ir indolu. Sie duomenys rodo,
kad HcdA monooksigenazé yra labai specifiska 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragsciai. Baltymo C-gale esanti Hiss Zzymé
neturéjo jtakos HcdA baltymo fermentiniam aktyvumui.

+10 M DHFP < 50 uM DHFP 4 100 W DHFP
0,45

0,35 +
0,25 +

0,15 +

004 ﬁ 005 0,02 0,04

-01% —
AU[NADH], pht-!

1y, UMT miin

7 pav. Atvirkstinio NADH oksidacijos grei¢io priklausomybés nuo
NADH koncentracijos, esant skirtingoms substrato koncentracijoms
grafikas. Trinario FMN-risanéio HcdA fermento komplekso
susidarymas su NADH ir 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragstimi.
Naudotos 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rtigsties koncentracijos
buvo 10 uM (uzpildyti deimantai), 50 pM (uzpildyti apskritimai) ir
100 uM (uzpildyti trikampiai). NADH oksidacijos greitis buvo
stebimas prie 340 nm bangos ilgio. Eksperimentas buvo atliktas tris
kartus, nurodant standartines paklaidas.
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HcdA yra funkciSkai panaSus | anksCiau gerai aprasSytas
hidroksilazes, tokias kaip OhpB monooksigenazé i§ Rhodococcus sp.
V49 8 MhpA monooksigenazés i§ E. coli K-12 4 ir Comamonas
testosteroni TA441 5°, HppA monooksigenazé i§ Rhodococcus
globerulus PWD1 5 ir para-hidroksibenzoato hidroksilazé¢ (PHBH) i3
P. Fluorescens 2. Panasu, kad HcdA specifiska tik 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano rugséiai, paveréiant jg trihidroksifenil
propano rugstimi. Kity struktiiriSkai susijusiy substraty HcdA
nenaudoja. Skirtingai nei HcdA, kitos funkciskai susijusios FMO turi
platesnj specifiSkumg substratams. Pavyzdziui, OhpB hidroksilazé
gali oksiduoti 2-hidroksi-, 3-hidroksifenilpropano ir cinamono rigstis
. HppA fermentas yra labiau biidingas 3-hidroksifenilpropano
rugscéiai, taCiau 4-chlorfenoksiacto ir 4-metil-2-chlorfenoksiacto
rigstys taip pat yra oksiduojamos °!. Kita vertus, visos apradytos
FMO, iskaitant HcdA, priklauso nuo NAD(P)H, kurj panaudoja
flaviny redukcijai substrato hidroksilinimo metu **!, Siauras HcdA
specifiSkumas substratui yra biidingas A klasés flavoproteinams ir
parodo HcdA fermento svarba metabolizuojant 7-hidroksikumaring.
Literatiroje nepateikti jokie OhpB, MhpA ir HppA hidroksilaziy
kinetiniai parametrai, kuriuos galétume palyginti su HcdA kinetiniais
duomenimis. Yra Zinoma, kad PHBH ke yra 22,83 s, kas yra 3
kartus daugiau uz HedA fermento apsisukimy skaiciy.

HcdA hidroksilazés katalizuojamos reakcijos produktas buvo
analizuojamas UV-VIS absorbcijos spektroskopijos ir HPLC-MS
metodais. | reakcijos mi$inj pridedant 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
ragsties, buvo pastebétas naujas UV absorbcijos maksimumas ties 340
ir 490 nm bangos ilgiais. Buvo matoma raudona reakcijos misinio
spalva, rodanti, kad susidaro para- arba orto-chinonas, grei¢iausiai po
atitinkamo hidrochinono autooksidacijos. Ta pati spalva pastebéta ir
in vivo, kai Pseudomonas sp. 7HK4 Igstelés buvo auginamos su 7-
hidroksikumarino pertekliumi, arba kai E. coli BL21 lastelés, turinCios
p4pmPmo plazmide, buvo auginamos su 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano ragstimi. In vitro ir in vivo biokonversijy misiniy HPLC-MS
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analizé patvirtino 3-(trihidroksifenil) propano rtigsties ir chinono
susidarymg. Rastos [M-H] jony masés buvo atitinkamai 197
(pédsakai matomi tik in vivo) ir 195 (8 pav.).
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8 pav. 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties in vitro biokonversijos
misinio HPLC-MS analizé. UV 254 nm metabolity pédsakai, 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragstis ir jos hidroksilinto produkto pédsakai
matomi toje pacioje chromatogramos smailéje, kurios sulaikymo
trukmé 5,472 min (kairéje) ir Sios smailés MS spektras (deSinéje).
Susidariusiy neigiamy jony [M-H] m/z yra 181 (3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragsties), 195 (3-(trihidroksifenil) propano
rugsties autooksidacijos produktas).

Taciau Siame etape produkto struktiira dar nebuvo patvirtinta
atlickant cheming¢ analizg, nes nebuvo jmanoma produkto
chromatografiskai iSgryninti i§ reakcijos misinio. Pradinis reakcijos
substratas ir produktas turi panasias strukttras ir chemines savybes,
todél abu junginiai aptinkami toje pacioje HPLC-MS chromatogramos
smailéje, kurios sulaikymo trukmé ~ 5,5 min.

HcdB dioksigenazés raiska ir substrato specifiSkumas
HcdB dioksigenazé buvo susintetinta E. coli BL21 bakterijose,
panaudojant pTHPPDO plazmidg. Visi bandymai i$sigryninti HcdB
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baltyma aerobinémis salygomis lémé fermentinio aktyvumo
praradima, net ir pridéjus organiniy tirpikliy, tokiy kaip glicerolis,
etanolis ar acetonas, kurie buvo Zinomi kaip panasiy fermenty
stabilizatoriai %%3%. Ditiotreitolio ir gelezies sulfato pridéjimas
iSgryninto baltymo aktyvumo taip pat neatstaté, nors yra zinoma, kad
tai suaktyvina ir (arba) stabilizuoja kitas ekstradiolines dioksigenazes.

Todél dél labai nestabilaus HcdB fermento pobtidzio visi
aktyvumo matavimai buvo atlikti in vivo, panaudojant sveikas E. coli
BL21 Iasteles, transformuotas pTHPPDO plazmide. Atliekant
pirokatecholio, 3-metilkatecholio, 3-metoksikatecholio, 4-
metilkatecholio, 3-(2,3-dihidroksifenil) propano ir kavos ragséiy
konversijas, kiekvienu atveju susidaré geltono atspalvio produktai,
kuriy stebimas absorbcijos maksimumas yra budingas katecholiy
meta-skeélimo produktams (9 pav., istisiné linija) %7,

Absorbcija

Bangos ilgis, nm

Absorbcija

220 320 420 220 320 420
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

9 pav. Pirokatecholio (A), 3-metilkatecholio (B), 3-metoksikatecholio
(C), 4-metilkatecholio (D) ir kavos riigsties (E) biotransformacijos
sveikomis E. coli BL21 lastelémis, turiniomis hcdB gena.
Biotransformacijos buvo atliktos 50 mM Kkalio fosfato buferyje (pH
7,5) (vientisa linija), esant 30 °C, naudojant 0,5-1 mM substrato.
Inkubacijy laikai nurodyti minutémis. Briks$ninés linijos parodo
smailiy poslinkius j trumpesniy bangos ilgiy sritj po reakcijos misiniy
partig§tinimo.
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Reakcijy misiniy spalvy pokyciai nejvyko, taciau absorbcijos
maksimumy pokyciai buvo pastebéti biokonversijose su pirogalolu,
galacetofenonu, 2',3'-dihidroksi-4'-metoksiacetofenono hidratu, 3,4-
dihidroksibenzenkarboksi ir 2,3,4-trihidroksibenzoine riigstimis bei
2,3,4-trihidroksibenzofenonu. Reakcijy misiniuose panaudojus 1,2,4-
benzenetrolj ir 6,7-dihidroksikumaring jokiy aktyvumy nepastebéta.
E. coli Igstelés, neturinéios hcdB geno, neparodé jokio poveikio su
minétais junginiais. Reakcijos produkty UV-VIS spektry maksimumy
poslinkis j trumpesniy bangos ilgiy sritj pastebétas partigStinus
reakcijos misinius, kuriuose yra pirokatecholio, 3-metilkatecholio, 3-
metoksikatecholio, 4-metilkatecholio ir kavos ragsties (9 pav.,
briksnini¢ linija) %%, Sie rezultati parodé, kad hcdB koduoja
ekstradioling dioksigenazg, kuri gali panaudoti daug skirtingai
pakeisty katecholiy.

Be to, HcdB dioksigenazé buvo susintetinta kartu su HcdA
hidroksilaze E. coli BL21 lastelése. Buvo analizuojamas $iy lgsteliy
aktyvumas  3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties substrato
atzvilgiu. Inkubuojant ilgiau nei 72 valandas, jokiy reakcijos misinio
spalvos poky¢iy neatsirado, palyginus su E. coli lastelémis,
turin¢iomis tik hcdA geng, kuriose susidaré rausvos spalvos
biokonversijos produktas. 3-(2,4-Dihidroksifenil) propano ragsties
konversijos su HcdA ir HcdB fermentais produktas buvo
analizuojamas HPLC-MS metodu. 181, 195 ir 197 Da masiy jonai
(IM-HT ) nebuvo aptikti, kas parodo visiska substrato ir jo
hidroksilinty formy konversijg. Be to, nei vienas i§ tikétiny jony ([M-
H] 229 Da arba [M+H]® 231 Da) nebuvo pastebétas tariamam 3-
(trihidroksifenil) propano rtigsties oksidacinio skélimo produktui.

IStyrus ekstradioling dioksigenaz¢ HcdB nustatyta, kad Sis
fermentas turi mazesnj specifiSkumag substratams. HcdB gali oksiduoti
pirokatecholj, 3-metilkatecholj, 3-metoksikatecholj, 4-metilkatecholj,
3-(2,3-dihidroksifenil) propano ir kavos ragstis meta-skélimo
mechanizmu, susidarant geltonos spalvos produktams. HcdB
priklauso I tipo II klasés ekstradiolinéms dioksigenazéms ir yra
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funkciskai susijes su OhpD katecholio 2,3-dioksigenaze i§
Rhodococcus sp. V49 %, MhpB ekstradiolio dioksigenaze i$ E. coli K-
12 480 Mpcl ekstradiolio dioksigenaze i Alcaligenes eutrophus
HppB ekstradiolio dioksigenaze i§ Rhodococcus globerulus PWD1 !
ir DbfB 2,2',3-trihidroksibifenildioksigenaze i§ Sphingomonas sp.
RW1 %3,

3-(2,4-Dihidroksifenil) propano rigsties biokonversijos produkto
iSskyrimas ir identifikavimas

Dél sunkumy aptikti bespalvj katecholio darinio meta skaidymo
produkta, ir kadangi nebuvo galima uzregistruoti pagrjsty masiy
spektry, nusprendéme skélimo produktg transformuoti | pikolino
rigsties darinj, inkubuojant su NH4Cl, kaip aprasyta metoduose.
Pikolino riigsties darinio susidarymas buvo jrodytas atlieckant HPLC-
MS analize, kuri patvirtino [M-H] jono 210 Da masés susidarymg
(10 pav.), atitinkantj NHs pridéjimg prie katecholinio darinio meta
skélimo produkto ir dviejy H20 molekuliy praradima.
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10 pav. 3-(2,4-dihidroksifenil) propano raigsties biokonversijos
misinio HPLC-MS analizé in vivo. Pikolino ragsties darinio UV 254
nm pédsakai, sulaikymo trukmé 4,5 min, dominuojancios smailés UV
ir MS spektras. Susidares neigiamas jonas [M-H] yra m/z 210.
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Sio darinio *H BMR spektras [8 7,73 (s, 1H), 6,89 (s, 1H), 2,65 (t,
J=17,4 Hz, 2H), 2,38 (t, J = 7,4 Hz, 2H)] parodé rinkinj dviejy arilo
protony, kurie priklausomai nuo sujungimo modelio (singletas +
singletas), yra aromatiniame ziede vienas kito meta- arba para-
padétyse (11 pav.). Dviejy triplety, kuriy cheminis poslinkis sieké 2,38
ir 2,65 ppm, spektras parod¢, kad yra keturi metileno protonai.
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11 pav. 6- (2 karbok5|et|I) 4 okso-1,4- d|h|drop|r|d|n -2-karboksi
rigsties *H BMR spektras (400 MHz, D,0). Arilo (A) ir metileno (B)
protony identifikavimas. 9 — skruzdziy rigsties priemaiSos; 10 —
tirpiklio likutiné smailé.

13C BMR spektras [5 181,51, 179,99, 171,01, 143,14, 136,74,
130,11, 115,22, 35,50, 24,00] parodé du sp® anglies atomus, kuriy
cheminis poslinkis buvo 24,00 ir 35,50 ppm, ir tris karbonilo grupiy
sp? anglies atomus, kuriy cheminiai poslinkiai buvo atitinkamai
171,01, 179,99 ir 181,51 ppm (12 pav.). Dar keturi sp? anglies signalai
buvo aromatiniy anglies atomy regione. Treciosios karbonilo grupés
buvimas parodé okso-piridino susidarymg, kuriam buvo numatytos
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SeSios galimos teorinés okso-pikolino rtigsties darinio struktiiros (13
pav.).

Kadangi *H BMR spektras parodé dviejy singletiniy arilo protony
rinkinj meta arba para padétyje vienas kito atzvilgiu, toliau buvo
analizuojamos tik 3 ir 5 struktiros (13 pav.). Be to, piridino
aromatiniai anglies atomai paprastai yra diferencijuojami j du
aukstesnio rezonansinio lauko (C-3/5, meta padétis) ir tris | zemesnio
rezonansinio lauko (C-2/6, orto padétis; C-4, para padétis), kur azoto
atomas veikia kaip elektrony donoras.
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12 pav. 6-(2-karboksietil)-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-karboksi
rigsties 1*C BMR spektras (101 MHz, D,0). Karbonilo (A), arilo (B)
ir metileno (C) anglies atomy atpazinimas. D — skruzdziy riigsties
priemaisos.

Cheminis 115,22 ppm poslinkis parodé¢, kad analizuojamas
junginys turéjo gana stipriai apsaugotg nepakeista aromating anglj,
kuri turéty buti meta padétyje nuo azoto, orto padétyje nuo karbonilo
grupés ir meta arba para padétyje nuo karboksilo grupés. Tai leido
padaryti i§vada, kad 3 struktiira (13 pav.) 6-(2-karboksietil)-4-okso-
1,4-dihidropiridin-2-karboksi rugstis susidar¢, inkubuojant katecholio
darinio meta skélimo produkta su NH4Cl kaip parodyta 14 paveiksle.
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13 pav. Sialomos okso-plkollno rigsties darinio  struktiiros,
susidariusios oksiduojant 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties
zieda ir konvertuojant ziedo skélimo produkta. Pilnavidurés rodyklés
rodo galimas hidroksilinimo vietas HcdA fermentu.

Sie duomenys leido atkurti 3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigities
oksidacijos metabolinj kelia, katalizuojamg HedA ir HedB fermentais.
Taigi  3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano riigstis buvo 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragsties oksidacijos HcdA hidroksilaze
produktas. 198 Da 3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano riigsties
molekuliné masé ir galimybé sudaryti para-chinong atitiko UV-VIS ir
HPLC-MS duomenis, surinktus i§ 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rigsties biokonversijy su HcdA hidroksilaze. 3-(2,3,5-trihidroksifenil)
propano riigsties susidarymas i§ 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties yra jmanomas tik oksidacinio ipso pertvarkymo mechanizmu,
tai yra unikali reakcija, kai vyksta 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties ipso-hidroksilinimas, tuo paciu metu propiono ragsties grupei
pasislinkus j orto-padétj (14 pav.) ®+%4. Toliau HcdB ekstradioling
dioksigenazé 3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano rtgstj oksiduoja meta-
padétyje, susidarant (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-2,4-dieno
dirtigs¢iai. Dalyvaujant amonio jonams susidaro iminas ir jvyksta
tautomerizacija, kas lémé 6-(2-karboksietil)-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-karboksi rigsties susidaryma (14 pav.).
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14 pav. Sialomas 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rigsties
metabolizmas Pseudomonas sp. 7HK4 lastelés. Inkubuojant 4 junginj
su NH4Cl, gaunamas pikolino ragsties darinys. 1 — 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragstis; 2 —  3-(1,2-dihidroksi-4-
oksocikloheksa-2,5-dienil)  propano ragstis; 3 —  3-(2,3,5-
trihidroksifenil) propano rtgstis; 4 — (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-
oksonona-2,4-dieno dirtigstis; 5 — (E)-2-hidroksi-4-oksopent-2-enoiné
rigstis; 6 — gintaro rigstis; 7 — 6-(2-karboksietil)-4-hidroksipikolino
ragstis; 8 — 6-(2-karboksietil)-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-karboksi
rigstis; HedA - 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rtgsties 1-
monooksigenazé; HedB — 3-(2,3,5-trihidroksifenil) propano riigsties
1,2-dioksigenazé; HcdC — tariama (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-
oksonona-2,4-dieno dirtigsties hidrolazé. Briksniné rodyklé rodo
hipoteting reakcija.

Mes parodéme, kad 3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties
hidroksilinimas vyksta fenolio ziedo ipso padétyje, po kurio seka
vidumolekuliniai pertvarkymai, kai propano rtigsties dalis pasislenka
(1,2-C,C) | orto pozicija (NIH poslinkis), susidarant 3-(2,3,5-
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trihidroksifenil) propano ragsciai (14 pav.). Tai paaiskinty ir auksta
HcdA fermento specifiSkumg substratams su para-pakeistu fenoliu, ir
tai, kad Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijos nenaudoja kity kumarino
dariniy, i$skyrus 7-hidroksikumaring, kaip vienintelj anglies ir
energijos Saltinj. Tik kelios fermenty klasés sugeba katalizuoti ipso
reakcijas: lakazés, peroksidazés, dioksigenazés, glutationo S-
transferazés  (GST), nuo citochromo Passo  priklausomos
monooksigenazés (CYP) ir nuo flavino  priklausomos
monooksigenazés (FMO). Tarp zinomy ipso fermenty pavyzdziy yra
dioksigenaziy i§ Comamonas testosteroni T2 ir Sphingomonas sp.
RW1, kurios dalyvauja desulfoninant 4-sulfobenzoatg %, Ziurkiy
kepeny CYP sistema gali paversti p-chloro-, p-bromo-, p-nitro-, p-
ciano-, p-hidroksimetil-, p-formil- ir p-acetilfenolius j hidrochinonus,
atliekant ipso hidroksilinimo reakcijas . GST gali katalizuoti
sulfonilfuropiridino junginiy desulfoninimg nukleofilinés atakos metu
ant glutationo sieros atomo ipso-padétyje . Tai yra elektrofiliniy ar
nukleofiliniy ipso-pakeitimo reakcijy pavyzdziai, ta¢iau kai kuriais
atvejais pirminé ipso grupé néra pasalinama, vietoj to ji perkeliama j
orto pozicija. NIH poslinkis stabilizuoja cikloheksadienono tarpinj

junginj, kas sukelia rearomatizacijg 4

. Mes parodéme, kad panasiai
kaip ir nuo flavino priklausomos monooksigenazés i§ Sphingomonas
sp. TTNP3 ir Sphingobium xenophagum padermés, kurios yra
atsakingos uz alkilfenoliy, tokiy kaip bisfenolis A, oktilfenolis, t-
butilfenolis, n-oktiloksifenolis ir t-butoksifenolis, degradacija, HcdA
katalizuojama reakcija irgi vyksta su NIH poslinkio mechanizmu.
Paprastai NIH poslinkio produktai susidaro Salutiniy reakcijy metu, o
Sie vidiniai alkilo grupés pertvarkymai, jvyke po ipso-hidroksilinimo
Sphingomonas sp. bakterijose vyksta spontaniskai (nekatalizuojant
fermentams) ©2%°. Jdomu tai, kad HcdA hidroksilazé katalizuoja tik
vieno produkto, kurio ipso grupé migruoja j orto-pozicija, susidaryma.
Todél darome plielaida, kad HcdA atveju NIH poslinkis vyksta
fermentinés katalizés metu, 0 ne spontaniSkai ar dienono-fenolio
pertvarkymo mechanizmu, nes visos biokonversijos buvo atliekamos
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neutraliomis ar bazinémis salygomis. Taciau norint nustatyti tiksly
HcdA fermento katalizés mechanizma, reikalingi detalesni tyrimai.

HcdC baltymo raiska

HcdC geno raiska buvo atilikta nuo p2K4PH plazmidés E. coli
BL21 Dbakterijose. I 3-(2,3-dihidroksifenil) propano ragsties,
pirokatecholio, 3-metilkatecholio arba 4-metilkatecholio
biokonversijos su HcdB ekstradioline dioksigenaze miSinius pridéjus
E. coli belasteliniy ekstrakty, kuriuose yra HcdC baltymo, meta
skélimo produkty geltona spalva nepasikeité. Be to, NAD(P)*
kofaktoriaus pridéjimas j tuos pacius reakcijos misinius irgi nesukélé
meta skélimo produkty geltonos spalvos isblukimo . Norint
patvirtinti HcdC funkcija, E. coli BL21 Igstelés buvo transformuotos
p4pmPmo ir pCDF-BC plazmidémis. Visy trijy hcdA, hcdB ir hcdC
geny raiska E. coli lastelése buvo patvirtinta NDS-PAGE metodu,
fermentai migravo atitinkamai kaip 62, 31 ir 20 kDa juostos.

3-(2,4-Dihidroksifenil) propano riigsties biokonversija buvo atlikta
E. coli lastelése, kuriose buvo visi trys rekombinantiniai baltymai.
Véliau reakcijos misinys buvo inkubuotas su NH4Cl, o reakcijos
produktai buvo analizuoti HPLC-MS metodu. Jonai [M-H] ir
[M+H]", kuriy masés buvo atitinkamai 210 ir 212 Da, nebuvo aptikti,
palyginus su biokonversijos miSiniu su E. coli lastelémis, turin¢iomis
tik hcdAB genus. Tai parodé visiska katecholinio darinio meta-
skélimo produkto konversija, todél nebuvo galima gauti pikolino
rigsties darinio. HedC baltymo — (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-
2,4-dieno dirtigsties hidrolizés — reakcijos produktai nebuvo nustatyti.
Mes sitlome, kad galimai susidarantys junginiai — gintaro ragstis ir
(E)-2-hidroksi-4-oksopent-2-enoiné  rugstis toliau galéjo  biti
konvertuoti E. coli Iastelése, taip apsunkinant siy reakcijos produkty
gryninimg. Nepaisant to, galima daryti i8vada, kad visi trys fermentai,
kuriuos koduoja hcdABC operonas, yra atsakingi uz 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano rtigsties katabolizma Pseudomonas sp. 7THK4
bakterijose.
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Be to, HcdC fermentas turi mazg sekos homologija su bet kuriuo i$
anks&iau apraSytu fermentu i§ Rhodococcus sp. V49 8, E. coli K-12
49, Comamonas testosteroni TA441 %° arba Rhodococcus globerulus
PWD1 *%, todél reikty atlikti detalesnius tyrimus, norint issiaiskinti
tiksly hidrolizés mechanizma bei HcdC fermento specifiSkuma
substratams.

Genomo lokuso, esancio greta 7-hidroksikumarinu indukuojamo
hcdABC operono, analizé

Genomo sritis, mazdaug 3 kb ilgio ir esanti hcdABC operono 5°
gale, turinti hcdD, hedE, hedF ir hedG genus, buvo padauginta PGR
ir klonuota | pACYCDuet-1 ekspresijos vektoriy. Rekombinantiniai
HcdD, HedE, HedF ir HedG baltymai buvo susintetinti E. coli BL21
lastelése, 0 geny raiska buvo patvirtinta NDS-PAGE metodu. Sveikos
E. coli BL21 lgstelés, transformuotos pHP4-10 plazmide, buvo
naudojamos konvertuojant kumaring, 6-hidroksikumaring, 6-
metilkumarina, 7-hidroksikumarina, 7-metilkumarina, 7-
metoksikumaring, 4-metil-7-hidroksikumaring ir 6,7-
dihidroksikumaring. Laiko eigos eksperimentai parodé, kad laikui
bégant sumazéjo Siy substraty UV absorbcijos maksimumai. Baigus
biokonversijas, UV absorbcijos maksimumas ties 260-280 nm bangos
ilgiais, buvo neiSnykes ir panasus j 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rigsties UV sugerties spektrag. Tai rodo, kad E. coli BL21 lgstelés,
transformuotos pHP4-10 plazmide, gali katalizuoti kumarino dariniy
laktono dalies redukcijg ir (arba) hidrolizg. Palyginus aktyvumo
rodiklius, 7-hidroksikumarino konversija buvo grei¢iausia, o visy
metil ir metoksi pakeisty kumariny — maZziausia. Be to, jokio
aktyvumo nepastebéta su 3-hidroksikumarinu, 4-hidroksikumarinu, 7-
etoksikumarinu, o-kumaro ir 2,4-dihidroksicinamono riigstimis, 7-
hidroksichinolino-(1H)-2-onu, 3,4-dihidrochinoling-(1H)-2-onu, 2-
hidroksichinolinu arba 3,4-dihidro-7-hidroksichinolin-(1H)-2-onu, o
tai reiSke, kad vienas ar visi kartu tirti hipotetiniai baltymai buvo
specifiniai  kumarino  dariniams, turintiems nepakeista ir
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nehidrolizuota laktono dalj. E. coli 1gstelés be hcdD, hcdE, hcdF ir
hcdG geny neparodé jokio aktyvumo auks$¢iau minétiems junginiams.

Be to, rekombinantiniai HcdD, HcdE, HedF ir HedG baltymai
buvo ekspresuojami kartu su HcdA hidroksilaze ir HcdB dioksigenaze
E. coli BL21 lastelése, kurios buvo naudojamos 7-hidroksikumarino
biokonversijai. Konversijos produktai buvo analizuojami HPLC-MS
metodu. 161 Da (7-hidroksikumarinui) ir 163 Da (7-hidroksi-3,4-
dihidrokumarinui) jony ([M-H] ) neaptikta, kas indikavo visiska
substrato ir jo redukuotos formos konversijg. Taciau buvo aptiktos
[M-H] 181 Da (3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragséiai) ir [M+H]*
212 Da (6-(2-karboksietil)-4-okso-1-(4-dihidropiridin-2-karboksi
rigsciai) jony masés, kas parodo, kad substratas buvo redukuotas ir
hidrolizuotas iki 3-(2,4-dihidroksifenil) propano raigsties, kuria toliau
oksidavo HcdA ir HcdB fermentai. Tam tikra dalis susidariusios
(2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-2,4-dieno dirtigsties sureagavo su
amonio jonais, esanciais biokonversijos misinyje, susidarant pikolino
rigsties dariniui (15 pav.). Sie rezultatai buvo palyginti su 7-
hidroksikumarino biokonversija E. coli lastelése, turin¢iose tik hcdD,
hcdE, hedF ir hcdG genus, kas parodé tik vieno reakcijos produkto su
[M-H] 181 Da jono mase. Tai leido padaryti iSvada, kad hipotetinius
HcdD, HcdE, HcdF ir HcdG baltymus ankstyvosiose 7-
hidroksikumarino metabolizmo stadijose gali naudoti P. mandelii
7HK4 bakterijos, gamindamos 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rigstj,
kuri véliau gali biti kaip substratas baltymams, kuriuos koduoja
hcdABC operonas.

Atlikus hcdE ir hcdG seky BLAST analize paaiskéjo, kad Sie genai
atitinkamai koduoja tariamg nuo cinko priklausomg alkoholio
dehidrogenazg ir nuo NAD(P)H priklausoma FMN reduktaze. Taciau
kiti du HcdD ir HcdF baltymai priklauso maziau apibidintoms
baltymy grupéms, panasis atitinkamai j Bacillus chorizmato mutaziy
ir kupiny Seimos baltymus.
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15 pav. (@) 7-hidroksikumarino biokonversijos E. coli BL21
bakterijose, turiniose pHP4-10 plazmidg, metabolity analizé.
Metabolity UV 280 nm pédsakai, UV ir MS spektrai, kai sulaikymo
trukmé 5,183 min. Susidares neigiamas jonas [M-H] yra m/z 181 (3-
(2,4-dihidroksifenil) propano riigsties). (b-c) 7-Hidroksikumarino
biokonversijos, atliekamos E. coli BL21 bakterijose, turin¢iose pHP4-
10, p4pmPmo ir pTHPPDO plazmides, misinio HPLC ir MS
chromatogramos. Metabolity MS spektrai, kai sulaikymo trukmé —
2,821 min (d) ir 5,073 min (e). Susidare neigiamas jonas [M-H] yra
m/z 181 (3-(2,4-dihidroksifenil) propano riigsties), ir teigiamas jonas
[M+H]" yra m/z 212 (6-(2-(karboksietil)-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-
karboksi ragsties).
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Buvo tikétasi aptikti genus, koduojancius j hidrolazg panasius
fermentus, kuriuos 7HK4 padermé galéty panaudoti kumariny
hidrolizei. P. mandelii 7HK4 lasteliy transkripcijos analizé parodg,
kad kaip ir hcdE, hcdD genas taip pat buvo indukuotas Siose
bakterijose, indukuotose su 7-hidroksikumarinu. HedD ir hedE Kkartu
su hcdF ir hedG genais yra issidéste toje pacioje DNR grandingje ir
yra atskirti trumpais tarpgeniniais regionais, o tai rodo, kad Sie genai
gali buti organizuoti j operong. HedD baltymas yra panasus j Bacillus
chorizmato (BCM tipo) seimos baltymus ir atitinka pirmuosius Pfam
Seimos atstovus (DUF1185) "X, Manome, kad $is baltymas galéty
stimuliuoti tariamos HcdE dehidrogenazés veikla panaSiai kaip
homologiskas baltymas TgnF, kuris stimuliucja nuo TgnE
priklausoma gintaro riigSties semialdehido oksidacijg Acinetobacter
baylyi ADP1 bakterijose 72. Toliau, HcdF yra j kuping panaSus
baltymas, kurj galima priskirti RmIC tipo kupiny superseimai. Ja
sudaro baltymai, kuriy nariai turi jvairias funkcijas, pradedant
fermentine veikla, pvz., dioksigenazémis, hidrolazémis ir
epimerazémis, ir nefermentinémis funkcijomis ”7°. Manome, kad
HcdF galéty veikti kaip kumariny hidrolazé, ta¢iau norint nustatyti
tikslig jo funkcija P. mandelii 7HK4 paderméje, reikia atlikti tolesnius
tyrimus. Paskutinis HcdG baltymas i§ hcdDEFG geny sankaupos
priklauso nuo NAD(P)H priklausomos FMN reduktazés superSeimai.
Flavodoksinai placiai dalyvauja elektrony pernesimo reakcijose "¢78.

(-Hidroksikumarino biokonversijos produkto iSskyrimas ir
identifikavimas

Anksciau buvo parodyta, kad Pseudomonas sp. 30-1 ir Aspergillus
niger ATCC 11394 mikroorganizmai naudoja hipotetines cinka
risancias ir nuo NADH priklausomas oksidoreduktazes kumarino
redukcijai iki dihidrokumarino !4 Todél nusprendéme detaliau
paanalizuoti HcdE baltymg, kuris labiausiai panaSus j alkoholio
dehidrogenazes.
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E. coli BL21 Igstelés, turin¢ios pHP7 plazmide, buvo naudojamos
7-hidroksikumarinui konvertuoti, kaip aprasyta metoduose. Substrato
sunaudojimas buvo tikrinamas UV-VIS absorbcijos matavimais ir
HPLC-MS. UV absorbcijos maksimumas pasikeité nuo 340 nm iki
270 nm, taip pat HPLC-MS analizé po konversijos parodé, kad
susikaupé reakcijos produktai su [M-H] 163 ir 181 Da jony masémis,
nors dar buvo aptikta ir substrato liku¢iy, kuriy jony [M-H] mas¢ yra
161 Da (16 pav.). Aptiktos [M-H] 181 ir 161 Da jony masés reiske,
kad biokonversijos reakcija nebuvo baigta galimai dél substrato
slopinimo, o tariamas reakcijos produktas 7-hidroksi-3,4-
dihidrokumarinas  galéjo  hidrolizuotis,  susidarant  3-(2,4-
dihidroksifenil) propano riigsciai.

Konversijos produktas buvo iSgrynintas, gaunant tik 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano raigstj, struktiirg nustaéius pagal HPLC-MS,
!H ir ¥C BMR analiziy duomenis. Norint patikrinti, ar konversijos
metu galimai susidargs 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinas galéjo
hidrolizuotis, 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinas buvo chemiskai
susintetintas, kaip apraSyta metody dalyje, ir iStirtas imituojant
biokonversijos salygas. Mazi kiekiai (iki 2 mM koncentracijos) 7-
hidroksi-3,4-dihidrokumarino arba 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties buvo istirpinti 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,2) ir
inkubuoti kelias valandas. Véliau $ie junginiai buvo ekstrahuoti i$
vandeninio tirpalo dichlormetanu arba etilo acetatu, po to pasalinant
tirpiklj ir iStirpinus nuosédas acetonitrile. Siy méginiy HPLC-MS
analizé patvirtino, kad dichlormetano tirpiklis gali ekstrahuoti tik 7-
hidroksi-3,4-dihidrokumarina, kita vertus, ekstrahavimas etilo acetatu
veikia vienodai abiems analizuojamoms medziagoms. ISgrynintuose
7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino méginiuose, po ekstrakcijos etilo
acetatu, buvo aptiktos dvi [M-H] 163 ir 181 Dajony masés (17 pav.).
Be to, 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino méginio eliucijos laikas
chromatogramoje buvo toks pat kaip ir 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano riigsties méginio.
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16 pav. 7-Hidroksikumarino biokonversijos E. coli BL21 bakterijose,
turiniose indukuotg hcdE geng, metabolity analizé HPLC-MS
metodu. UV 280 nm metabolity pédsakai (a). Smailiy, kuriy
sulaikymo laikas buvo 5,545 min (b ir d) ir 5,651 min (c ir e), UV ir
MS spektrai. Susidariusiy neigiamy jony [M-H] m/z yra 181 (3-(2,4-
dihidroksifenil) propano raigsties), 161 (7-hidroksikumarino) ir 163

(7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino).
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17 pav. 7-Hidroksi-3,4-dihidrokumarino (a) ir 3-(2,4-dihidroksifenil)
propano rugsties (b) HPLC chromatogramos esant 280 nm bangos
ilgiui. 2 mM $iy junginiy inkubuota 50 mM kalio fosfato buferyje (pH
7,2) keletg valandy ir ekstrahuota etilo acetatu. Pateikti atitinkami
pagrindiniy smailiy UV ir MS spektrai. Susidariusiy neigiamy jony
[M-H] m/z yra 181 (3-(2,4-dihidroksifenil) propano ragsties) ir 163
(7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino).
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Ilgesnés nei 24 valandy 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino inkubacijos
vandeniniuose buferiniuose tirpaluose lemia [M-H] 163 Da jony
masés i$nykima, atliekant HPLC-MS analize. Sis eksperimentas
patvirtino, kad 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinas hidrolizuojasi,
inkubuojant vandeniniame tirpale bei ekstrahuojant organiniais
tirpikliais.

Padaryta iSvada, kad 7-hidroksikumaring redukuoja HcdE
fermentas, susidarant 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinui. Tadéiau dél
galimo stipraus HcdE fermento slopinimo substratu, konversijos
greitis yra pakankamai mazas, ir ilgesnis konversijos laikas gali
paveikti reakcijos produktg 7-hidroksi-3,4-dihidrokumaring, kuris yra
linkes hidrolizuotis vandeniniuose tirpaluose.

HcdE baltymo apibiidinimas

HcdE geno raiSka ir rekombinantinio C gale Hiss zyme Zyméto
baltymo sintezé buvo atlikta E. coli BL21 bakterijose. Tirpus ir
bespalvis HcdE baltymas buvo iSgrynintas afininés chromatografijos
metodu ir analizuotas NDS-PAGE, fermentas migravo kaip ~ 40 kDa
juosta. Buvo tirtas fermento specifiSskumas keliems skirtingiems
kofaktoriams. Taciau HcdE fermentas galéjo naudoti tik NADPH.
FAD arba FMN pridé¢jimas prie reakcijos miSiniy neparodé nei
NADH, nei NADPH oksidacijos grei¢io poky¢iy. Nustatyta, kad
optimalios HcdE aktyvumo reakcijos sglygos yra mazos joninés jégos
fosfato-citrato buferis, kurio pH 7,0 kambario temperatiiroje.

HcdE fermento aktyvumas buvo tiriamas panaudojant NADPH
kofaktoriy su jvairiais kumarino substratais. DidZiausias fermentinis
aktyvumas buvo uZfiksuotas, esant 7-hidroksikumarinui. Kai
substratais buvo naudojami atitinkamai 6,7-dihidroksikumarinas, 6-
hidroksikumarinas, 6-metilkumarinas ir kumarinas, uzfiksuoti 1,6, 2,
3,4 ir 17 karty mazesni reakcijy grei¢iai. HcdE fermentas nebuvo
aktyvus su 7-metilkumarinu, 7-metoksikumarinu, 7-etoksikumarinu,
4-metil-7-hidroksikumarinu, 3-hidroksikumarinu, 4-hidroksi-
kumarinu, trans-cinamono, trans-2,4-dihidroksicinamono, o-kumaro,
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m-kumaro, p-kumaro ir kavos riigstimis, cinamilo alkoholiu, 7-
hidroksichinolin-(1H)-2-onu, 3,4-dihidrochinolin-(1H)-2-onu, 2-
hidroksichinolinu,  3,4-dihidro-7-hidroksichinolin-(1H)-2-onu ir
indolu. HcdE fermento aktyvumas in vitro nezymiai skirési nuo
rezultaty, kuriuos parodé sveikos E. coli BL21 Igstelés, turin¢ios pHP7
plazmidg. Pastarosios lastelés parodé tam tikra aktyvuma su 7-
metilkumarinu, 7-metoksikumarinu ir net 4-metil-7-
hidroksikumarinu. Tai reiské, kad Sie substratai pasizymi stipriomis
fermentg slopinan¢iomis savybémis, kurias galima apeiti E. coli BL21
lastelése, ribojant substrato pernesima per lastelés membranag, taip
iSlaikant mazg substrato koncentracija Iastelés viduje.

Norint nustatyti HcdE fermento kinetines savybes, buvo iSmatuoti
pradiniai HcdE baltymo aktyvumo grei¢iai, kintant NADPH ir 7-
hidroksikumarino koncentracijoms. Kinetiniy parametry jvertinimas
buvo atliktas reakcijos grei¢iy duomenis pritaikius prie Michaelio-
Menten bimolekulinés reakcijos greiio iSraiskos (1 lygtis):

v = [EolkpimKknappu[NADPH][7HK]
knappu[NADPH+kpim[7HK](KAPPH +[NADPH]+K;[NADPH][7HK])

1)

kur [NADPH] yra NADPH koncentracija; [7/HK] yra 7-
hidroksikumarino koncentracija; v yra stebimas greitis; koim yra 7-
hidroksikumarino redukcijos bimolekuliné grei¢io konstanta, iSreiksta
ko / K™ (kur K = (kema + ko) /k2); knaoen yra NADPH
oksidacijos grei¢io konstanta; KNAPPH yra NADPH Ky esant
prisotintai  7-hidroksikumarino koncentracijai (kur KNAPPH =
(k1 + kyappr)/k1); ir Ki yra 7-hidroksikumarino slopinimo
konstanta. Sitloma reakcijos schema atspindi 7-hidroksikumarino
redukcijos ir NADPH oksidacijos poveikj (18 pav.).

Redukciné reakcijos dalis buvo modeliuojama, kaip parodyta 2
lygtyje, kur Eq yra oksiduoto hcdE fermento forma, E; yra hcdEo-
NADPH krivio perdavimo kompleksas, o E, yra redukuota hcdE
fermento forma, riSanti NADP”.
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E(j + NADPH El — E2 (2)
’ml
k, ko i
E, + 7HK E; » E, + NADP" + 7HKH, 3)
E, + 7THK —— E; (4)

ks

18 pav. Siilloma HcdE reakcijos schema

Oksidaciné reakcijos dalis buvo modeliuojama, kaip parodyta 3
lygtyje, kur 7HK yra 7-hidroksikumarinas, Es yra hcdEes-7HK kriivio
perdavimo kompleksas, riSantis NADP*, 0 THKH: yra 7-hidroksi-3,4-
dihidrokumarinas.

Taip pat buvo jrodyta, kad 7-hidroksikumarinas veikia kaip stiprus
hcdE  fermento  inhibitorius, esant didesnéms  substrato
koncentracijoms (19 pav.). Remiantis bimolekulinés reakcijos greicio
lygtimi (1 lygtis), siilome, kad slopinimas vyksta, kai 7-
hidroksikumarinas prisijungia prie hcdEox-NADPH kriivio perdavimo
komplekso (Ez1), 0 ne oksiduoto HcdE fermento formos (Eo) (4 lygtis).
Todél 7-hidroksikumarinas labiau yra pseudokonkurentinis slopiklis,
kuriam budinga slopinimo konstanta K (isreiksta k4/k,), ir lygi 22
mM 7-hidroksikumarino. Nustatyta 7-hidroksikumarino redukcijos
HcdE kpim reikdmé yra lygi 1490 mMs. Be to, nustatyta NADPH
oksidacijos grei¢io konstanta (Keat) yra lygi 27 s, o K¥4PPH yra 20
UM,

Iki 8iol paskelbti vos keli darbai kumariny redukcijos
mikroorganizmuose tema. Taciau nebuvo publikuoti nei genetiniai
duomenys, nei atitinkamy fermenty veikimo mechanizmai. Siame
tyrime mes apra$éme HcdE baltyma, kurio sintezé indukuojama P.
mandelii 7HK4 bakterijose, kai pastarosios yra auginamos su 7-
hidroksikumarinu kaip vieninteliu anglies ir energijos Saltiniu.
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19 pav. HcdE fermento kinetinio titravimo 3D diagrama. Fermentinio
aktyvumo tyrimai buvo atlikti 50 mM kalio fosfato buferyje (pH 7,0)
su 5-200 pM NADPH ir 5-150 pM 7-hidroksikumarino
koncentracijomis 22 °C temperatiiroje. HcdE koncentracija buvo
pastovi 99 nM. Bimolekulinés reakcijos greitis buvo stebimas prie 365
nm bangos ilgio. Juodos sferos rodo trijy pradinio reakcijos greiéio
pakartojimy vidutines vertes. Diagramos pavirsius atspindi pritaikyta
funkcija.

Ir $is fermentas katalizuoja nuo NADPH priklausomg keliy kumarino
dariniy redukcijg. Panasu, kad HcdE yra labai specifiskas kumarino
dariniams, turintiems nepakeisty ir nehidrolizuoty laktono Ziedo
fragmenty, todél kiti struktiiriSkai panaSis substratai, tokie kaip
chinolin-2-(1H)-onas arba 7-hidroksichinolin-2-(1H)-onas, néra
redukuojami HcdE fermentu.

HcdE dehidrogenazé, misy ziniomis, yra pirmoji MDR $eimos
ene-reduktazeé, susijusi su kumarino junginiy skaidymu in vivo.
Zinomas tik vienas funkci$kai susijes fermentas, pvz., XenA
reduktazé i§ Pseudomonas putida 86 *. XenA reduktazé turi gerai
aprasytas pirmines ir antrines struktiiras, taciau ji priklauso kitai ER
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Seimai — OYE, katalizuojanciai nuo FMN ir NAD(P)H priklausomas
kumarino ir 8-hidroksikumarino redukcijos reakcijas. Nustatyta 7-
hidroksikumarino redukcijos su HcdE dehidrogenaze Kpim reik§mé yra
lygi 1490 mM!s. O nustatyta 27 s* NADPH oksidacijos greicio
konstanta (Kcar) yra beveik 10 karty mazesné, lyginant su 215 s?
greicio konstanta, kai NADPH yra oksiduojamas su XenA reduktaze
i§ Pseudomonas putida 86. NADPH oksidacijos grei¢iy skirtumas tarp
dviejy funkciskai panasiy hcdE ir XenA reduktaziy galéjo atsirasti dél
stebimo konkurencinio HcdE fermento slopinimo jo substratu, tuo
tarpu XenA reduktazé néra slopinama substratu.

Remiantis HPLC-MS ir BMR analizémis, taip pat lyginant su
chemiskai susintetintais junginiais, nustatéme, kad HcdE redukuoja 7-
hidroksikumaring iki 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarino. Taciau dél
stipraus HcdE fermento slopinimo substratu, konversijos greitis yra
per mazas, kad ilgesné konversijos trukmé paveikty reakcijos
produkta 7-hidroksi-3,4-dihidrokumaring. Pastarasis junginys yra
ciklinis laktono esteris, kuris yra daug reaktyvesnis nei jo acikliniai
analogai. Be to, jis turi prijungta fenilo zieda ir tai, kad jis yra fenolio
esteris, 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinas yra zymiai reaktyvesnis Su
hidroksilo anijonais, dél kuriy misy analizuojamas reakcijos
produktas hidrolizuojasi, susidarant 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rag§ciai.

Apibendrinant, Siame darbe pateikiame 7-hidroksikumarino
katabolizmo kelig Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijose (20 pav.). Buvo
iSskirti ir nustatyti nauji metabolitai ir genai, atsakingi uz 7-
hidroksikumarino skaidyma. Miusy rezultatai rodo, kad 7-
hidroksikumarino skaidymas Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijose
sudaro atskirg metabolizmo kelia, lyginant su anksciau aprasytais
kumarino katabolizmo keliais Pseudomonas, Arthrobacter ir
Aspergillus mikroorganizmuose *°. Buvo isskirtas ir identifikuotas
naujas uz 7-hidroksikumarino redukcija atsakingas genas. Nustatéme,
kad 7-hidroksikumarino redukcija P. mandelii 7HK4 bakterijose
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vyksta pagal panasy metoda, kaip ir anks¢iau apibtidintuose kumarino
katabolizmo keliuose Pseudomonas sp. 30-1 ar Aspergillus niger
ATCC 11394 10,14. Taciau 7THK4 bakterijos naudoja unikaly, nuo
NADPH priklausomg alkoholio dehidrogenazés Seimos baltyma HcdE
7-hidroksikumarino laktono ziedo C-3/C-4 dvigubo rysio redukcijai,
susidarant 7-hidroksi-3,4-dihidrokumarinui. Siame darbe aprasyta
HcdE dehidrogenazé turi mazai gimininga pirmin¢ seka Su anksciau
apibudintu fermentu, susijusio su struktairiskai panasaus substrato 8-
hidroksikumarino skaidymu P. putida 86 bakterijose.

COOH
S
HcdE [
HO (o) [} HO Q o] HO OH
1

Hch

o
COOH HO COOH
HedC HCdB
=% -COOH ™ “
. COOH oH
OH
+

HOOC//\\“/COOH

7
20 pav. 7-Hidroksikumarino metabolizmas Pseudomonas sp. 7THK4
lastelés. 1 —  7-hidroksikumarinas; 2 —  7-hidroksi-3,4-
dihidrokumarinas; 3 — 3-(2,4-dihidroksifenil) propano rugstis; 4 — 3-
(2,3,5-trihidroksifenil) propano riigstis; 5 — (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-
oksonona-2,4-dieno dirtigstis; 6 — (E)-2-hidroksi-4-oksopent-2-enoiné
rigstis; 7 — gintaro rugstis; HcdA — 3-(2,4-dihidroksifenil) propano
rugsties 1-monooksigenazé¢; HcdB -  3-(2,3,5-trihidroksifenil)
propano rugsties 1,2-dioksigenazé; HcdC — tariama (2E,4E)-2,4-
dihidroksi-6-oksonona-2,4-dieno dirtgsties hidrolazé; HcdE — 7-
hidroksikumarino reduktazé. Bruksniné rodyklé nurodo hipoteting
reakcija.
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Be to, buvo jrodyta, kad Pseudomonas sp. 7HK4 bakterijos
naudoja unikalig flaving suriSancig ipso-hidroksilaz¢ 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragsties aromatinio ziedo oksidacijai. Nei
vienas i§ Siame tyrime apraSyty baltymy neturi auksStos Seky
homologijos su anksciau apibiidintais fermentais, susijusiais su
struktiriskai panasiy substraty, tokiy kaip 3-(2-hidroksifenil) propano
rigsties skaidymu Rhodococcus sp. V49 bakterijose ¢, 3-(3-
hidroksifenil) propano ir 3-hidroksicinamono riigséiy skaidyme E.
coli K-12 8, Comamonas testosteroni TA441 * ir R. globerulus
PWD1 bakterijose %%, ar net 4-hidroksifenilacetato skaidyme E. coli W
bakterijose 7°. Miisy rezultatai suteikia i§ esmés naujg supratimg apie
hidroksikumariny skaidymo kelius dirvozemio mikroorganizmuose.
Be to, atrastos naujos bakterijos ir fermentai gali biti toliau
naudojami, kuriant naujus pramonei naudingus biokatalizinius
procesus.

63



ISVADOS

Pseudomonas mandelii 7HK4 bakterijy hcd geny sankaupa
koduoja  7-hidroksikumarinui  skaidyti  reikalingus
fermentus.

. Nuo NADPH priklausoma alkoholio dehidrogenaz¢ HcdE
redukuoja  7-hidroksikumaring  iki  7-hidroksi-3,4-
dihidrokumarino.

Ipso-monooksigenazé HcdA oksiduoja 3-(2,4-
dihidroksifenil) propano ragstj iki 3-(2,3,5-trihidroksifenil)
propano rugsties.

. HcdB  ekstradioliné dioksigenazé oksiduoja 3-(2,3,5-
trihidroksifenil) propano rugstj i (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-
oksonona-2,4-dieno diragst;.

. Tariama hidroksimukono semialdehido hidrolazé HcdC

hidrolizuoja (2E,4E)-2,4-dihidroksi-6-oksonona-2,4-dieno
diragstj.
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SUMMARY

Coumarins are well known secondary metabolites widely found in
various plants. However, a degradation of those compounds in the
environment is not studied in detail. A soil isolate Pseudomonas
mandelii  7HK4 is able to degrade 7-hydroxycoumarin
(umbelliferone), but the enzymes catalyzing its transformations have
not been characterized. To elucidate the pathway of catabolism of 7-
hydroxycoumarin, 7-hydroxycoumarin-inducible genes hcdA, hcdB,
hcdC, hedD, hedE, hedF, and hcdG have been identified by an RT-
gPCR analysis and protein MS-MS analysis. The DNA fragment
encoding a putative alcohol dehydrogenase HcdE has been cloned,
and the recombinant protein catalyses the NADPH-dependent
reduction of 7-hydroxycoumarin both in vivo and in vitro. The reaction
product has been isolated and characterized as 7-hydroxy-3,4-
dihydrocoumarin, which proceeded through hydrolysis in aqueous
solution resulting in formation of 3-(2,4-dihydroxyphenyl) propionic
acid based on HPLC-MS and NMR analyses. Further, bioinformatic
analysis has shown that the hcdABC genes encodes a flavin-binding
hydroxylase (HcdA), an extradiol dioxygenase (HcdB), and a putative
hydroxymuconic semialdehyde hydrolase (HcdC). The analysis of the
recombinant HcdA activity in vitro has confirmed that this enzyme
belongs to the group of ipso-hydroxylases. The activity of the proteins
HcdB and HcdC has been analysed by using recombinant E. coli cells.
Identification of intermediate metabolites allowed us to confirm the
predicted enzyme functions and to describe the downstream catabolic
pathway of 7-hydroxycoumarin via 3-(2,4-dihydroxyphenyl)
propionic acid pathway. HcdA catalyses the conversion of 3-(2,4-
dihydroxyphenyl) propionic acid to 3-(2,3,5-trihydroxyphenyl)
propionic acid through an ipso-hydroxylation followed by an internal
(1,2-C,C)-shift of the alkyl moiety. Then, in the presence of HcdB, a
subsequent oxidative meta-cleavage of the aromatic ring occurs,
resulting in the corresponding linear product (2E,4E)-2,4-dihydroxy-
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6-oxonona-2,4-dienedioic acid. Here, we have described a
Pseudomonas mandelii strain 7HK4 capable of degrading 7-
hydroxycoumarin via 3-(2,4-dihydroxyphenyl) propionic acid
pathway.
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