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SANTRUMPQOS

ArNO:2 — nitroaromatinis junginys

FAD - flavino adenino dinukleotidas

FMN - flavino mononukleotidas

NR — nitroreduktazé

Kcat — katalitiné konstanta

Kcat/Km — specifiskumo (bimolekuliné reakcijos grei¢io) konstanta
Ki — inhibicijos konstanta

Km — Michaelio konstanta

NADH - redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas

NADPH - fosforilintas redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas
Frp - Vibrio harveyi NADPH:flavino oksidoreduktazé

NfsA — Escherichia coli nitroreduktazé A

NfsB — Escherichia coli nitroreduktazé B

NHE - standartinis vandenilio elektrodas

NMNH — nikotinamido mononukleotidas

NQOL1 - NAD(P)H:chinonoksidoreduktaze



IVADAS

Nitroaromatiniai junginiai (ArNOy) yra vieni i§ didZiausiy ir svarbiausiy naudojamy industriniy
chemikaly grupiy. Jy naudojimas yra placiai paplites pramongje, farmacijoje (prieSmikrobiniai ir
antiparazitiniai agentai), zemés tkyje (pesticidai) bei karyboje (sprogmenys). Sie junginiai yra
organinés molekulés, kurios turi bent vieng nitro (—-N+(=0)O-) grupg, prijungta prie aromatinio arba
heterociklinio ziedo. Svarbiausia ArNO2 savybé yra jy nitro grupiy oksidacijos-redukcijos reakcijos,
kurias vykdo fiziologiniai substratai. Vieni i$ jy yra flavininiai fermentai, kurie aktyviajame centre
turi flavino adenino dinukleotida (FAD) arba flavino mononukleotida (FMN). Biitent Sios reakcijos

ir nulemia toksinj arba terapinj nitroaromatiniy junginiy poveikj bei jy biodegradacija.

ArNO> redukuoja FMN turinc¢ios bakterinés nitroreduktazés (NR, I (2e- redukcija) ir 11 tipo (1e-
redukcija)). Jos yra skirstomos j du tipus — deguoniui nejautrias nitroreduktazes (I tipas) ir deguoniui
jautrias nitroreduktazes (II tipas). Deguoniui nejautrios nutroreduktazés naudoja NADH arba
NADPH kaip redukuojancius substratus. Deguoniui nejautrios arba I tipo nitroreduktazes katalizuoja
nuo NADPH priklausomg nitroaromatiniy junginiy dvielektroning redukcija, susidarant nitrozo,

hidroksilamino ir amino dariniams.

Bakterinés deguoniui nejautrios FMN turinCios nitroreduktazés ir jy katalizuojama ArNO>
redukcija paskutiniu metu susilauké susidomeéjimo dél potencialaus jy panaudojimo aplinkos terSaly
biodegradacijos bei GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy) vézio gydymo sistemoje. Tam
tikslui ieSkomos tinkamos nitroreduktazés, kurios galéty vykdyti efektyvia provaisto, pavyzdziui,
CB1954, redukcija  jo aktyvig forma. Nenuostabu, kad paskutiniu metu itin padaugéjo tyrimy,
kuriuose ieSkoma bakteriniy nitroreduktaziy 1§ neatrasty Saltiniy. D¢l to ir §io darbo tikslas yra istirti
nezinomos TdsD grupés nitroreduktazés oksidacijos-redukcijos savybes ir jos katalizuojamos jvairiy

substraty reakcijos mechanizma.



Darbo tikslas:

Charakterizuoti menkai iStirtos TdsD nitroreduktazés katalizuojamos nitroaromatiniy ir
chinoniniy junginiy redukcijos mechanizmus.

Darbo uzdaviniai:

1.

Detalizuoti TdsD katalizuojamos nitroaromatiniy ir chinoniniy junginiy redukcijos
mechanizma.

Nustatyti TdsD kiekybinius struktiiros-aktyvumo rySius nitroaromatiniy ir chinoniniy
junginiy redukcijoje, palyginti juos su E. coli NfsA specifiskumu.

Jvertinti TdsD slopikliy NADP* ir dikumarolo jtakg reakcijai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Nitroaromatiniai junginiai
1.1.1. Gamtoje aptinkami nitroaromatiniai junginiai
Nors dauguma nitroaromatiniy junginiy néra sutinkami gamtoje, taciau jy yra aptinkamy ir kaip
bakterijy, gryby ar augaly metabolizmo S$alutiniai produktai (Winkler ir Hertweck, 2007).
Pavyzdziui, Streptomyces genties nariai gamina daug jvairiy antibiotiky, jskaitant tuos, kuriy
sudétyje yra nitroaromatiné grupé. Geriausiai Zinomas nitroaromatinis antibiotikas yra
chloramfenikolis  (2,2-dichlor-N-(1,3-dihidroksi-1-(4-nitrofenil))propan-2-il)acetamidas),  kurj
gamina Streptomyces venezuelae (1 pav.). Kiti antibiotikai turintys nitro grupe¢ ir aptinkami $ios
genties bakterijose yra: aureotinas (S. thioluteus), neoaureotinas (S. spectabilis), nitroimidazolas

azomicinas (S. eurocidicus) (Ju ir Parales, 2010).

Kai kurios Pseudomonas ir Burkholderia rasies bakterijos sintetina plataus profilio antibi-
otikus pirolnitring ir pioluteoring. Sie antibiotikai pasizymi prieigrybeliniu poveikiu (De Souza ir
Raaijmakers, 2003). Tuo tarpu jvair@is pirolomicinai yra sintetinami aktinomicetos Actinosporan-
gium vitaminophilum. Sie junginiai isiskiria ne tik savo fungicidiniu aktyvumu, bet jie naikina ir

kai kurias gramneigiamas ir gramteigiamas bakterijas (Ezaki ir kiti, 1981, 1983).

Tiesa, nitroaromatiniy junginiy metabolity aptinkama ne tik bakterijose — nitro grupe turintj
ksanting fidoloping sintetina j koralus panasts samangyviai Phidolopora pacifica (1 pav.). Butent

Sis junginys atsakingas uz gynyba prie$ parazitinius grybelius ir dumblius (Garcia ir Kiti, 2018).
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1 pav. Gamtoje aptinkamy nitroaromatiniy junginiy formulés.

Taip pat kai kurie Astragalus genties augalai taip pat sintetina nitroglikozidus kaip gynybos

mechanizma, kuriais apsinuodija daug galvijy kiekvienais metais (Anderson ir kiti, 1993).



1.1.2. Sintetiniai nitroaromatiniai junginiai

D¢l unikaliy nitro grupés cheminiy sgvybiy keletas nitroaromatiniy junginiy yra naudojami
didelés energijos sprogmenyse (2 pav.). Sioje oksidacijos bisenoje (+III) azoto atomas lengvai
priima elektronus ir taip leidzia nitroareno sprogmenims veikti kaip savaiminiais oksidatoriais.
Pikrino ragstis (1,3,5-trinitrofenolis) pirmg kartg buvo susintetinta 1771 m., ir véliau naudojama
dazy, kity sprogstamyjy medziagy, vaisty gamyboje (Ju ir Parales, 2010). Taciau dél pikrino riigsties
korozijos, jos reaktyvumo su metalais, smiigiams jautriy drusky susidarymo, ir nepilno detonavimo

jos naudojimas buvo ribotas.

PrieSingai nei pikrino riigstis, 2,4,6-trinitrotoluenas (TNT) yra chemiskai stabilus ir nejautrus
smigiams. Nors TNT buvo pladiai gaminamas nuosekliai nitrinant tolueng ir buvo placiai
naudojamas per abu pasaulinius karus, Siaurés Amerikoje jis nebéra gaminamas dél aplinkos
uzterStumo ir patvarumo gamybos vietose problemy. TNT yra toksiskas, ilgalaikis TNT poveikis
peléms ir ziurkéms sukélé anemija, kepeny pazeidimus, sumazéjusig eritrocity koncentracija,

splenomegalija ir vézj (Dilley ir Kiti, 1982; Wyman ir Kiti, 1992; Levine ir Kiti, 1984, 1990).

I$ véliau susintetinty TNT analogy galima i$skirti kelis: tetrilas (2,4,6-trinitrofenil-N-metilni-
traminas) ir pentrilas (2,4,6-trinitrofenil-N-nitraminoetilnitratas), 1,3,6,8-tetranitrokarbazolas
(TNC), 4,6-diamino-5,7-dinitrobenzofuroksanas (CL-14), 5-nitro-1,2,4-triazol-3-onas (NTO), 5-ni-
tro-1,2,4-triazol-3-aminas (ANTA) ir 4,5,6,7-tetranitrobezimidazol-2-onas (TNBO) (Cénas ir kiti,
2009).
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2 pav. Sintetiniy nitroaromatiniy junginiy formulés.

Nemaza dalis ArNOz2 susidaro pramongje, kur jie yra poliuretany ir pesticidy, pavyzdZziui, para-
tiono (dietil-p-nitrofenilmonotiofosfatas) ir dinosebo (2-sec-butil-4,6-dinitrofenolis), sintezés
produktai (Roldan ir Kiti, 2008). Tiesa, dél §iy pesticidy aromatiniy ziedy pakaity elektronodon-
oriniy efekty —NO> grupiy redukcija yra labai léta, todél Siy junginiy poveikis néra susij¢s su ni-
trogrupés reakcijomis. Mono- ir dinitrofenoliai susidaro plastiky, dazy, tirpikliy ir vaisty sintezéje

(Hartter, 1985; Spain, 1995; Peres ir Agathos, 2000).



1.2. Nitroreduktazés

Bakterinés nitroreduktazés yra skirstomos j deguoniui nejautrius (I tipo) ir deguoniui jautrius
(Il tipo) fermentus, kurie ArNO2 atitinkamai redukuoja dvi- ir vienelektroniniu budu. Vienel-
ektroniné ArNO; redukcija vyksta susidarant jy nitroanijono radikalams. Sie fermentai pirmiausiai
buvo aptikti E. coli (Peterson ir kiti, 1979) ir keliose Clostridium raisyse (Angermaier ir Simon,
1983), taCiau néra gerai biochemiskai charakterizuoti. I tipo arba deguoniui nejautrios nitroreduk-
tazés katalizuoja nuo NAD(P)H priklausoma ArNO2 dvielektroning redukcija. Jos metu susidaro
nitrozo, hidroksilamino ir amino dariniai (Peterson ir kiti, 1979). Sios nitroreduktazés yra charakter-
izuotos gerokai labiau nei II tipo arba deguoniui jautrGs fermentai. Pagal E. coli nitroreduktaziy
amino rugs¢iy sekas, jy homologai kitose bakterijose yra skirstomi j A, B ir C grupes, i$ kuriy C
grupés nitroreduktazés yra itin menkai istirtos, o jy redukcijos mechanizmai néra gausiai detalizuoti
(Bryant ir Kiti, 1981). B grupés nitroreduktazés yra Zinomos geriausiai, taciau paskutiniu metu ir A

grupés fermenty mechanizmai taip pat yra vis labiau detalizuojami.
1.2.1. Bakterinés A grupés deguoniui nejautrios nitroreduktazés

Tarp A grupés nitroreduktaziy geriausiai iStirtas narys yra E. coli NfsA. NfsA gali redukuoti
platy substraty spektra — pavyzdziui, flavinus (FAD, FMN ir riboflaving), nitroaromatinius junginius
(nitrofurazong, nitrofurantoing, nitrobenzenus, 4-nitroaniling), fericianidg, chinonus, azo daZus,
metileno mélj (Zenno ir kiti, 1996). Sis fermentas taip pat redukuoja ir potencialy priesnavikinj
agenta CB1954 j 4-hidroksilaming, kuris sukelia navikiniy lgsteliy Zitj ,,suriSdamas® DNR. NfsA
katalizuojama nitrofurazono redukcija vyksta pagal ,,ping-pong* mechanizma, o Sioje reakcijoje

greit] limituoja oksidaciné pusiaureakcija (Zenno ir Kiti, 1996).

Buvo nustatyta, kad NfsA nitroaromatiniy junginiy redukcija vykdo dviem Zingsniais iki hi-
droksilamino darinio (3 pav.), susiformuojant tarpiniam nitrozo junginiui bei antrajai stadijai vyk-

stant nefermentiskai (Valiauga ir kiti, 2018).
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3 pav. Ar-NHOH fermentinio (a) ir nefermentinio (b) susidarymo i§ Ar-NO keliai.

Neseniai buvo gauti 1.09 A rezoliucijos rentgenostruktiiriniai NfsA duomenys su substratu
nitrofurantoinu (Day ir kiti, 2021), kurie atskleidé, kad kiekviename fermento subvienete yra du
domenai. Pagrindinis domenas yra sudarytas i§ 4 beta juosty, kurios yra apsuptos alfa spiraliy, o
kitas domenas, kurj sudaro 165-210 baltymo sekoje esancios aminoriigStys turi vieng ilgesne spiralg
G ir viena trumpesng H. Salia kiekvieno subvieneto ilgiausios spiralés E yra ir FMN kofaktoriai. Sie
du FMN kofaktoriai yra 27 A atstumu vienas nuo kito hidrofobinéje kisenéje, apsupti teigiamai
ikrauty grupiy (Day ir kiti, 2021). Abu FMN kofaktoriai sgveikauja su abiem subvienetais vandeni-
liniais rysiais ir van der Waalso sgveikomis. Nitrofurantoinas jungiasi statmenai FMN ziedui, o jo
imidazolidino Ziedas, bet ne redukuojama nitro grupé atsiduria vir§ centrinio FMN ziedo (3 pav.).
Taip pat vandeniliniy rySiy tinklas susiformuoja tarp ligando, FMN ribitilo grandinés ir abiejy sub-
vienety, kuriame dalyvauja Argl5, Lys167 ir Arg225 aminortigstys i§ vieno subvieneto ir Ser41 1§
kito subvieneto. Prisijungus aktyviajame centre nitrofurantonui stebimi menki fermento konforma-
ciniai poky¢iai, i§skyrus vieng pavirSing kilpg (203-211 aminortigStys) tarp G ir H spiraliy (Day ir
kiti, 2021).
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4 pav. NfsA kristaliné struktiira su nitrofurantoinu. (a) NfSA struktiira esant nitrofurantoinui

(b, ) Nitrofurantoino sgveikos su NfsA aktyviuoju centru (Day ir kiti, 2021).

Tuo tarpu 2.1 A rezoliucijos NfsA rentgenostruktiiriniuose duomenyse su NADP* (White ir
kiti, 2022) matoma, kad Sio kofaktoriaus adenozino grupé risasi saveikauja stirpiai su fermentu, kai
nikotinamido pusé yra gana mobili. Abu B ir D subvienetai su NADP* persikloja 0.17 A atstumu
vienas nuo kito (5 pav.). Pirofosfatiné grupé su paciu baltymu nesgveikauja, o adenozinribozés
ziedas sudaro tik kelias van der Waalso sgveikas, daugiausiai su Argl5. 2" fosfato grupé ir adenino
ziedas sagveikauja tik su keliomis aminortigStimis i§ 202-211 kilpos. 2° fosatiné grupe taip pat
uzmezga vandenilinius rySius su Arg203, Arg208 ir Lys167 aminortig§timis. Adenino Ziedas sufor-
muoja vandenilinius ry$ius su Ser205 ir Asn206 molekulémis, o su Tyr199 ir Arg203 — van der
Waalso sgveikas. Aminortgstys saveikauja ir tarpusavyje — Tyr199, Ser205 ir Asn206 sudaro vande-
nilinius rySius su Arg203, o Tyr200 su Arg208 uzmezga van der Waalso saveikg su NADP™* 2°
fosfatine grupe.
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(A)

(B)

5 pav. NfsA struktira su NADP*. (A) Juostos diagrama, rodanti NfsA pagrindg ir subvienety
orientacijg struktiiroje, kurioje yra NADP™. (B ir C) Dvi NADP?* struktiiros orientacijos, susietos su

NfsA, parodytos uzdengtos ant struktiiros, nesant ligandy (White ir kiti, 2022).

Dar vienas gerai iStirtas A grupés nitroreduktaziy atstovas yra bioliuminescuojanciy bakterijy
Vibrio harveyi 26 kDa NADPH:flavino oksidoreduktazé (Frp). D¢l to spéjama, kad siy E. coli
notroreduktaziy Seima yra evoliuciSskai gimininga liuminescuojanéiy bakterijy flavino reduktaziy
$eimai. Siy baltymy funkcija yra naudojant NADPH kaip kofaktoriy katalizuoti flavino redukcija i
dihidroflaving, kuris po to dalyvauja liuciferazes katalizuojamoje liuminescencijoje (Lei ir kiti,
1994). Analogiskai NfsA, Sis fermentas redukuoja nitroaromatinius junginius, chinonus ir FMN
(Zenno ir kiti, 1996, 1998), tiesa, Frp atveju FMN yra zZymiai grei¢iau reduokuojmas nei lyginant su
kitais fermentais. NfsA ir Frp struktarinj ir funkcinj artumg demonstruoja tai, kad NfsA GIu99Gly
mutantas FMN redukuoja net 50 karty greicau, kai tuo tarpu kiti oksidatoriai redukuojami panasiu
grei¢iu (Zenno ir kiti, 1998). Taip pat yra nustatytas ir Frp oksidacijos redukcijos potencialas, E% =

-0.255 V (Lei ir kiti, 2005), kuris gali biiti kaip atskaitos taSkas ir kitiems Sios grupés fermentams.
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Nustatyta, kad galima $io fermento oksidacijos redukcijos pusiausvyra su NADP*/NADPH pora,
t.y., fermentas gali buti reoksiduotas NADP™, ta¢iau neaisku kokiu grei¢iu (Lei ir kiti, 2005).

1.2.2. Bakterinés B grupés deguoniui nejautrios nitroreduktazés

Geriausiai istirtas batkeriniy nitroreduktaziy B grupés atstovas yra Escherichia coli NfsB. Sis
fermentas yra FMN turintis 2 x 24 kDa homodimeras, kurio monomeras yra sudarytas i§ 5  juosty,
apsupty o spiralémis (6 pav.). NfsB issiskiria tuo, kad redukcijai gali naudoti tiek NADH, tiek
NADPH (Lovering ir kiti, 2001). Fermentas redukuoja nitroaromatinius junginius pagal ,,ping-
pong* mechanizma, o maksimalus greitis virsija 500 s esant pH 7.0 ir 25 °C (Race ir kiti, 2005).
Substrato nitrofurazono redukcijos maksimalus greitis, gautas ekstrapoliuojant prie begalinés
NADH koncentracijos, yra lygus 255 s (Race ir kiti, 2005), kas rodo, kad oksidaciné pusiaureakcija
yra limituojanti stadija. Esant fiksuotai NADH koncentracijai, jvairiy elektrony akceptoriy redukci-
jos maksimaliis greiciai skiriasi keliasdeSimt karty (Zenno ir kiti, 1996). Nitrobenzeno ir nitrozoben-
zeno redukcijos E. coli NfsB tyrimai parodé, kad pastarasis yra redukuojamas 2-3 X 10* greic¢iau, nei
nitrobenzenas (Race ir kiti, 2005). Todél §i reakcija turi vykti spontaniskai, o limituojancia stadija
turi buti ArNO> redukcija | ArNO. NfsB taip pat redukuoja jvairius substratus — fericianida, 1,4-

benzochinong ir menadiong, nitrofuranus ir flavino darinius (Zenno ir Kiti, 1996).

6 pav. Escherichia coli NfsB erdviné strukttira (Lovering ir kiti, 2001)

Rentgenostruktiiriniais E. coli NfsB duomenimis, FMN izoaloksazino ziedas yra lokalizuotas

tarpsubvienetiniame domene. Kai prie fermento prisijungia NAD(P)H, is vienos pusés nikotinamido
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ziedas sgveikauja su Phe124° i§ kito subvieneto, o i$ kitos — su izoaloksazino Ziedu. Su nikotinamido,

ir izoaloksazino ziedais sgveikauja ir aminortugstis Ser39(40) (Johansson ir kiti, 2003).

Oksiduojantys substratai FMN izoaloksazino ziedg gali pasickti dviem kanalais: (A) — Lys14,
74, Serl2 srityje, ir (B) — Phel24, Asn71, Gly166 srityje. CB1954 prisijungimo kompiuterinio mod-
eliavimo tyrimai parod¢, kad §is nitroaromatinis junginys priartéja prie FMN per kanalg B, o jo n-n
sgveika su izoaloksazinu turéty biiti stabilizuojama papildomos sgveikos su kitoje CB1954 puséje

atsidurian¢iu Phel24 (Parkinson ir kiti, 2000).

Taip pat buvo pastebéta, kad NfsB Phe124Ser mutante gerokai padidéja riboflavino redukcijos
greitis, kai nitro grupés ar chinony redukcijos greitis beveik nekinta (Zenno ir kiti, 1996). Tai rodo,
didelio tario substratams Phel24 liekana blokuoja pri¢jima prie fermento aktyviojo centro (Parkin-
son ir Kiti, 2000; Race ir kiti, 2005). Universalus nitroreduktaziy inhibitorius dikumarolas slopina
NfsB kaip konkurentinis slopiklis NADH 10 uM (0.01 M Tris-HCI, pH 7.0 (Race ir kiti, 2005) arba
(Ki=2 uM (0.1 M fosfatas, pH 7.0 (Anlezark ir kiti, 1992) ir kaip bekonkurentinis slopiklis nitrofu-
razonui arba menadionui. I$ to galima padaryti iS§vada, jog dikumarolas efektyviau jungiasi prie

oksiduotos NfsB formos.

Dar viena gerai iStirta B grupés nitroreduktazé yra 27 kDa molekulinés masés Enterobacter
cloacae NR. Jdomu, jog $is fermentas gali naudoti kaip elektrony donorg ne tik NADPH ir NADH,
bet ir NMNH, nors NMNH yra net 10 karty maziau efektyvesnis nei NADH (Koder ir Miller, 1998).
D¢l to manoma, kad $i nitroreduktaze tik silpnai sgveikauja su NAD(P)H adenino grupe. Tai pat-
virtina ir fermento nejautrumas slopinimui ADP-riboze. E. cloacae NR taip pat pasizymi ir placiu
substraty spektru, redukuodama flavino darinius, jvairius nitroaromatinius junginius ir chinonus.
Taip pat nustatyta, kad fermentas redukuoja TNT j jo dihidroksilamino darinj, o nitroaromatiniy
junginiy redukcijos log keat/Km didéja, didéjant jy redukcijos potencialui (El7) arba juy laisvyjy
radikaly ar hidrido adukty (ArN(OH)O") reakcijy susidarymo entalpijoms. Tuo tarpu chinony, iSsky-
rus 2-hidroksi-1,4-naftochinono darinius, reaktingumas yra mazesnis nei nitroaromatiniy junginiy
su tomis pa¢iomis E*7 vertémis (Nivinskas ir kiti, 2001, 2002). Fermento stacionarios reakcijos vyk-
sta pagal ,,ping-pong‘ mechanizma, 0 kai kada Kcat prie begaliniy NADPH koncentracijy virsija 1000
s ty., ,.sustabdytosios srovés* galimybes (Nivinskas ir Kiti, 2001). Esant fiksuotoms NAD(P)H
koncentracijoms jvairiy elektrony akceptoriy atveju Keat Yra skirtingos (Nivinskas ir kiti, 2001). Tai

rodo, kad limituojanti stadija yra oksidaciné pusiaureakcija. Tuo tarpu analizuojant fermento
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slopinimo mechanizmus, buvo atrasta, kad dikumarolas veikia kaip konkurentinis slopiklis

NAD(P)H atzvilgiu (K; = 62 nM) (Nivinskas ir kiti, 2001).

Jdomu ir tai, kad yra nustatytas E. cloacae nitroreduktazés FMN standartinis oksidacijos re-
dukcijos potencialas pH 7.0 (E®%), kuris lygus -0.19 V, o jo semichinoniné forma yra ypatingai
nestabili, ~0.01% pusiausvyroje (Haynes ir kiti, 2002). Rentgenostruktiirinés analizés duomenimis,
unikalus §io fermento bruozas yra lenkta per N5-N10 asj FMN izoaloksazino struktiira, nukrypstanti
nuo plokstumos per 16° (Haynes ir kiti, 2002). Redukuotoje biisenoje $is iSsilenkimas padidéja iki

25° (7 pav.).

7 pav. E. cloacae NR FMN grupés padétis trijose fermento struktiirose. Raudona spalva zymi

redukuotg buseng (Haynes ir Kiti, 2002).

Manoma, kad $i ploksc¢ios konformacijos destabilizacija lemia ypatingai didelj $io fermento
semichinono nestabiluma. Biitent tai galimai ir nulemia dvielektroning nitroaromatiniy ir chinoniniy

junginiy redukcija $iuo fermentu, o taip pat galimai ir kitomis nitroreduktazémis.
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1.3. Nitroaromatiniy junginiy panaudojimas j genus nukreiptoje fermentinéje

provaisty terapijoje (angl. GDEPT).

Gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) - j genus nukreipta fermentiné provaisty tera-
pija. Tai vézio terapijos rusis, apimanti genetiSkai modifikuoty Igsteliy naudojima, siekiant sel-
ektyviai aktyvuoti provaistg navikinése lastelése, kad naviko lastelés mirty ir biity i§saugomos nor-
malios lastelés. GDEPT veikia jvedant | naviko lasteles arba netoliese esancias normalias Igsteles
geng, koduojant] fermentg, pavyzdziui, baktering nitroreduktaze. Fermentas netoksiskg provaista

pavercia aktyvia citotoksine medziaga, kuri naikina naviko lasteles (8 pav.) (Prosser ir Kiti, 2009).

-

Vector

L

expression of

%@Mag @

L7 induction of
SOS response

NTR H

2-hydroxylamine

N
CcB1954 2.\

8 pav. CB1954 redukcijos iki genotoksinio 2-hidroksilamino darinio ir jo sukeltos DNR pazaidos
schema (Prosser ir kiti, 2009).

Susidoméjimas CB1954 (5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamidas) kaip galimu GDEPT agentu
pakilo po to, kai buvo pastebéta, jog Escherichia coli NfsB gali ji redukuoti 100 karty grei¢iau nei
kitas flavininis fermentas - NAD(P)H:chinono oksidoreduktazé (NQO1 arba DT-diaforazé)
(Anlezark ir kiti, 1992). Tokiu atveju biity galima padidinti vézio Igsteliy jautrumg CB1954, | jas

prista¢ius vektoriy su E. coli nfsB genu ir po to leidziant provaista.

16



Sis metodas pasiekeé ir ikiklinikinius tyrimus (Djeha ir kiti, 2000; Lukashev ir kiti, 2005), ta¢iau
NfsB vis tiek rodé gana zemg efektyvumg kaip CB1954 redukuojantis fermentas. Be to, CB1954
koncentracijos kraujo plazmoje klinikiniuose tyrimuose (Chung-Faye ir kiti, 2001) buvo 100-500
karty mazesnés nei anks¢iau nustatytos NfsB Kn vertés (Anlezark ir kiti, 1992). D¢l to buvo pradéta
ieskoti naujy metody, kurie galéty padidinti Sios terapijos efektyvuma: buvo sintetinami nauji ni-
troaromatiniai provaistai, kurie turéjo buti geresni substratai NfsB (Anlezark ir kiti, 1995; Hu ir Kiti,
2003), buvo vystomi labiau augliams tinkami vektoriai (Johnson ir kiti, 2002; Lemmon ir Kiti, 1997)
ir vykdomos specifinés fermento mutacijos. Labai auk§ta CB1954 Km su laukinio tipo NfsB reiskia,
kad pagerinus kinetinius parametrus gali gerokai biiti padidinama ArNO2 klinikiniy tyrimy sékmé
GDEPT terapijoje. NfsB mutantai po mutagenezés rodydavo gerokai didesnj aktyvuma CB1954 ir
geresnes kinetines konstantas nei laukinio tipo fermentas ir buvo stebimas 17 karty didesnis vézio
lasteliy jautrumas CB1954 (Jaberipour ir kiti, 2009). NfsB homologai i$ kity bakterijy taip pat
pasizymédavo didesniu aktyvumu nei E. coli fermentas (Emptage ir Kiti, 2009; Theys ir Kiti, 2006).

Nors NfsB ir buvo pagrindinis taikinys ArNO2 GDEPT tyrimams, tac¢iau buvo pradéta tirti ir
kitos fermenty Seimos. Bacillus amyloliquefaciens NR YwrO yra viena i§ jy, kuri pasizyméjo dideliu
efektyvumu CB1954 redukcijoje ir véziniy lasteliy zutyje (Theys ir kiti, 2006; Anlezark ir kiti,
2002). E. coli chromato reduktazé YieF ir NbzA, NR i§ Pseudomonas pseudoalcaligenes taip pat
buvo iSbandomos kaip alternatyva NfsB fermentui (Barak ir Kkiti, 2006; Berne ir Kiti, 2006). Tiesa,
paskutiniu metu daugiausiai démesio susilauké E. coli NfsA (Vass ir kiti, 2009).

1.4. TdsD Seimos NAD(P)H-flavino oksidoreduktazés

TdsD Seimos nitroreduktazés yra itin mazai iStirti fermentai, kurie ir patrauké susidoméjima kaip
alternatyva GDEPT terapijoje. Paenibacillus bakterijose aptikta oksidoreduktazé buvo klonuota j E.
coli ir nustatyta jos moliné masé — 22 kDa (Ishii ir kiti, 2000). Sis fermentas pasizyméjo menka
homologija su kitomis B grupés nitroreduktazémis — atitinkamai 30 %, 27 % ir 26 % su E. cloacae
NR, Salmonella typhimurium NR ir E. coli NfsB. Yra zinoma, kad Siose NR yra i$laikomos dvi
aminortugsciy sekos (I ir I regionai) (Zenno ir kiti, 1994), ir pastebéta, kad Sis TdsD fermentas taip
pat turi homologiSka seka I regionui, taciau neturi II regionui (Ishii ir kiti, 2000). Kitas i§saugotas
Gly-X-Gly-X-X-Gly motyvas (Bryant ir kiti, 1991) yra svarbus NAD(P)H ri§imgsi prie aktyvaus
centro, tatiau Siame TdsD fermente jis taip pat nebuvo i§saugotas. Sios TdsD NR substraty spektras
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irgi nebuvo placiai istirtas, bet buvo gauta, kad fermentas gali redukuoti dibenzotiofeng ir jo darinius
(Ishii ir kiti, 2000).

18



2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Fermentai ir reagentai

. Nezinoma TdsD nitroreduktazé buvo isskirta i§ Naujosios Zelandijos vulkaninés kilmés
dirvozemio méginiy ir klonuota j E. coli plazmides, po to auginant kultiiras su antibiotiku nikloza-
midu, kuris yra inaktyvuojamas bakteriniy nitroreduktaziy. Sis fermentas yra gautas i§ Dr. David
Ackerley (Viktorijos universitetas, Velingtonas, Naujoji Zelandija). Fermento koncentracija buvo

nustatyta spektrofotometriskai pagal e460 = 10.9 mM* cm™.

. Nitroaromatiniai junginiai 2,4,6-trinitrofenilmetil-N-nitraminas (tetrilas), 2,4,6-trinitrotolu-
enas (TNT) ir 2,4,6-trinitrofenil-N-metilaminas (N-metilpikramidas) susintetinti dr. Jono Sarlausko
(VU Biochemijos institutas); CB1954 buvo susintetinta dr. Vandos Miskinienés (VU Biochemijos
institutas); p-, 0-, m-dinitrobenzenai, nifuroksimas, nitrofurantoinas, p-nitroacetofenonas, p-nitro-

benzaldehidas, p-nitrobenzenkarboksi rtigstis ir nitrobenzenas gauti i§ Sigma-Aldrich.

. Chinoniniai junginiai fenantrenchinonas, 2-hidroksinaftochinonas, 2-metilbenzochinonas,
2,6-dimetilbenzochinonas, juglonas, naftazarinas, naftochinonas, benzochinonas, 2,3-dichlor-
naftochinonas, 1,8-dihidroksiantrochinonas, antrachinon-2-sulfoksi rtgstis, 3-metil-2-hidroksin-

aftochinonas, durochinonas, 1,4-dihidroksiantrachinonas gauti i§ Sigma-Aldrich.

. NADP*, NADPH, dikumarolas, Cibakrono mélis, gliukozés 6-fosfatas, gliukozés 6-fosfato
dehidrogenazé gauti i§ Sigma-Aldrich.

2.2. Metodai

. Nitroaromatiniy ir chinoniniy junginiy redukcija TdsD buvo stebima sprektrofotometru Cary
60 UV-Vis (Agilent Technologies) 0.1 M K-fosfato buferiniame tirpale (pH 7.0) 25 °C, esant 1 mM
EDTA. Buvo matuojami NADPH (100 uM) oksidaciniai grei¢iai (Aeaso = 6.2 mM*cm™). Kad juos
pamatuoti buvo kei¢iamos nitroaromatiniy ir chinoniniy junginiy koncentracijos (i§ viso 6 koncen-
tracijos, kiekviena i§ jy mazesné uz buvusigja 1.5 karto) ir stebima fermentinés reakcijos greicio
priklausomybé nuo nitroaromatiniy ir chinoniy junginiy koncentracijy. Kinetiniai reakcijy par-
ametrai, Keat Ir Keat/Km, atitinkantys Lineweaver-Burk grafiko ([E]/V nuo 1/[S], kur V yra reakcijos
greitis, [E] — fermento koncentracija ir [S] - substrato koncentracija) susikirtimg su y-a$imi ir atvir-
kstinj tiesés pasvirimo kampa, buvo skaiciuoti naudojant Sigmaplot 11.0 programa. kcat parodo

NADPH molekuliy skaiciy, oksiduoty fermento aktyvaus centro (FMN) per 1 s.
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. Nustatant ar reakcija vyksta nuosekliu ar ,,ping-pong* mechanizmu, buvo kei¢iamos tiek te-
trilo ar TNT, tieck NADPH (i$ viso 6 koncentracijos, i$ kuriy kiekviena 1.5 karto maZesné uz prading
100 uM NADPH koncentracijg) koncentracijos ir stebima fermentinés reakcijos greicio priklauso-

mybe.

. Nustatant reakcijos produkto NADP*, dikumarolo ar Cibakrono mélio inhibicijos pobiidj
NADPH atzvilgiu, buvo kei¢iama NADPH koncentracija (mazinant koncentracija po 1.5 karto)
esant pastoviam tetrilo kiekiui (100 uM) ir didinant dikumarolo (0 - 30 uM), NADP* (0 — 750 uM)
ar Cibakrono mélio (0 - 2 pM) koncentracija.

. Nustatant reakcijos produkto NADP" ar dikumarolo inhibicijos pobtdi tetrilo atzvilgiu, buvo
kei¢iama tetrilo koncentracija (mazinant koncentracija po 1.5 karto) esant pastoviam NADPH kie-
kiui (100 uM) ir didinant dikumarolo (0 - 30 uM) ar NADP* (0 — 750 uM) koncentracija.

. Tetrilo redukcija TdsD buvo atliekama esant NADPH regeneracijos sistemai (10 mM gliu-
kozés 6-fosfato, ir 2 mg/ml gliukozés 6-fosfato dehidrogenazés), registruojant absorbcijos spektra

200-700 nm intervale kas 5 min.
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3.

REZULTATAI

3.1. Nitroaromatiniy junginiy ir chinony stacionarios redukcijos TdsD tyrimas

Naudojant oksidatoriais vienus i$§ reaktingiausiy nitroaromatiniy junginiy - 2,4,6-trinitro-

fenilmetilnitraming (tetrilg) arba 2,4,6-trinitrotolueng (TNT) ir keiciant jy koncentracijas esant

pastovioms NADPH koncentracijoms, buvo gauta lygiagre€iy tiesiy serija Lineweaver-Burk koordi-

natése (9 ir 10 pav.). Tai rodo, kad reakcija vyksta pagal ,,ping-pong“ mechanizma. Siuo atveju
gauta, kad tetrilo Kea/Km lygi 5.7+0.6 x 10° M2s, TNT kea/Km lygi 6.6£0.5 x 10° M1s?, o NADPH
Keat/Km lygi 2.3£0.5 x 10° M52, 0 Keat lygi 5.7+0.5 st (tetrilas), ir 11.7+1 s (TNT).

.,
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9 pav. 40 nM TdsD vykdomos reakcijos grei¢iai, naudojant kintamas tetrilo (S) ir NADPH koncen-
tracijas. NADPH koncentracijos: (1) 200 uM, (2) 150 uM, (3) 100 uM, (4) 50 uM, (5) 30 uM, ir (6)

20 UM.

21



[EIV (s7)

1/[S] x 107 (v

10 pav. 40 nM TdsD vykdomos reakcijos greiciai, naudojant kintamas TNT (S) ir NADPH koncen-
tracijas. NADPH koncentracijos: (1) 200 uM, (2) 150 uM, (3) 100 uM, (4) 50 uM, (5) 30 uM, ir (6)
20 uM.

Taip pat Siame darbe buvo siekiama iSaiSkinti galimus nitroaromatiniy junginiy ir chinony re-
dukcijos TdsD nitroreduktaze kiekybinius strukttiros-aktyvumo rySius ir jy galima substratinj
specifiSkuma. Tam buvo naudoti jvairias funkcines grupes turintys abiejy grupiy oksidatoriai, tu-
rintys skirtingas vienelektroninés redukcijos potencialo (E'7) reikimes. Sis parametras atspindi oksi-
dacijos redukcijos pory chinonas/semichinono radikalas arba ArNO2/ArNOz~ oksidacinj pajéguma.
I$ viso buvo itirta 12 nitroaromatiniy junginiy, kuriy potencialas kito nuo -0.16 V iki -0.49 V ir 15
chinony, kuriy potencialas kito nuo -0.46 V iki +0.09 V. Buvo gauta, kad didéjant nitroaromatiniy
junginiy E!7 taip pat auga ir reakcijos bimolekulinés greic¢io konstantos (Keat/Km) (1 ir 2 lentelés, 11
pav.), ir néra stebima zZymi pakaity jtaka oksidatoriaus reaktingumui. Be to, nitroaromatiniai jungin-
iai tipiskai yra reaktingesni nei chinonai su tokiu pat E7 (11 pav.). Taip pat svarbu yra tai, kad 2-
hidroksi-1,4-naftochinono ir 3-metil-2-hidroksi-1,4-naftochinono kca/Km TdsD katalizuojamoje

reackcijoje yra anomaliai aukSta (11 pav.).
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1 lentelé. Nitroaromatiniy junginiy redukcijos kinetinés konstantos reakcijose su TdsD esant 100

uM NADPH (pH 7.0).

Junginys EL (V) Keat (5) Keat! Km (M1sh)
1. 2,4,6-Trinitrofenilmetilnitraminas

etitas) -0.16 5.9+1.0 5.7+0.6 x 105
2. 2,4,6-trinitrotoluenas (TNT) -0.25 5.6+0.8 6.6+0.4 x 10°
3. Nifuroksimas -0.26 9.3+1.4 2.3+0.7 x 10°
4. Nitrofurantoinas -0.26 8.6+2.0 3.2+0.3 x 10*
5. p-dinitrobenzenas -0.26 5.3+1.6 1.1+0.2 x 103
6. o-dinitrobenzenas -0.29 5.3+1.8 1.5+0.4 x 10°
7. p-nitrobenzaldehidas -0.32 2.240.5 9.8+0.6 x 10°
8. m-dinitrobenzenas -0.35 6.5+0.8 6.3+0.5 x 10*
9. p-nitroacetofenonas -0.36 3.6+0.5 7.0£0.5x 10°
10. CB1954 -0.39 1.8+0.4 8.2+0.9 x 103
11. p-nitrobenzenkarboksirtgstis -0.43 3.4+0.5 2.0+£0.5 x 10*
12. Nitrobenzenas -0.49 0.85+0.1 1.8+0.1 x 103

2 lentelé. Chinony redukcijos kinetinés konstantos reakcijose su TdsD esant 100 uM NADPH (pH
7.0).

Junginys E (V) Keat () Keat/ Km (M50
1. 1,4-benzochinonas 0.09 5.8+0.8 7.5£0.8 x 10°
2. 2-metil-1,4-benzochinonas 0.01 5.5+0.7 1.1+0.3 x 10°
3. 2,3-dichlor-1,4-naftochinonas -0.04 5.6+0.7 6.5+0.9 x 10°
4. 2,6-dimetil-1,4-benzochinonas -0.08 6.7+0.7 4.7+0.6 x 10°
5. 5-hidroksi-1,4-naftochinonas (juglonas) -0.09 10+1.5 1.5+0.2 x 108
6. 5,8-dihidroksi-1,4-naftochinonas -0.11 6.3+0.8 6.6+0.4 x 10°
7. 9,10-fenantrenchinonas -0.12 3.9+0.6 5.7£0.7 x 10°
8. 1,4-naftochinonas -0.15 6.4+0.8 9.3£1.0x 10°
9. 2-metil-1,4-naftochinonas (menadionas) -0.26 4.5+0.8 8.0+0.4 x 10*
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10. 2,3,5,6-tetrametil-1,4-benzochinonas -0.26 8.0+0.3 7.5+0.7 x 10*

(durochinonas)

11. 1,4-dihidroksi-9,10-antrachinonas -0.3 0.2£0.05  9.1+0.5x 10*
12. 1,8-dihidroksi-9,10-antrachinonas -0.33 0.075+0.01 3.8+0.7 x 10*
13. 9,10-antrachinon-2-sulfoksi ragstis -0.38 0.39+0.02 1.3+0.4x 10*
14. 2-hidroksi-1,4-naftochinonas -0.41 3.7+0.6 9.6+0.9 x 10°
15. 3-metil-2-hidroksi-1,4-naftochinonas -0.46 4.0£0.5 1.8+0.5 x 10°

(]
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log (kcat/Km)
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11 pav. Nitroaromatiniy junginiy (balti taskai) ir chinony (juodi taskai) Kcat/Km priklausomybé nuo

ju E'7 (V). Skaiciai atitinka junginiy numerius, paimtus i$ 1 ir 2 lentelés.

2-hidroksi-1,4-naftochinony substratinio specifiSkumo, kaip ir auksStesnio nitroaromatiniy
junginiy reaktingumo palyginus su chinonais, priezastys yra analogiskos A grupés E. coli NfsA ir E.
cloacae B grupés nitroreduktazés kinetiniams désningumams (Valiauga ir Kiti, 2017; Nivinskas ir
kiti, 2002). Taigi, galima teigti kad TdsD pasizymi panaSiu substratiniu specifiSkumu j $ias ni-

troreduktazes.
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3.2. Reakcijos slopinimo NADP*, dikumarolu ir Cibakrono méliu tyrimas

Siekiant detalizuoti TdsD katalizuojamos reakcijos mechanizma, buvo atlikta ir reakcijos

slopinimo analiz¢, slopinant dikumarolu (klasikiniu B grupés nitroreduktaziy slopikliu), ir reakcijos

produktu NADP*. Abiem atvejais tiek NADP™, tiek dikumarolas yra konkurentiniai slopikliai

NADPH atzvilgiu (12 ir 14 pav.) esant fiksuotai tetrilo koncentracijai. Jy Kj yra 900+60 uM ir

4.3+0.5 uM, atitinkamai. Tai rodo, kad $iy junginiy slopinantj poveikj daugiausiai lemia jy riSimasis

prie oksiduotosios fermento formos konkuruojant su NADPH. Esant fiksuotai NADPH koncentraci-

jai Sie junginiai veikia kaip bekonkurentinio tipo slopikliai (13 ir 15 pav.) tetrilo atzvilgiu. Tai irgi

rodo, kad abu $ie inhibitoriai daug efektyviau risasi prie oksiduotos fermento formos palyginus su

redukuotaja fermento forma.
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12 pav. Slopinimo mechanizmo tyrimas, esant 100 uM tetrilo ir 40 nM TdsD. (1) 0 uM dikumarolo
(2) 5 uM dikumarolo (3) 10 uM dikumarolo (4) 20 uM dikumarolo (5) 30 uM dikumarolo, variju-

ojama NADPH koncentracija.
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13 pav. Slopinimo mechanizmo tyrimas, esant 100 uM NADPH ir 40 nM TdsD. (1) 0 uM dikuma-
rolo (2) 5 uM dikumarolo (3) 10 uM dikumarolo (4) 20 uM dikumarolo (5) 30 uM dikumarolo,

varijuojama tetrilo koncentracija.
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14 pav. Slopinimo mechanizmo tyrimas esant terpéje 100 uM tetrilo ir 40 nM TdsD. (1) 0 uM
NADP™, (2) 125 uM NADP™, (3) 250 uM NADP", (4) 500 uM NADP*, (5) 750 uM NADP", vari-

juojama NADPH koncentracija.
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15 pav. Slopinimo mechanizmo tyrimas, terpéje esant 100 uM NADPH ir 40 nM TdsD. (1) 0 uM
NADP™, (2) 125 uM NADP™, (3) 250 uM NADP®, (4) 500 uM NADP" ir (5) 750 uM NADP",

varijuojama tetrilo koncentracija.

Galiausiai taip pat buvo nustatyta, kad Cibakrono mélis slopina TdsD kaip konkurentinis
slopiklis NADPH atzvilgiu, 0 K; yra lygi 0.82+0.1 uM (16 pav.)
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1/[NADPH] x 10 (M)

16 pav. Cibakrono mélio slopinimo mechanizmo tyrimas, esant terpéje 100 uM tetrilo ir 40 nM
TdsD. (1) 0 uM Cibakrono mélio, (2) 0.25 uM Cibakrono mélio, (3) 0.5 uM Cibakrono mélio, (4) 1
uM Cibakrono mélio, (5) 1.5 uM Cibakrono mélio, (6) 2 uM Cibakrono mélio, varijuojama NADPH

koncentracija.

3.3. Dvielektroniné nitroaromatiniy junginiy ir chinony redukcija TdsD

Nors deguoniui nejautrios nitroreduktazés redukuoja ArNO2 dvielektroniniu biidu susidarant
Jju ArNO ir ArNHOH dariniams, $is mechanizmas buvo nustatytas naudojant nedidel} skaiciy
junginiy. Taciau 2,4,6-trinitrofenilmetil-N-nitraminui (tetrilui) yra budinga ir vienelektroniné reduk-
cija zinduoliy NAD(P)H:chinonoksidoreduktaze (DT-diaforaze, NQO1) (Misevi¢iené ir kiti, 2006),

nors pastarasis fermentas kitus ArNO2 redukuoja tik dvielektroniniu badu:

—_— —

ON..CH, ON.CH, i M., CH,
ON NO, . |ON ~o,! HJer ON NO,
ﬁjr %ee "™ | |
L\ N )
> 1
~o, 05 O NO, J NO, NO,
Tetrilas N-metilpikramidas

17 pav. Vienelektroninés tetrilo redukcijos schema.
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Dél to nitroreduktaziy katalizuojamos reakcijos mechanizmas irgi turi biiti patikrinamas. Mes
nustatéme, kad esant NADPH pertekliui (300 uM), TdsD katalizuojamoje reakcijoje 50 uM TNT
oksiduoja apie 100 uM NADPH (AAz40 ~ -0.6) (18 pav.). Po to seka létesné oksidacijos fazé, artima
fermento NADPH oksidaziniam aktyvumui (18 pav.).

5
4
3
2
1
0.0 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
t, min

18 pav. 300 uM NADPH kinetika (stebima 340 nm), esant terpéje 50 uM tetrilo (1, 2) arba 50 uM
TNT (3,4) ir 400 nM TdsD. (1) 50 uM tetrilo, (2) 50 uM tetrilo ir 2 mM askorbo riigsties, (3) 50 uM
TNT, (4) 50 uM TNT ir 2 mM askorbo rtigsties, (5) TdsD oksidacinis aktyvumas.

Sie duomenys yra analogiski A grupés nitroreduktazés E. coli NfsA duomenims (Valiauga ir
kiti, 2017), ir rodo, kad TdsD redukuoja TNT j monohidroksilaming vykstant 4e” pernasai ir
susidarant tarpiniam nitrozo (ArNO) produktui. Sis tarpinis junginys po to gali biiti redukuojamas
fermentiniu baidu arba nefermentiskai, tiesiogiai reaguojant su NADH. Kadangi askorbo ragstis re-
dukuoja nitrozobenzeng zymiai didesniu grei¢iu k = 2800 M?s? (pH 7.0 (Ursi¢ ir kiti, 1998)) nei
NAD(P)H (k ~ 120 M1s' (Race ir kiti, 2005)), todél ji létina pradinj fermentinj NADPH oksidacijos
greitj TNT, ir lemia 1:1 TNT/NADPH reakcijos stechiometrija (AAss ~ -0.3, 18 pav.). 18 Pav.
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duomenys rodo, kad tokie patys désningumai ir askorbato poveikis yra budingi ir fermentiskai oksid-
uojant 300 uM NADPH su 50 uM tetrilo. Todél tetrilo redukcijai TdsD irgi turi bati biidingas pra-
dinis ArNO susidarymas, bet ne jo vienelektroninis N-denitrinimas (17 pav.), kas buvo pastebéta ir
A grupés E. coli NfsA nitroreduktazés atveju (Valiauga ir kiti, 2018). Taip pat apie redukcinio tetrilo
N-denitrinimo nebuvimg liudija ir tetrilo redukcijos produkty spektrai naudojant TdsD ir NADPH

regeneracijos sistema, kurie nesutampa su N-metilpikramido sugerties spektru (19 pav.).

Sugertis

250 300 350 400 450 500

Bangos ilgis, nm

19 pav. 100 uM tetrilo redukcijos spektriniai pokyc¢iai (1), esant 20 uM NADPH, 80 nM TdsD ir
NADPH regeneracijos sistemai (pH 7.0, 25 °C). Spektrai rasyti 120 min, pateiktas ir 100 uM N-
metilpikramido UV-VIS spektras (2).

31



REZULTATU APTARIMAS

Misy duomenys parodé, kad TdsD atlieka dvielektroning nitroaromatiniy junginiy ir chinony
redukcija, kas yra bidinga ir anks¢iau istirtai E. coli NfsA (Valiauga ir Kiti, 2017). Sis fermentas
katalizuoja reakcijg pagal ,,ping-pong“ mechanizmg* (9 ir 10 pav.). Be to, TdsD katalizei néra
budingas redukcinis tetrilo N-denitrinimas susidarant N-metilpikramidui (19 pav.). Kaip ir E. coli
NfsA nitroreduktazés atveju, buvo gauta, kad nitroaromatiniy junginiy (ArNO) reaktingumas
(Keat/Km) didéjo didéjant jy E7 (11 pav.). Tai rodo, kad nitroaromatiniy junginiy redukcija priklauso
tik nuo jo oksidacinio aktyvumo ir jy reaktingumas nepriklauso nuo junginio strukttiros. Tai gali bti
suderinama su daugiastadijiniu (e, H", €) hidrido perna$os mechanizmu ir greitj limituojancia
pirmojo elektrono pernasa (Marcus ir Sutin, 1985). TdsD redukuoja nitroaromatinius junginius ir
chinonus 6-8 kartus (1 ir 2 lentelés) 1é¢iau nei A grupés nitroreduktazé NfsA (Valiauga ir kiti, 2017).
Be to, abiem atvejais egzistuoja anomaliai aukstas 2-hidroksi-1,4-naftochinony reaktingumas. Sie
rezultatai néra suderinami su ,,iSorinés sferos* elektrony pernaSos modeliu (Marcus ir Sutin, 1985),
nes tokiu atveju chinony reaktingumas turi buti didesnis nei nitroaromatiniy junginiy dél jy zymiai
didesnés vidumolekulinés elektrony mainy konstantos (102 pries 10°) (Meotner ir Neta, 1986). Be
to, GDEPT terapijoje svarbaus CB1954 junginio kcai/Km redukcijos greitis su TdsD (8.2+0.9 x 103
M-1s) buvo gerokai maZesnis nei lyginant E. coli NfsA (6.5+0.9 x 10* M1s), dél ko TdsD panau-
dojimas Sioje terapijoje kelia abejoniy ir verta ieSkoti kity nitroreduktaziy, kurios efektyviau redu-
kuoty CB1954. Apibendrinus rezultatus galime teigti, kad TdsD galioja ir kitoms nitroreduktazéms

budingas oksiduojanciy substraty specifiSkumas.

Kalbant apie TdsD chinony ir nitroaromatiniy junginiy redukcijos mechanizma, reikia
pazyméti fermento slopinimg reakcijos produktu NADP* (12 ir 14 pav.). Anot misy duomeny
NADP* inhibicinis poveikis yra labiausiai lemiamas jo konkurencijos su NADPH dél ri§imosi vietos

oksiduotoje fermento formoje. Tod¢l fermento stacionari kinetika gali buti apraSoma Schema 1:
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1 schema. TdsD stacionarios kinetikos schema.

kur Eox, EoxP, ES, Ered yra atitinkamai oksiduotas fermentas, jo kompleksas su produktu
(NADP™), fermento-substrato kompleksas ir redukuotasis fermentas. Kadangi prie fiksuotos
NADPH koncentracijos reakcijos Keat yra skirtingos (1 ir 2 lentelés), limituojanti stadija grei¢iausiai
yra oksidaciné pusiaureakcija. Sios schemos pagrindu gauta stacionariosios kinetikos lygtis (1
lygtis) rodo, kad P (NADP*) turi veikti kaip bekonkurentinio tipo slopiklis oksidatoriaus (Q)
atzvilgiu, ir kaip konkurentinis slopiklis S (t.y. NADPH) atzvilgiu:

E 1 1 } R’_1 -.“fz (1 l'f_,-;_P_)
V kb Q| Kk Kq

1 lygtis. TdsD stacionarios kinetikos lygtis.

Nesant terpéje NADP* ([P] = 0), 1 lygtis supaprastéja j 2 lygtj, aprasancia paprasta ,,ping-

pong* kineting schema:
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2 lygtis. TdsD stacionarios kinetikos lygtis, kai [P]=0.

Misy tyrime taip pat buvo issiaiskinta, ar $i nitroreduktazé yra slopinama klasikiniu NR inhib-
itoriumi dikumarolu. Buvo parodyta, kad slopinimas vyksta (12 ir 13 pav.), bet gautoji dikumarolo
Ki (4.3 uM) yra didesné, nei kitose bakterijy nitroreduktazése, pavyzdziui, E. cloacae nitroreduk-
tazéje (0.062 uM (Koder ir Miller, 1998), Thermotoga maritima peroksiredoksino nitroreduktazéje
(0.7 uM (Anusevicius ir kiti, 2012)), ir E. coli NfsB (2.0 uM (Anlezark ir kiti, 1992). Tiesa, ji yra
gerokai mazesné uz NfsA atveju gautg Ki (18 uM (Valiauga ir kiti, 2017)). Anks¢iau buvo nustatyta,
kad dikumarolui koordinuojantis V. fischeri FRazés I aktyviajame centre pagrindinés sgveikos su-
daromos su Phel24 ir Ser42 (Koike ir kiti, 1998), taciau Sios amino riigstys yra i$silaikiusios tiek
NfsB, tiek E. cloacae NR, nors jy Ki vertés skiriasi 30 karty. Todél tikslus dikumarolo ri§imosi

mechanizmas néra iSsiaiskintas iki galo.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad TdsD chinonus ir nitroaromatinius junginius redukuoja pagal ,,ping-pong‘

mechanizma.

2. Nustatyta, kad nitroaromatiniy junginiy redukcija nepriklauso nuo junginiy struktiiriniy y-
patybiy, o priklauso nuo jy E'7. Chinonai yra blogesni elektrony akceptoriai nei nitroaro-
matiniai junginiai. Todél galima teigti, kad TdsD substraty specifiSkumas yra artimas E.

coli NfsA specifiskumui.

3. Nustatyta, kad NADP™ ir dikumarolas yra konkurenciniai slopikliai TdsD katalizuojamose
reakcijose NADPH atzvilgiu. Tetrilo atzvilgiu NADP™ ir dikumarolas yra bekonkurenciniai

slopikliai.
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SANTRAUKA

Nitroreduktazés (NR) — bakterijose aptinkami flavininiai fermentai. Jos yra skirstomos j du
tipus — deguoniui nejautrias nitroreduktazes (I tipas) ir deguoniui jautrias nitroreduktazes (I tipas).
Paskutiniu metu deguoniui nejautrios bakterinés nitroreduktazés tapo jdomiu tyrimu objektu kaip
fermentai, kuriy katalizuojamos reakcijos su nitroaromatiniais junginiais ar chinonais gali bati
pritaikomas naujy biologiskai aktyviy junginiy kiirimui, biodegradacijos bei priesvézinés terapijos
GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy) tyrimams.

Sio darbo pagrindinis tikslas buvo istirti TdsD katalizuojamos nitroaromatiniy junginiy ir chi-
nony redukcijos mechanizma. Buvo nustatyta, kad $i reakcija vyksta pagal ,,ping-pong*®, o ne pagal
nuosekly mechanizma. Taip pat buvo istirta ir Sio fermento substratinis specifiSkumas. Buvo gauta
paraboliné nitroaromatiniy junginiy ir chinony log (Kcat/Km) priklausomybé nuo $iy junginiy vienel-
ektroninés redukcijos potencialo (E7). Taip pat buvo pastebéta, kad nitroaromatiniai junginiai yra
geresni elektrony akceptoriai uz chinonus. Taip pat gauta, kad TdsD, kaip ir jprasta I tipo nitroreduk-

tazéms, vykdo 2e” nitroaromatiniy junginiy ir chinony redukcija.

Istyrus reakcijos produkto NADP™ ir dikumarolo slopinimo mechanizmg, buvo gauta, kad jie

abu yra konkurentiniai slopikliai NADPH atzvilgiu, ir bekonkurentiniai tetrilo atzvilgiu.
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SUMMARY

Nitroreductases (NR) are members of flavoenzymes, which are found in many bacteria. There
are two types of NR — oxygen insensitive nitroreductases (Type 1) and oxygen sensitive nitroreduc-
tases (Type II). Recently, oxygen insensitive nitroreductases have become a target for scientific in-
vestigation, as its catalyzed reduction of nitroaromatic compounds and quinones can be used for the
creation of novel bioactive compounds, in the investigation of their biodegradation and in anticancer

therapy GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy).

The main aim of this study was to investigate the mechanism of TdsD nitroreductase catalyzed
reduction of nitroaromatic compounds and quinones. It was found that this reaction follows “ping-
pong®, but not a sequential scheme. We also investigated the substrate specificity of the above reac-
tions. The parabolic log (Kcat/Km) dependence on the 1e” reduction potential (E*7) of aromatic nitro-
compounds and quinones was observed. Also the nitroaromatic compounds were more efficient
electron acceptors than quinones. Moreover, TdsD, just like other Type I nitroreductases, performs

two-electron reduction of the above compounds.

Investigation of the inhibitor NADP™ and dicoumarol showed that they perform competitive

inhibition with respect to NADPH and uncompetitive inhibition with respect to tetryl.
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PADEKA

Dékoju habil. dr. Narimantui Cénui uz galimybe atlikti §j baigiamajj bakalauro darba jo va-
daujamame skyriuje bei uz suteiktas Zinias.

Labai noriu padékoti dr. Benjaminui Valiaugai uz kantry ir nuosekly vadovavima, didelg
pagalba rasant bakalauro darba, patarimus ir suteiktas zinias, taip pat uz suteikta pagalba susipazin-
dinant ir dirbant su spektrofotometriniais metodais.

Dékoju visam likusiam VU BCHI Ksenobiotiky biochemijos skyriaus kolektyvui uz patari-
mus bei draugiska aplinka.
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