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SANTRUMPU IR SUTARTINIU ZYMEJIMU SARASAS

A — RMSD matavimo vienetas Angstremas (10'° m)

AA — akrilamidas

APS — amonio persulfatas

BLAST — palyginiy paieSkos programa (angl. Basic Local Alignment Search Tool)
FAD — flavinadenindinukleotidas

FMN — flavinmononukleotidas

FMO — flavino monooksigenazé

HPAH — 4-hidroksifenilacetato-3-hidroksilazé

IMAC — imobilizuoty metalo jony giminingumo chromatografija (angl.

Immobilized Metal lon Affinity Chromatography)

IPTG — izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozidas

LB — Luria-Bertani bakterijy auginimo terpé

NAD* — nikotinamido adenindinukleotidas

NADP* — nikotinamido adenindinukleotido fosfatas

NCBI — JAV nacionalinis biotechnologinés informacijos centras (angl. National

Center for Biotechnology Information)
NDS — natrio dodecilsulfatas

NDS-PAGE - baltymy elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis

salygomis
PAAG — poliakrilamidinis gelis
PDB ID — baltymy duomeny bazés identifikavimo numeris (angl. Protein

Data Bank Identification)
RMSD — atominés padéties vidutinis kvadratinis nuokrypis
TEMED — tetrametiletilendiaminas

Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis



[VADAS

Biokatalizé yra kai kuriy seniausiy Zzmonéms zinomy cheminiy virsmy pagrindas.
Fermenty ar visy Igsteliy pritaikymas simtmecius yra siejamas su gérimy (vyno, alaus) ir maisto
(strio, kepiniy) pramonémis. XX a. antroje pus¢je biokatalizé buvo pradéta vertinti kaip
potencialus sintetiniy junginiy gamybos kelias, o 1970-aisiais pradéjo populiaréti hidroliziniy
fermenty ir oksidoreduktaziy panaudojimas chiraliniy junginiy sintezei (Tathe et al., 2011).
Siuo metu prieinamas Zymiai platesnis biokatalizatoriy spektras, o biokatalizé pladiai taikoma
farmacijos, medicinos, Zemés ikio, medienos, popieriaus, tekstilés, maisto bei gérimy
pramon¢je (Paul et al.,, 2018). Daznai biologinés alternatyvos yra specifiSkesnés ir
ekonomiSkesnés uZ cheminius katalizatorius, bet, nepaisant Siy pranaSumy, iki Siol stinga
efektyvig katalize vykdanciy fermenty (Finnigan et al., 2017).

Daugelyje biologiniy procesy, tokiy kaip natiiraliy ir antropogeniniy junginiy
katabolizmas, vitaminy ar antibiotiky biosintezé, dalyvauja nuo flavino priklausomos
monooksigenazés. Jos katalizuoja vieno molekulinio deguonies atomo inkorporavimg j
substratg, o kitas deguonies atomas yra redukuojamas iki vandens (Huijbers et al. 2014). Per
pastaruosius kelis deSimtmecius buvo rasta nemazai reaktyviy ir selektyviy dvikomponenciy
flavino monooksigenaziy sistemy, kurios parodé platy taikymo sri¢iy diapazong (Maenpuen et
al., 2019). Tokio tipo monooksigenazés katalizuoja hidroksilinimo, epoksidacijos,
halogeninimo, sieros pasalinimo reakcijas. Jas siekiama pritaikyti farmaciniy komponenty,
tiksliosios chemijos ir Zemés tikio chemijos produkty gamyboje (Ainsley et al., 2018; Gray et
al., 2003; Maenpuen et al., 2019; Panke et al., 2002). Svarbu paminéti, kad dvikomponentéms
monooksigenazéms yra reikalingas nuolatinis apripinimas redukuota flavino forma. Tai
uztikrina antras dvikomponenéiy flavino monooksigenaziy sistemos komponentas — flavino
reduktazé. Sis fermentas laikomas pagalbiniu. Siekiant efektyvios katalizés, monooksigenzé
turi buti tinkamai suderinta su flavino reduktaze. Nepaisant $iy pagalbiniy fermenty svarbos,
pastebima, kad i§samiai charakterizuoty flavino reduktaziy yra mazai. Rinkoje islieka poreikis
aktyvesniy, stabilesniy ir reakcijos greicio neribojanciy tokio tipo fermenty. Gausesni detalis
biocheminiai flavino reduktaziy charakterizavimai kartu su katalizés reakcijy tyrimais leisty
geriau suvokti Siy fermenty struktiirg ir savybes, o sintetinés chemijos mokslininkai turéty
galimybe Siuos katalizatorius panaudoti naujose reakcijose ir juos integruoti ] kompleksines

biokatalizés kaskadas.



Siekiant prisidéti prie biokatalizés problemy, susijusiy su dvikomponenciy flavino
monooksigenaziy sistemomis, sprendimo, $io darbo tikslas buvo susintetinti rekombinantines
flavino reduktazes i§ Arthrobacter spp. ir Acinetobacter sp. bakterijy ir atlikti jy biocheminj

charakterizavima.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti rekombinantniy HpyE, PyrE ir IifD flavino reduktaziy bioinformating analizg

palyginant su strukttriniais homologais.

2. Nustatyti optimalias sglygas rekombinantiniy flavino reduktaziy HpyE i$ Arthrobacter
sp. PY22, PyrE is Arthrobacter sp. 68b ir IifD i§ Acinetobacter sp. 0153 sintezei E.coli
BL21 (DE3) bakterijose.

3. Atlikti biocheminj HpyE, PyrE ir IifD flavino reduktaziy charakterizavima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Biokatalizé

Biokataliz¢ yra cheminis procesas, kurio metu fermentai arba lgstelés katalizuoja
organiniy junginiy biotransformacijas (Tramper, 1996). XX a. antroje pusé¢je biokatalizé buvo
pradéta vertinti kaip potencialus nenatiiraliy ar sintetiniy junginiy gamybos kelias. 1970 —
aisiais pradéjo populiaréti hidroliziniy fermenty (pvz., lipaziy, peptidaziy) ir oksidoreduktaziy
(pvz., alkoholio dehidrogenaziy) panaudojimas chiraliniy statybiniy elementy sintezei, ypac
farmacijos pramongje, kur prioritetas buvo galutinio produkto stereocheminis grynumas. Tik
1990 — 2000 m. jvyke reikSmingi pokyciai leido zymiai platesniam fermenty spektrui tapti
prieinamu ir paskatino mokslininkus fermentus naudoti organinés chemijos reakcijoms. Geny
klonavimas, ekspresija ir manipuliavimas lémé sumazéjusj laukinio tipo fermenty naudojima,
o baltymy inzinerijos metodai tapo galinga fermenty savybiy optimizavimo technologija, ypac
pagerinusia stabilumg, stereoselektyvumg ir katalizin] aktyvumg. Dél sekvenuoty genomy
padaugéjo baltymy seky, kurias galima panaudoti kaip pagrindg naujiems fermentams atrasti
(Turner ir Humphreys, 2018).

Siandien biokatalizatoriai vis daZniau pasirenkami kaip alternatyva cheminei katalizei,

ypac tais atvejais, kai svarbu pasiekti tam tikro tipo selektyvuma (pvz., stereo-, regio- ar
chemo). Taip pat pastebéta, kad cheminiuose procesuose efektyviai naudojant bokatalizatorius

reik§mingai sumazéja gamybiniai kaStai (Chapman et al., 2018; Turner ir Humphreys, 2018).
Biokatalizé Siuo metu placiai tatkoma farmacijos, medicinos, Zemés iikio, medienos,
popieriaus, tekstilés, maisto ir gérimy pramonéje (Bommarius ir Riebel, 2005; de Gonzalo ir

Dominguez de Maria, 2018; Paul et al., 2018).
1.1.1. Biokatalizés privalumai ir trakumai

Ilgus metus tyréjai cheminéms transformacijoms naudojo lasteles arba fermentus, taciau
stabilumo stoka, siauras substratinis specifiSkumas, nedidelis egzistuojan¢iy fermenty kiekis
bei reakcijy salygy apribojimai iSstimé biokatalize ir ji atsidiiré organinés sintezeés Sesélyje.
Anksciau daugelj fermenty buvo galima jsigyti tik nedideliais kiekiais ir labai brangiai, pvz.,
iSgaunant i§ gyvininio ar augalinio audinio, taciau dabar jie lengvai gali buti sintetinami
dideliais kiekiais standartinése raiskos sistemose, pavyzdziui, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Aspergillus ar Bacillus genciy bakterijose (de Souza et al., 2017), o
fermenty jsigijimas ir naudojimas tapo toks pats paprastas kaip ir bet kurio kito cheminio

reagento (Drauz et al., 2012). Rekombinantiné DNR technologija, leidzianti efektyviau gaminti



ir tikslingai derinti atskirus fermentus, paskatino naujy fermenty tyrimy proverzj, o didesnio
biokatalizatoriy stabilumo linkme plétojamas procesas lémé, kad biokatalizés rodikliai smarkiali
pageréjo (Bommarius ir Riebel, 2005; Drauz et al., 2012).

Pramoninéje gamyboje pagrindiniai veiksniai yra proceso kelias j galutinj produktg ir
produkto atskyrimas nuo papildomy tersaly. Palyginus su chemine katalize, biokatalizé turi
reikSmingy privalumy: fermentai reakcijas vykdo Svelnesnémis salygomis, pagreitina reakcijg
nepakeisdami reakcijos termodinamikos ir yra labai selektyviis substrato, riSamyjy viety ir
funkciniy grupiy, kurios yra butinos cheminéje sintez¢je, atzvilgiu. Biokatalizatoriai taip pat
sumazina pasSaliniy reakcijy galimybe, sutrumpina sintezés kelig ir skatina efektyvesnius bei
ekologiskesnius gamybos procesus (Paul et al., 2018).

Selektyvumas yra bene patraukliausia fermenty, naudojamy organinéje sintezéje, savybé
(Abdelraheem et al., 2019; Bommarius ir Riebel, 2005; Drauz et al., 2012). Kai fermentai
katalizuoja tam tikro substrato transformacija, jie geba atskirti tapaciy funkciniy grupiy vietas
(regioselektyvumas), skirtingas funkcines grupes (chemoselektyvumas) ir stereoizomerus arba
prochiraliniy / mezo junginiy orientacija (stereoselektyvumas). Sj selektyvuma lemia skirtingos
pereinamyjy biiseny energijos, kurias fermentas suformuoja su kiekvienu i$ skirtingy substraty
arba tam tikro substrato orientacija per tuos etapus. Kuo didesnis Sis energijos skirtumas, tuo
geresnis proceso selektyvumas (Turner ir Humphreys, 2018). Si savybé ypal svarbi
biokatalizatorius naudojant pazangiy farmaciniy sintony sintezéje, nes reguliavimo agentiiros
reikalauja kiekvienos priemaiSos atskiry toksikologiniy tyrimy, kurios sudétyje yra daugiau
kaip 1 % (Roper ir Grogan, 2016).

Dar vienas biokatalizatoriy privalumas yra jy gebéjimas Kkatalize vykdyti
nesudétingomis reakcijos saglygomis. Fermentinés reakcijos paprastai vyksta vandenyje, esant
Zemai temperatirai ir atmosferos slégiui, daznai nereikalaujant funkciniy grupiy aktyvavimo ar
apsaugos zingsniy (Sheldon ir Brady, 2018). Paprastai fermentai veikia esant neutraliam arba
silpnai Sarminiam / riig§tiniam pH intervalui, tarp 5 ir 10, nors pasitaiko i§im¢iy (Drauz et al.,
2012). Biokatalizinés reakcijos gali biiti vykdomos vandeningje aplinkoje, iSvengiant tirpikliy
naudojimo ir pasalinimo, taip sumazinant zalg aplinkai ir sveikatai. Visgi, biokatalizés reakcijos
dvifazése sistemose ir gryname organiniame tirpiklyje sudaro salygas didesniam substrato
jkrovimui, uZkerta kelig vandenyje jautriy junginiy hidrolizei ir keicia daugelio reakcijy
termodinaming pusiausvyra. Pastaraisiais desimtmeciais padaugéjo fermenty, naudojamy kartu
su organiniais tirpikliais. Vis daugiau inzineriniu bidu gauty fermenty gali veikti tiek
organiniuose tirpikliuose, tiek vandeninéje aplinkoje, iSlaikant jy aktyvumg ir selektyvumag

nurodyty substraty atzvilgiu (Abdelraheem et al., 2019; Paul et al., 2018).



Fermentams teikiama pirmenybe¢, kai pagrindiné problema yra reakcijos specifiskumas,
kai katalizatoriai turi biiti aktyviis Svelniomis sglygomis ir kai taikomi griezti aplinkos tarSos
ribojimai (Illanes, 2008). Taciau, stabilumo problemos ir nepakankamas gerai apibudinty,
paruosty naudoti, biokatalizatoriy skaicius vis dar yra nemazos klititys ribojancios platy
bokatalizatoriy taikymg (de Gonzalo ir Dominguez de Maria, 2018; Williams ir Hall, 2008).

Dazniausiai nurodomi Siandieninés biokatalizés trikumai:

1. Ribotas katalizuojamy reakcijy skaicius;

2. Fermentai nepasiekia aktyvumo ir (arba) enantioselektyvumo standarty, reikalingy
vaisty gamyboje;

3. Fermentams daZnai reikia brangiy kofaktoriy;

4. Fermentai gali pasiekti didZiausig aktyvumg tik su nedidele substrato koncentracija ir
néra tinkami pramoninéms gamybos saglygoms;

5. Fermentus sunku naudoti, jie yra nestabilis;

Trumpai aptariant naudojimo trikumus, svarbu paminéti, kad daugeliu atvejyreikalingi
kofaktoriai ir tai gali bati salyginai brangis junginiai. Siuo metu yra daug biokatalizés
pavyzdziy, kur naudojant didelio masto kofaktoriy regeneravimo sistemas labai sumazinamos
Sio komponento sgnaudos. Mazai tikétina, kad dél gamtinés evoliucijos vystytysi fermenty
stabilumas darbui organiniy tirpikliy aplinkoje, esant aukstai temperattirai ar nefiziologinéms
pH vertéms (iSskyrus Kai kuriy ekstremofiliniy mikroorganizmy atvejus). Norint pasalinti $iuos
ribojancius veiksnius, vykdomi kryptingos evoliucijos projektai, kai j fermentg jtraukiant
specifinius pozymius, suteikiamos norimos charakteristikos. Kryptinga evoliucija tampa jprasta
praktika, leidZiancia lengvai padidinti tikslinio fermento reaktyvumga (de Gonzalo ir Dominguez
de Maria, 2018; Illanes, 2008).

1.1.2. Biokatalizés taikymas pramonéje

Biokatalizé Siuo metu apibiidinama kaip kylanti mokslo sritis ir sulaukia vis didesnio
populiarumo. Susidoméjimo priezastis gali bati susijusi su gilesniu supratimu apie gamtos
natiiraliy iStekliy iSeikvojima ir didziulj poreikj juos saugoti. Tai paskatino pramonés jmones
suvokti savo indélj j aplinkos tarsg ir pakreipti gamybinius procesus ekologiSkesniu ir §varesniu
keliu (de Gonzalo ir Dominguez de Maria, 2018).

Kaip jau minéta anksciau, fermenty selektyvumas yra pagrindinis jy taikymo
pranaSumas, kurj jrodo epichlorhidrino, etilo-3-hidroksibutirato fermentinés sintezés ir
gliukozés izomerizavimasis | fruktozg. Taip pat ir farmaciniy ingredienty, tokiy kaip

simvastatinas, sitagliptinas ir pusiau sintetiniai cefalosporinai, sintezé. Visose Siose reakcijose
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regio- ir enantioselektyvuma suteikia trimatés fermenty struktiiros, dél kuriy gaunami optiskai
gryni junginiai ir izomerai. Verta pazymeéti, kad Sios reakcijos negali buti atliktos cheminiais
metodais (Abdelraheem et al., 2019). Geras biokatalizés jtakos vaisty gamybai pavyzdys yra
pregabalino sintezé. 2007 m. kompanija ,,Pfizer” per¢jo prie lipazés katalizuojamo hidrolizés
proceso. Dél Sio pokyCio organinio tirpiklio sunaudojimas sumazéjo 92 %, organinio
katalizatoriaus (Raney nikelio) — 87 %, o pradinés medziagos sgnaudos sumazéjo 50 %.
Pregabalino E koeficientas (atlieky masés santykis produkto vienete) buvo sumazintas nuo 87
iki 17,64 (de Gonzalo ir Dominguez de Maria, 2018).

Dazniausiai naudojami fermentai yra hidrolazés. Jos naudojamos kaip proceso
katalizatoriai ar priedai, maisto, pasary, plovikliy, odos ir tekstilés pramonéje. Nepaisant
1spudingo biokatalizés progreso, jie vis dar sudaro didzigja dalj fermenty rinkos. Svarbiausios
fermenty taikymo sritys yra apibendrintos 1.1 lentelé¢je.

Peptidazés sudaro didZiausig pramoniniy fermenty kategorija, jy taikymas apima
svarbius pramonés sektorius, tokius kaip maisto ir gérimy gamyba, plovikliai, oda ir farmacija.
Fermenty panaudojimas celiuliozés ir popieriaus pramonéje yra taip pat labai aktualus, ypac
atsizvegiant j tai, kad jai kelia grésme aplinkos apsaugos teisés aktai. Siuo metu medienos
plauSienos balinime naudojamos hemiceliulazés, siekiant 1§ dalies pakeisti balinimo
procediiras, kuriy pagrinda sudaro chloras. Ligninazés turi didelj potencialg tiek balinant
medieng, tiek plausieng, o celiulazés placiai naudojamos maisto, pasary, plovikliy ir tekstilés
pramongje bei kaip virSkinimo pagalbiné priemon¢é farmacijoje. Celiulazés yra naudojamos
atskirai arba kartu su pektinazémis ir hemiceliulazémis sultims, aliejui ir agarui ekstrahuoti,
dzinsinio audinio ir medvilninio audinio biologiniam apdirbimui (Illanes, 2008).

Remiantis paskelbtomis publikacijomis, apzvelgianCiomis biokatalizés taikyma
pramongje, akivaizdu, kad dauguma iki Siol pramoniniu biidu jgyvendinty biokataliziniy
procesy produkty yra chiraliniai junginiai. Taciau biokatalizé yra paklausi ne tik didelés vertés,
nedidelio tiirio produkty gamyboje, bet ir pavirSiaus aktyviyjy medziagy, biriyjy cheminiy
medziagy ir biokuro gamyboje (Drauz et al., 2012). Be pramoninio taikymo, fermentai vis
labiau naudojami chemingje ir klinikinéje analizéje, biomedicinoje ir moksliniuose tyrimuose
(Chapman et al., 2018; Illanes, 2008).
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1.1 lentelé. Fermenty pramoninio taikymo sritys (lentelé modifikuota pagal: Chapman et al., 2018; de

Gonzalo ir Dominguez de Maria 2018; Illanes 2008).

Pramonés  Fermentas Taikymas
Saka
Amilazés Krakmolo hidrolizé
Peptidazés Stirio ir mésos perdirbimas
Maisto Pektinazés Sul¢iy nuskaidrinimas

Lipazés Riebaly modifikavimas
Gliukozeés izomerazés Fruktozés gamyba
Penicilino acilazés Penicilino dariniy gamyba
Hidrolazes: lipazes, peptidazés  Optiskai gryny junginiy gamyba

Farmacijos Oksidoreduktazés
Transaminazés
Liazés
Amilazés Krakmolo pasalinimas
Celiulazeés Dzinsinio audinio plovimas

Tekstiles Pekt?nazcias I:.ino ir ki‘Fq Pluoétq apdorojimas
Peptidazés Silko apdirbimas
Lakazés Dzinso balinimas
Katalazés Perteklinio vandenilio peroksido pasalinimas
Hemicelulazés Pagerintas balinimas
. . Celiulazeés Popieriaus gamyba
Medienos ir L . e

popieriaus LlpfiZCS o Plkookomponentq pasa‘hmm.as. o
Celiulazés / hemiceliulazés Perdirbty pluosty dazai, balinimas, pluosto apdirbimas
Lakazés

Plovikliy Peptidaz.és, Lipazé, amilazé, Démiy pavléalinir‘l?as, riebaly ir aliejaus pasalinimas,
celiulazé spalvos i§saugojimas

Biokuro Lipazé, celiulazé, ksilanazé Riebaly riigsciy metilesteriy gamyba, lignoceliulotinés

medziagos skilimas bioetanolio gamybai

Fermentus galima rasti beveik visur, pradedant aukstos pridétinés vertés produkty
gamyba ir baigiant plastiko atlieky skaidymu. Dedama daug pastangy, kad $iuo metu naudojami
brangis ir daznai toksiski cheminiai katalizatoriai, tokie kaip pereinamieji metalai, biity pakeisti
fermentiniais. Prognozuojama, kad iki 2024 m. pasaulin¢ fermenty rinka padidés nuo 7 iki 10

milijardy doleriy (Abdelraheem et al., 2019).

1.2. Oksidoreduktazés

Unikalias fermenty, kaip kataliziSkai aktyviy baltymy, funkcijas lemia jy sudétingos
trimatés struktiiros ir juose integruotas aktyvus centras. Tai leidzia labai specifiSkai atpaZinti
konkreCius substratus, todél gaunamas aukStas selektyvumas. Fermentai paprastai
klasifikuojami pagal reakcijy, kurias jie katalizuoja tipus ir nomenklatiiros klasifikacijoje jie
yra suskirstyti | septynias pagrindines klases, pagal fermenty komisijos numerius (EC), kurios
pateiktos 1.2 lentel¢je. Pirmosios SeSios kategorijos nesikeité¢ daugelj mety, kol 2018 m. buvo
pridéta nauja klasé - translokazés (EC7) (Tao et al., 2020). Akivaizdu, kad naujy fermenty

paieskose ir jy savybiy nustatyme slypi didelis potencialas, o Zinios gautos i§ fermenty
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charakterizavimo yra reik§mingos norint pritaikyti juos tiek didelio masto, pramoniniuose
procesuose, tiek labai specifinése srityse. Fermentai, priklausantys 1 — 5 klaséms, pasirodé
esantys labai veiksmingi katalizatoriai jvairiems organiniams sintetiniams virsmams, kurie taip

pat tinkami pramoniniam naudojimui (Drauz et al., 2012; Paul et al., 2018).

1.2 lentelé. Fermenty klasifikacija pagal katalizuojamy reakcijy tipg (modifikuota pagal Drauz et al.,
2012; Tao et al., 2020).

Fermenty klasé EC Vykdomos reakcijos

C =0 ir C = C redukcija; redukcinis C = O amininimas; C-H,C=C, C - Nir

Oksidoreduktazés 1 C - O oksidacija; kofaktoriaus redukcija /oksidacija;
. Amino, acilo, fosforilo, metilo, glikozilo, nitro ir sieros turin¢iy funkciniy
Transferazés 2 . o
grupiy perkélimas;

. . Esteriy, amidy, laktony, laktamy, epoksidy, nitrily ir kt. skaidymas dalyvaujant
Hidrolazés 3 . . R ..

vandens molekuléms, taip pat atvirkstinés reakcijos;

N . Funkciniy grupiy prijungimas prie dvigubo rysio, tokiy kaip C=C,C=NirC
Liazés (sintazés) 4 = O, arba nehidrolizinis grupiy atskélimas susidarant dvigubam rysiui;
[zomerazés 5 [zomery transformacija (izomerizacijos);

Ligazés (sintetazés) 6 Sudétiniy junginiy (analogiSkai ligazéms) susidarymas, nuo ATP priklausomas
procesas
Translokazés 7 Protony, aminoriigsciy, anijony, katijony translokacija

Biochemines reakcijas, kuriy metu elektronai perneSami i§ vienos molekulés ] kita,
katalizuoja fermentai, vadinami oksidoreduktazémis (Jones, 1981). Tam, kad paspartinty
reakcijas, oksidoreduktazés daznai naudoja organinius kofaktorius. Pasitaiko nuo kofaktoriaus
nepriklausomy oksidoreduktaziy, kurioms katalizinj aktyvumg uztikrina kelios aromatiniy
aminoragsciy liekanos aktyviajame centre (E. Ellis, 2002; Fetzner, 2002; Imhoff et al., 2003;
Littlechild, 1999). Oksidoreduktazés, kurioms reikalingas kofaktorius, naudoja flavinus
(FAD / FADHg, FMN / FMNH2), nikotinamido adenino dinukleotidus
(NAD(P)" / NAD(P)H ), metalo jonus, hemo grupe arba pirolochinolino chinonus (PQQ)
(Cirino ir Arnold, 2002; Xu, 2005) (1.1 pav.). Sie kofaktoriai jungiasi su fermentais, o
giminingumas yra nM diapazone. Kai kurios oksidoreduktazés savo kofaktorius suriSa
kovalentiskai (Heuts et al., 2009). PavyzdZziui, iStyrinéta gliukooligosacharido oksidazes
(GOOX) kristaly struktiira i§ Acremonium rangeum atskleidé, kad jo FAD kofaktorius yra
bivalentiskai sujungtas su cisteino ir histidino lieckanomis (Huang et al., 2005). Kai kofaktoriai
yra tvirtai arba kovalentiskai sujungti su fermentu, juos galima laikyti prostetine grupe, t.y., jie
sudaro nuolating fermento struktiiros dalj. Mazesniu giminingumu pasizymintys kofaktoriai
gali biiti laikomi kosubstratais ir jie daznai keliauja tarp skirtingy fermenty (pvz., NAD(P)H ar

kofermentas A). Sie kofaktoriai yra vadinami kofermentais (Torres Pazmifio et al. 2010).
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1.1 pav. Oksidoreduktaziy kofaktoriai.

Atsizvelgiant ] katalizuojamos reakcijos tipg, oksidoreduktazés buvo suskirstytos j 22
skirtingus EC poklasius. Bendresn¢ klasifikacijg, paremta katalizuojamos reakcijos
mechanizmu, pasialé Xu (Xu, 2005). Pagal jg fermentai buvo suskirstyti j keturis pogrupius: (1)
oksidazes, (II) peroksidazés, (III) oksigenazés / hidroksilazés ir (IV) dehidrogenazés /
reduktazés. Fermentai, priskiriami oksigenazéms, kai jie katalizuoja oksidacijos-redukcijos
reakcijg, deguonies atomg(-us) jterpiant j organinj substratg deguonies donoru naudojant
molekulinj deguonj (O2). Sj pogrupij dar galima suskirstyti j du tipus: monooksigenazes, kurios
katalizuoja vieno deguonies atomo jterpimg | substraty, ir dioksigenazes, kurios katalizuoja

abiejy deguonies atomy jterpimg (Baker Dockrey ir Narayan, 2019) .
1.2.1. Monooksigenazés

Kaip minéta anksc¢iau, monooksigenazés (EC 1.13.x.x ir EC 1.14.x.x) katalizuoja vieno
deguonies atomo jterpimg j organinj substrata i§ molekulinio deguonies. Tam, kad galéty
katalizuoti §ig reakcijg, monooksigenazés turi suaktyvinti molekulinj deguonj. O2 yra labai
stabili molekulé, todél be aktyvacijos reakcija vykti negaléty. Si aktyvacija jvyksta perdavus
elektronus molekuliniam deguoniui, po kurio gali jvykti organinio substrato oksigeneze.
Susidaranc¢io reaktyviojo deguonies tarpinio produkto tipas priklauso nuo to, koks yra

kofaktorius (nors kai kuriais atvejais jo gali ir nebiiti). Vidinés monooksigenazés elektronus
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gauna i§ paties substrato, tuo tarpu iSorinés monooksigenazés priklauso nuo iSoriniy elektrony

donory, pvz., NAD(P)H (Torres Pazmifio et al. 2010).

Sékmingai elektrony pernasai monooksigenazinése reakcijose dazniausiai yra reikalingi

kofaktoriai. Monooksigenaziy kofaktoriai gali biiti neorganiniai (metalo jonai), organiniai

(flavinas, pterinas) arba metalo-organiniai (hemas, kobalaminas). Jie gali baiti tvirtai prisijunge

aktyviame centre (prostetinés grupés) arba dalyvauti kaip kofermentai. Priklausomai nuo

katalizéje dalyvaujancio kofaktoriaus tipo monooksigenazés yra suskirstytos j 7 Seimas (Torres
Pazmifio et al. 2010).

1)

2

3

4

Nuo hemo grupés priklausomos monooksigenazés, dar vadinamos citochromo P450
monooksigenazémis arba CYP, gali biiti randamos daugelyje gyvybés formy. Tokie
fermentai budingi tiek eukariotams (Zinduoliams, augalams, grybams), tiek bakterijoms
(Nelson et al., 1996). Katalizuojamoje oksidacijos reakcijoje hemo kofaktoriy galima
redukuoti specifiniu elektrony donoru tik suriSus substratg. Elektronai paprastai tiekiami
per suderintg flavino reduktaze, kuri savo ruoztu priima elektronus i§ NAD(P)H (van
Berkel et al., 2006).

Nuo flavino priklausomos monooksigenazes. Siy fermenty naudojami flavinai FMN
arba FAD yra stipriai suristi su fermentu (prostetiné grupé) arba veikia kaip kosubstratas
(kofermentas). Nors buvo nustatyta ir vidiniy, nuo flavino priklausomy
monooksigenaziy, dauguma Siy fermenty yra iSorinés monooksigenazes ir reikalauja
NAD(P)H kaip pagalbinio kofermento (Fraaije ir van Berkel, 2006).

Nuo vario priklausomos monooksigenazés sudaro palyginus nedidele fermenty Seima,
kuriai reikalingi vario jonai, kad jy substratai baty hidroksilinti. Siai Seimai
priklausanc¢iy fermenty daugiausia rasta eukariotuose (Levin et al., 1960).

Ne heminés nuo geleZies priklausomos monooksigenazés oksidaciniam aktyvumui
uztikrinti naudoja du geleZies atomus kaip kofaktorius. Sie fermentai taip pat vadinami
bakterinémis daugiakomponentémis monooksigenazémis (BMM). Jie katalizuoja
hidroksilinimo, epoksidacijos reakcijas ir susideda 1§ trijy komponenty:
monooksigenazeés, reduktazes ir mazo reguliacinio baltymo (Leahy et al., 2003; Wallar
ir Lipscomb, 1996).

Nuo pterino priklausomos monooksigenazés. Yra zinoma, kad sie fermentai hidroksilina
fenilalanino, tirozino ir triptofano aromatinj zied3. Nors kai kurie 1§ Siy fermenty
randami bakterijose, jie daugiausia yra eukarioty kilmés. Sios monooksigenazés
prijungia vieng gelezies atoma savo aktyviajame centre su dviem histidinais ir

glutamatu, o kofermentu naudoja tetrahidrobioptering (BH4) (Fitzpatrick, 1999).
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6) Nuo kofaktoriy nepriklausomos monooksigenazés. 1993 m. buvo iSgryninta ir
charakterizuota tetracenomicino F1 monooksigenazé (TcmH) 1§ Streptomyces
glauscens. Jrodyta, kad $is fermentas yra nuo vidinio kofaktoriaus nepriklausanti
monooksigenaze, nes jo veiklai reikia tik molekulinio deguonies, o substratas
naudojamas kaip reduktorius. Be to, slopinimo tyrimai parodé¢, kad sulfhidrilo grupés ir
histidino lickanos yra biitinos jo oksidaciniam aktyvumui (Shen ir Hutchinson, 1993).
Naujy $ios monooksigenaziy Seimos nariy radimas parodé, kad daugelis Siy fermenty
daugiausia randami Streptomyces gentyje.

7) Kitos monooksigenazés. 2005 m. buvo nustatyta, kad metiltransferazés homologas
hidroksilina 15-demetoksi-e-rodomicino C-10 anglies atomg. Nustatyta, kad Si
Streptomyces purpurascens aklacinomicino 10-hidroksilazé | substrata jterpia
deguonies atomg 1§ molekulinio deguonies. Stebétinas faktas yra tai, kad §is fermentas
kaip kofaktoriy naudoja S-adenozil-L-metioning, kuris jprastai budingas

metiltransferazéms (Jansson et al., 2005; Jansson et al., 2003).

Dabartinis monooksigenaziy pritaikymas 1§ esmés buvo apribotas natyviy reakcijy
mechanizmais, taCiau vis geriau suvokdami Siy fermenty struktiirg ir funkcijas, sintetinés
chemijos mokslininkai turi galimybe Siuos katalizatorius panaudoti naujose reakcijose ir juos

integruoti ] kompleksines biokatalizés kaskadas (Baker Dockrey ir Narayan, 2019).
1.2.1.1. Flavino monooksigenazés

Nuo flavino priklausomos monooksigenazés dalyvauja daugelyje biologiniy procesy.
Sie fermentai vaidina svarby vaidmen] natiiraliy ir antropogeniniy junginiy katabolizme, o kiti
padeda atlikti hormony, vitaminy ir antibiotiky biosintez¢ arba padeda jgyvendinti gynybos
strategijas. Flavino monooksigenazés katalizuoja vieno molekulinio deguonies atomo
inkorporavima j substratg, 0 Kitas deguonies atomas yra redukuojamas iki vandens (Huijbers et
al., 2014).

Reakcijos tarp Oz ir anglies organiniuose junginiuose yra negalimos dél skirtingy
kvantiniy btseny (angl. spin-forbidden reactions). Nepaisant to, daugybé fermenty rado buda,
kaip suaktyvinti molekulinj deguonj ir panaudoti jj kaip substrata oksidacijoje. Norédami
sugeneruoti molekulinj deguonj pernesancig forma, fermentai naudoja pereinamuosius metalus,
kurie gali buti priristi prie organinio kofaktoriaus, pvz., hemo grupé¢ P450 monooksigenazéje.
Taciau flavino monooksigenazés, oksigenezés reakcijy metu, naudoja iSimtinai tik organinj

kofaktoriy (van Berkel et al., 2006).
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Tam, kad sureaguoty su molekuliniu deguonimi ir ji panaudoty kaip substratg, flavino
kofaktorius turi buti redukuotas (Massey, 1994). Vienam elektronui pereinant i§ redukuoto
flavino j deguonj, susidaro superoksido ir flavino radikalo kompleksas, o elektrony sukinio
inversija (angl. spin-inversion) lemia redukuoto deguonies susidarymg (Ghisla ir Massey,
1989). Veikiant daugeliui flavino monooksigenaziy susidaro kovalentinis aduktas tarp flavino
C(4a) ir molekulinio deguonies. Ji stabilizavus, gaunamas reaktyvusis C(4a) —
hidroperoksiflavinas (1.2 pav.). Toks peroksiflavinas yra nestabilus ir paprastai suyra iki
.vandenilio peroksido ir oksiduoto flavino. Vis délto, flavino monooksigenazés gali stabilizuoti
§] junginj taip, kad jis galéty oksiduoti substratag (Entsch ir van Berkel, 1995; Holtmann ir
Hollmann, 2016). Priklausomai nuo peroksiflavino protonizacijos bisenos, substratas yra
veikiamas nukleofiliskai arba elektrofiliSkai. Galiausiai, vienas molekulinio deguonies atomas

prijungiamas prie substrato, o kitas yra redukuojamas iki vandens (1.2 pav.).
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1.2 pav. Bendras deguonies aktyvavimo mechanizmas flavino monooksigenazése (pagal Huijbers et al.,
2014).

Oksidaciniy flavofermenty tyrimai per pastaruosius deSimtmecius parodé, kad Sie
fermentai pasiZymi stulbinama katalizuojamy reakcijy jvairove. Toks molekulinio deguonies
naudojimo lankstumas skirtingoms reakcijoms, islaikant aukS$ta enantio- ir (arba)
regioselektyvumo laipsnj iki $iol nebuvo pastebétas jokioje kitoje fermenty Seimoje.
Oksigenezés reakcijos, kurias katalizuoja flavino monooksigenazés yra hidroksilinimas,
epoksidacija, Baeyer — Villiger oksidacija, sulfoksidacija ir kt. (1.3 pav.). Reakcijos
specifiSkumas ir selektyvumas priklauso nuo kiekvienos monooksigenazés aktyviojo centro

formos ir cheminés prigimties (van Berkel et al., 2000).
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Flavino monooksigenaziy katalizuojamy reakcijy diapazong atskleidzia jvairQs
fiziologiniai procesai, kuriuose dalyvauja Sie fermentai. Jie svarbiis baltymy susilankstymo
reguliavime (Suh et al., 1999), dalyvauja ksenobiotiky metabolizme Zzmonése (Ziegler, 1990),
yra reikSmingi toksiny biosintezéje (Keller et al., 2000), vaisty aktyvinimo procesuose
(DeBarber et al., 2000), augaly augimo reguliavime (Zhao et al., 2001) ir sutinkami tersaly
skaidyme mikroorganizmais (Wieser et al., 1997).
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1.3 pav. Reakcijos katalizuojamos flavino monooksigenaziy (Huijbers et al., 2014).

Pastaruoju metu buvo atrasta daug naujy flavino monooksigenaziy. Sie baltymai ne tik
kelia pagrindinius enzimologinius klausimus, bet ir patraukia farmacijos bei smulkiosios
chemijos pramonés atstovy susidoméjima, atsizvelgiant j jy, kaip regio- ir enantioselektyviy

biokatalizatoriy, svarba (Huijbers et al., 2014).
1.2.1.2. Flavino monooksigenaziy klasifikacija

Remiantis Tarptautinés biochemijos ir molekulinés biologijos sgjungos nomenklatiiros
komiteto rekomendacijomis, flavino monooksigenazes priklauso oksidoreduktaziy poklasiams
1.13 ir 1.14. EC 1.13 — tai oksidoreduktazés, veikiancios pavienius donorus inkorporuojant
molekulinj deguonj (oksigenazés), 0 EC 1.14 — oksidoreduktazés, veikiancios porinius donorus
(Mcdonald, 2019). Po to, kai 1957 m. buvo iSgryninta laktato 2-monooksigenaz¢ (Sutton,
1957), 0 1965 m. — salicilato 1-monooksigenazé, (Yamamoto et al., 1965), buvo apraSyta
maziausiai 130 flavino monooksigenaziy. Jos sudaro didziausig flavofermenty Seima
(MacHeroux et al., 2011). 2006 m. buvo pasitilyta flavino monooksigenazes suskirstyti j SeSias
grupes (van Berkel et al., 2006), o padaugejus informacijos apie vidines flavino

monooksigenazes, dabar Sie nariai papildo klasifikacijos narius iki 8:

1) A — B grupés monooksigenazés. Tai vienkomponenciai fermentai, kurie priklauso nuo

NAD(P)H kaip iSorinio elektrony donoro.
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2) C — F grupés monooksigenazés. Tai dvikomponenciai fermentai, kuriems reikia
pagalbinio baltymo — flavino reduktazés. Jos vaidmuo yra tiekti redukuotg flaving, o
monooksigenazé flaving sunaudoja molekulinio deguonies aktyvavimui.

3) G — H, tai vidinés flavoproteiny monooksigenazés, kurios redukuoja flavino kofaktoriy

per substrato oksidacija.

Flavino monooksigenaziy klasifikacija grindziama struktiiros ypatybémis, baltymy
sekos motyvais, elektrony donoru ir oksigenazinés reakcijos tipu (van Berkel et al., 2006).

Kiekvienos flavino monooksigenaziy grupés apzvalga pateikta 1.3 lentel¢je.

1.3 lentelé. Flavino monooksigenaziy klasifikacija (Huijbers et al., 2014).

Elektrony

Baltymuy

Grupé Kofaktorius donoras sankloda Reakcija Prototipas
A FAD NAD(P)H Rosmano Hidroksilinimas p-Hidroksibenzoato
(GR-2) Sulfoksidacija 3-hidroksilazé
B FAD NAD(P)H Rosmano Baeyer—Villiger Cikloheksanono
(FMO) oksidacija monooksigenazé
Heteroatomy Dimetilalanilino
oksigenezé monooksigenazé
N-Hydroksilinimas  L-Ornitino
monooksigenazé
Oksidacinis Indol-3-piruvato
dekarboksilinimas monooksigenazé
C FMN FMNH TIM —statiné ~ Sviesos emisija Alkanalio
(liuciferazeé) monooksigenazé
Baeyer—Villiger Diketokamfano
oksidacija, monooksigenazé
epoksidacija
Desulfurizacija, Alkansulfonato
sulfoksidacija monooksigenazé
Hidroksilinimas Ilgos grandinés alkano
monooksigenazé
D FAD/FMN FADH2/FMNH;  Acyl-CoA Hidroksilinimas p-Hidroksifenilacetato
dehidrogenazé 3-hidroksilazé
N-Hidroksilinimas KijD3 cukraus
N-oksigenaze
E FAD FADH: Rosmano Epoksidacija Stireno
(GR-2) monooksigenazé
F FAD FADH; Rosmano Halogeninimas Triptofano
(GR-2) 7-halogenazé
G FAD Substratas Rosmano Oksidacinis Triptofano
(MAO) dekarboksilinimas 2-monooksigenazé
H FMN Substratas TIM —statiné  Oksidacinis Laktato
dekarboksilinimas 2-monooksigenazé
Oksidaciné Nitronato
denitracija monooksigenazé

GR, glutationo reduktazé; FMO, flavino monooksigenazé; MAO, monoaminooksidazeé;
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A — B grupés vienkomponentés monooksigenazés

A grupés flavino monooksigenazés yra koduojamos vieno geno, jose yra glutationo
reduktazés (GR-2) tipo Rosmano sankloda, skirta suristi FAD, o NAD(P)H naudojamas kaip
elektrony donoras (Montersino et al., 2017). A grupés flavino monooksigenazés yra placiai
jsitraukusios ] (poli)aromatiniy junginiy skaidyma ir natdiraliy produkty biosintezg. p-
Hidroksibenzoato hidroksilazé yra A grupés monooksigenazés prototipas (Montersino et al.,
2011). Fermentas katalizuoja 4-hidroksibenzoato o-hidroksilinimg, kad gauty 3,4-
dihidroksibenzoata. A grupés fermentai turi siaurg substratinj specifiSkumg. Substrato suriSimas
stipriai stimuliuoja flavino redukcijos greitj ir susidares NAD(P)* nedelsiant atpalaiduojamas.
Siuo metu Zzinoma beveik 60 A grupés monooksigenaziy.

B grupés flavino monooksigenazés yra vienkomponenciai fermentai, turintys dvi a/b
Rosmano tipo sanklodas, skirtas atitinkamai FAD ir NAD(P)H prisijungimui. PrieSingai nei A
grupés fermentai, Sios monooksigenazes katalizés metu iSlaiko piridino nukleotido kofermentg
surista, o substratas jungiasi po to, kai susidaro flavino C(4a)-peroksidas. B grup¢ sudaro keturi
su seka susije pogrupiai: Baeyer - Villiger monooksigenazés (BVMO), flavino
monooksigenazés (FMO), N-hidroksilinan¢ios monooksigenazés (NHMOs) ir YUCCA (Ballou
ir Entsch, 2013; Riebel et al., 2012).

C — F grupés dvikomponentés monooksigenazés sistemos

Esminis dvikomponen¢iy monooksigenaziy sistemy bruozas yra gebéjimas katalize
vykdyti tik su pagalbiniu fermentu — flavino reduktaze, kuri regeneruoja redukuotg flaving ir
perduoda jj monooksigenazés komponentui. Sias sistemas sudaro dvi polipeptidinés grandinés:
reduktazés komponentas, atliekantis minéta flavino redukcija, ir oksigenazés komponentas,
oksiduojantis substratg molekuliniu deguonimi (Kirchner et al., 2003; Thotsaporn et al., 2004).
Abu baltymy komponentai genome paprastai koduojami vienas Salia kito, atitinkamame geny
klasteryje. Redukuojantys ekvivalentai, reikalingi oksigenezei, perkeliami 1§ NAD(P)H i
flaving, sujungta su reduktazés komponentu. Su kai kuriomis reduktazémis kompaktiskai
suristas flavinas veikia kaip papildomas elektrony liukas (Van Den Heuvel et al., 2004). Véliau
redukuotas flavinas perkeliamas | oksigenazés komponenta, kur vyksta molekulinio deguonies
aktyvacija ir reakcija su substratu (Fraaije ir van Berkel, 2006; Heine et al., 2018).
Vienkompoenenciy ir dvikomponenéiy monooksigenazy kataliziniy reakcijy palyginimas

pateiktas 1.4 paveiksle.
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1.4 pav. Vienkomponenciy flavino monooksigenaziy (A) ir dvikomponenciy flavino
monooksigenaziy (B) katalizinés reakcijos. Su fermentu surista flaving redukuoja iSorinis reduktorius
(NADH arba NADPH) redukcinéje dalyje (mélyna spalva). Redukuotas fermentas reaguoja su
deguonimi ir substratu (S), sudarydamas hidroksilinta produktg (P) oksidacinéje reakcijos puséje
(violetiné spalva). (A) Vieno komponento fermenty atveju oksiduotas ir redukuotas flavinas (Flreq) yra
toje pacioje veikliojoje vietoje. (B) Dviejy komponenty fermenty atveju oksiduotas flavinas (Flox) ir
redukuotas flavinas (Flied) yra perneSami tarp reduktazés (E1) ir oksigenazés (E2). Raudona spalva
parodo reakcijos kelius, per kuriuos deguonis gali reaguoti su laisvu redukuotu flavinu arba su E2 suristu
redukuotu flavinu, sudarydamas vandenilio peroksidg atjungimo kelyje be hidroksilinimo (modifikuota
pagal Sucharitakul et al., 2014).

C grupés flavino monooksigenazés yra TIM-statinés sanklodos fermentai, kurie naudoja
nuo NAD(P)H priklausoma flavino reduktaze redukuoto FMN generavimui. Sios grupés
prototipas yra bakteriné liuciferaz¢ — pirmoji flavoproteiny monooksigenazé, kuriai gauti
tiesioginiai branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) tyrimy duomenys apie C4a - (hidro)
peroksiflaving (Brodl et al., 2018). Bakteriné liuciferazé katalizuoja redukuoto FMN ir ilgos
grandinés alifatinio aldehido oksidacija deguonimi, kad susidaryty FMN, alifatiné
karboksirtigstis, vanduo ir $viesa (Amax ~ 490 nm). Kinetiniai duomenys rodo, kad redukuoto
FMN perkélimas tarp liuciferazés ir flavino reduktazés vyksta laisvosios difuzijos budu
(Tinikul et al., 2013). Kitas gerai iStirtas C grupés narys yra alkanosulfonato monooksigenazé.
Si dviejy komponenty fermenty sistema katalizuoja daugelio organosulfonaty anglies ir sieros
jungéiy skilimg, susidarant aldehidams. Sie fermentai, be §viesos iSsiskyrimo (aldehido

oksidacija) ir desulfonizacijos (Baeyerio — Villigerio oksidacija), katalizuoja sulfoksidacija,
epoksidacijg ir hidroksilinimo reakcijas (H. R. Ellis, 2010).
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D grupés flavino monooksigenazés yra fermentai, turintys acil-CoA dehidrogenazés
sankloda. Jie taip pat priklauso dvikomponentei sistemai, kuriai reikia pagalbinés flavino
reduktazés. 2018 m. duomenimis zinoma 20 reprezentaciniy D grupés fermenty (Heine et al.,
2018). Jie katalizuoja aromatines hidroksilinimo arba N-hidroksilinimo reakcijas. Fenolio-2-
hidroksilazé ir 4-hidroksifenilacetato-3-hidroksilazé yra D grupés monooksigenazés prototipai.
Daugybé D grupés monooksigenaziy, kilusiy i§ Streptomyces genties, dalyvauja antriniy
metabolity (antibiotiky, prieSnavikiniy agenty) biosintezéje (Filisetti et al., 2003; Kugel et al.,
2017; Lin et al., 2008). Pavyzdziui, neseniai atrastas fermentas (XiaF) dalyvauja
indolosekviterpeno biosintezéje (ksiamicino) (Kugel et al., 2017).

E grupés, dvikomponentés sistemos flavino monooksigenazés yra epoksidazés su PHBH
(GR-2) sankloda. Kai kurios D grupés monoksigenazés gali naudoti FMN, o E grupés ir F
grupés nariai yra grieztai priklausomi nuo FAD (Huijbers et al., 2014; Mascotti et al., 2016).
IKi Siol E grupés nariams atstovavo tik stireno monooksigenazés (SMO). Jie konvertuoja stireno
darinius j atitinkamus (S) — stireno oksidus (Kantz et al., 2005; Otto et al., 2004). E grupés
strukttiriné informacija apsiriboja monooksigenazés (StyA) ir reduktazes (StyB) komponentu
SMO i$ Pseudomonas putida S12 (Huijbers et al., 2014; Montersino et al., 2011; van Berkelet
al., 2006).

F grupés flavino monooksigenazés katalizuoja aktyvuoty organiniy molekuliy
regioselektyvy chlorinimg ir brominimg. Fermentai gauna redukuotg FAD is$ flavino reduktazés
ir yra svarbiis gaminant antibiotikus, priesnavikinius agentus ir kitus natiiralius produktus.
Triptofano 7-halogenazé atspindi F grupés prototipg. Katalitiniam triptofano 7-halogenazés
mechanizme susidaro flavino C4a-hidroperoksidas, kuris reaguoja su chlorido anijonu, kad
susidaryty hipochloro rigstis (Yeh et al., 2007). Siuo metu Zinoma 15 F grupés fermenty (Heine
etal., 2018).

G — H grupés vidinés flavino monooksigenazés

G grupe sudaro nuo FAD priklausomos monooksigenazés su monoamino oksidazes
sankloda. Siy fermenty elektrony donoras yra aminortigiciy substratas. Manoma, kad G grupés
monooksigenaziy redukuojancioje reakcijoje vyksta aminoriigsties a-CH jungties suskaldymas
ir hidrido ekvivalento perneSimas ant FAD, susidarant prie fermento prisijungusiai imino
riigi¢iai (Fitzpatrick, 2010). Susidariusi imino riigstis dekarboksilinama iki amido. Siuo metu
yra zinomi 4 G grupés nariai. Trys i$ jy jau buvo iSgryninti daugiau nei pries§ 40 mety, taciau
rekombinantiniy formy trikumas sulétino jy iSsamy biocheminj charakterizavima. Triptofano

2-monooksigenazé (TMO) yra Sios vidiniy monooksigenaziy grupés prototipas. Fermentas
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katalizuoja oksigeninj dekarboksilinimg triptofane, susidarant indol-3-acetamidui (Ralph et al.,
2006).

H grupés flavino monooksigenazés yra FMN turintys fermentai su TIM - statinés
sankloda. Kaip ir G grupés nariai, jie redukuoja flavino kofaktoriy per substrato oksidacija.
Pirmoji atrasta flavoproteiny monooksigenazé, laktato 2-monooksigenazé (LMO), ilga laikg
buvo vienintelis Sios grupés atstovas. LMO katalizuoja L-laktato oksidacija j acetats, vandenj
ir anglies dioksida (Maeda-Yorita et al., 1995).

1.3 Flavino reduktazes ir taikymas biokatalizeje

Jau minétose dvikomponentése flavino monooksigenaziy sistemose antrasis fermentas
flavino reduktazé uztikrina redukuoto flavino regeneravima. Sis komponentas yra pagalbinis ir
tinkamas jo suderinimas lemia efektyvig katalize. Reduktazés ir monoksigenazés reakcijy
jungimosi procesas daZznai susijes su pagrindiniais biologiniais virsmais, tokiais kaip
katabolizmas, detoksikacija, biosintezé ir $viesos emisija (Maenpuen et al., 2019) .

Kad fermentinis procesas biity efektyvus ir naudingas, jis turi atitikti tam tikrus
reikalavimus: virsmas turéty vykti esant tinkamoms substrato koncentracijoms, kofaktoriai ir
kiti reagentai turi buti tiekiami arba regeneruojami, reakcija turi buti labai regioselektyvi,
chemoselektyvi ir (arba) stereoselektyvi, o procesas turi leisti lengvai ir Svariai atskirti
produkta. Reikalingomis reakcijos sglygomis fermentas turi biiti pakankamai aktyvus, stabilus
ir pasizyméti gerais kinetiniais parametrais. Taip pat, pageidautina lengva ekspresija
standartin¢je raiSkos sistemoje. Biokatalitinés kaskados, kuriose keli fermentai veikia tame
paciame reakcijos miSinyje, kad sudaryty daugybinius rySius atskleidzia placias biokatalizés
galimybes ir perspektyvas. Kaskados gali sumazinti sintezés etapy skai¢iy ir palengvinti
produkty izoliacijg taip padidindamos biokatalitinés gamybos efektyvumg ir sumazindamos
sgnaudas (Prier ir Kosjek, 2019). 2016 m. paskelbtoje publikacijoje Bruhlmann ir Bosijokovic
aprasé (Z)-3-heksenolio gamyba kaskadoje, naudojant inzineriniu biidu gautg hidroperoksido
liaze ir ketoreduktaze (Brithlmann ir Bosijokovic, 2016). Jei reakcija vykdoma kaip kaskada, ji
uzkerta kelig tarpinio (Z)-3-heksenalio izomerizacijai nepageidaujamu E-alkenu. Be to, Li ir kt.
yra sukiire keliy fermenty kaskada a-hidroksi riigsciy, 1,2-amino alkoholiy ir a-amino ragsciy
sintezei 1§ stireny. Kaskadose dalyvauja keli pagalbiniai redukcijos fermentai su stireno
monooksigenaze ir buvo jrodyta, kad in vivo susintetinta iki vieno gramo produkto (Wu et al.,
2016).

23



1.3.1 Charakterizuotos flavino reduktazés

Per pastaruosius kelis deSimtmecius buvo rasta nemazai reaktyviy ir selektyviy
dvikomponenciy flavino monooksigenaziy sistemy, kurios parodé potencialiai platy taikymo
sri¢iy diapazong. Tokio tipo monooksigenazé turi biiti suderinta su pagalbine flavino reduktaze.
Nors antrojo komponento savybiy tyrimams skiriama gerokai maziau démesio, jo
charakterizavimas svarbus efektyvios katalizés uztikrinimui. Siame skyrelyje pristatomi keli
placiausiai iStyrinéti flavino reduktaziy pavyzdziai.

Siuo metu komerciskai prieinama FMN reduktaze i§ Vibrio fischeri ATCC 7744, kurios
produktas FMNH: liuminescencinése bakterijose naudojamas bioliuminescencijos reakcijai.
Bakteriné liuciferazé jungiasi su redukuotu flavinu ir katalizuoja Sviesos sklidimo reakcija,
naudodama FMNH,, molekulinj deguonj ir alifatinj aldehidg (R-CHO). Nesant liuciferazés,
redukuotos flavino molekulés nefermentiskai sureaguoja su vandenyje istirpusiu deguonimi,
susidarant vandenilio peroksidui ir oksiduotam flavinui (1.5 pav.).

Sios rekombinantinés flavino reduktazés molekuliné masé, nustatyta NDS-PAGE biidu,
yra 26 kDa. Naudojant NADPH, buvo nustatyta, kad reduktazés aktyvumas yra tris kartus
mazesnis nei su NADH. Fermentas be FMN taip pat katalizavo FAD ir riboflavino redukcija
(Inouye, 1994).

Flavino
reduktaze

| FMN

\ FMN \ FMN

.

1.5 pav. Schematinis flavino reduktazés katalizuojamos reakcijos vaizdas aerobinémis salygomis
(modifikuota pagal Inouye 1994).

Antroji, S§iuo metu placiai aptariama, pagalbiné flavino reduktazé priklauso D grupés
dviejy komponenty 4-hidroksifenilacetato-3-hidroksilazés sistemai (HPAH), kuri dalyvauja 4-
hidroksifenilacetato hidroksilinime panaudojant molekulinj deguon;j. Daugelis mikroorganizmy
gali naudoti §} aromatinj junginj kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj. HPAH produktas,
3,4-dihidroksifenilacetatas, gali biiti meta- skaidomas ir yra jtraukiamas j trikarboksirtig§ciy
cikla (Pornsuwan et al., 2017). Yra du skirtingi D grupés HPAH tipai, jie turi panaSias
strukttiras, taciau naudoja skirtingas flavino ir substrato riSimo strategijas. Acinetobacter

baumannii HPAH naudoja didelg FMN - specifine reduktaze C1 (35 kDa),

24



kurioje yra substratg risanti reguliavimo sritis (Arunachalam et al., 1994; Phongsak et al., 2012;
Sucharitakul et al., 2006). Tuo tarpu, Pseudomonas aeruginosa HPAH veikia kartu su maza
flavino reduktaze.

Yra zinoma HpaB (oksigenazés) — HpaC (reduktazés) HPAH sistema i$ E.coli W (Xun
ir Sandvik, 2000), kuri parodé didelj panasumg j dauguma kity dvikomponenciy sistemy i$
Arthrobacter sp., Geobacillus sp., Halomonas sp., Klebsiella pneumonia, Pseudomonas sp.,

Sulfolobus tokodaii, Thermus thermophilus bakterijy (Heine et al., 2018) (1.6 pav.).

/@/\“/D - HpaB /HpaC HO o
0 e N m
HO E

NADH+ NAD™ HO
4-hidroksfenilacetatas H+0: +H0 3.4-dihidroksfenilacetatas

1.6 pav. HpaB katalizuojamas 4-hidroksifenilacetato hidroksilinimas iki 3,4-dihidroksifenilacetato.
Redukuota FAD tiekia antrasis komponentas — HpaC (flavino reduktazé) (Heine et al., 2018).

HpaB monooksigenazés komponento dydis yra apie 54 — 65 kDa (Soulimane, Okane, ir
Kolaj 2010), jis yra aktyvus kaip homodimeras ir gali suristi bei stabilizuoti redukuotg FAD be
substrato, kad biity iSvengta kosubstrato autooksidacijos (Chakraborty et al., 2010; Xun ir
Sandvik, 2000). Monooksigenaz¢ gali veikti keleta kity aromatiniy junginiy, jskaitant
(halo)fenolius, (halo)katecholius, krezolius, aminortgstis, fenilpropanoidus ir resveratrolj
(Arunachalam et al., 1994; Furuya ir Kino, 2014). Pagalbinio sistemos komponento — flavino
reduktazés dydis yra 16—19 kDa. Tikétina, kad reduktazé yra aktyvi kaip homodimeras, nors
tyrimais taip pat nustatyta monomeriné forma. Reduktazé teikia substrating pirmenybe NADH
vietoj NADPH. Ji jungiasi su FAD, esant zemam (uM) afiniSkumo diapazonui, ta¢iau galimybé
jungtis su kitais flavinais islieka (Chakraborty et al., 2010; Beatriz Galan, Diaz, Prieto, ir Garcia,
2000).

Akivaizdy susidoméjimg flavino reduktazéms parodo neseniai atlikti inzineriniai tyrimai
siekiant sukurti Acinetobacter baumannii HPAH C1 flavino reduktazés variantus,
pasizyminéius termostabiliomis ir tirpiklius toleruojanéiomis savybémis. Sie tyrimai atliekami
reaguojant j stabilumo problema, kuri yra pagrindinis issukis norint panaudoti fermentus didelio
masto sintezéms chemijos pramonéje, kur daznai reikalingos atSiaurios reakcijos salygos, tokios
kaip aukSta temperatiira ir organiniai tirpikliai (Heine et al., 2018; Maenpuen et al., 2019).

Apibendrinant galima teigti, kad flavino monooksigenazés komponentas biokatalizéje

yra esminis, o visos reduktazes i§ principo atlieka tg pacig funkcija — redukuoja flaving ir
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uztikrina monooksigenazés veikima. Gali susidaryti jspiidis, kad pagalbinei dvikomponentés
sistemos daliai nereikia skirti démesio. Visgi, nesant reduktaziy efektyvus dvikomponenciy

flavino monooksigenaziy veikimas ir taikymas biity nejmanomas.
1.3.2. Dvikomponen¢iy flavino monooksigenaziy sistemy taikymas biokatalizéje

Dvikomponenciy flavino monooksigenaziy taikymy apzvalgoje pagrindinis démesys
skiriamas flavino monooksigenazéms ir yra aptariamos kelios dvikomponentés sistemos, kurios
yra svarbios pramoniniams biokataliziniams procesams. Viena i§ pirmyjy pramonéje pritaikyty
dvikomponenc¢iy monooksigenaziy yra stireno monooksigenazé — selektyvusis epoksidacijos
katalizatorius. Suo metu, enantiomeriskai gryni stireno oksidai yra svarbiis farmacijos
pramonés elementai. Stireno monooksigenazé i§ Pseudomonas sp. VLB120 (E klasés
monooksigenaz¢) katalizuoja stireno pavertimg (S)-stireno oksidu, kai enantiomerinis
perteklius didesnis kaip 99%. 2000 m. buvo sukurta rekombinantiné E. coli, ekspresuojanti
StyA ir StyB, o véliau gamyba sékmingai padidinta iki pramoninio lygio (Panke et al., 2000).
Pilotinio bandymo metu iSgauti beveik 400 g (S)-stireno oksido (30 litry fed-batch
biokonversija, dvisluoksnés fazés sistema) (Panke et al., 2002).

Kitas gerai zinomas S$ios monooksigenaziy klasés pavyzdys yra jau aptarta 4-
hidroksifenilacetato-3-monooksigenazé i§ Acinetobacter baumanii. Pagalbiné reduktazé C1
naudojama fermentinése kaskadinése reakcijose, susijusiose su bakterijy liuciferaze (IluxAB) i§
Vibrio campbellii ir monooksigenaze (C2), kad biity gaunamas bioliuminescencijos signalas
kaip perspektyvus eukarioty geny reporteris ir sintetinamos trihidroksifenolio riigstys, tokios
kaip 3,4,5 - trihidroksicinamono ragstis (3,4,5-THCA) ir 2-(3,4,5-trihidroksifenil)acto ragstis
(3,4,5-THPA), kurios yra stipriis antioksidantai (Maenpuen et al., 2019).

Be hidroksilinimo ir epoksidacijos reakcijy, su dvikomponentémis flavino
monooksigenazémis taip pat galima atlikti ir sieros paSalinimo reakcijas. Dibenzotiofeno
(DBT) desulfurizacija buvo tirta daugelyje mikroorganizmy (Gray et al., 2003). Genai,
atsakingi uz skaidymo kelig, buvo klonuoti i§ Rhodococcus sp. IGTS8 (Denome, Oldfield,
Nash, ir Young, 1994; Matsubara, Ohshiro, Nishina, ir Izumi, 2001). Sierai paSalinti i$ substrato
reikia dviejy monooksigenazes baltymy (DszA ir DszC), kurie priklauso nuo redukuoto FMN
prieinamumo. Redukuotu FMN apriipina flavino reduktazé (DszD), kuri naudoja NADH kaip
elektrony Saltinj ir yra panasi | pagalbinius komponentus i§, anksfiau minéty, 4-
hidroksifenilacetato-3-monooksigenazés ir stireno monooksigenazés sistemy. Biokataliziniai
procesai, naudojant desulfurizuojancias flavino monooksigenazes, gali biiti naudojami sieros
pasalinimui 18 i8kastinio kuro (Gray et al., 2003). Didesnio DszD ar kitos flavino reduktazés

ekspresija E. coli ir P. putida padidina bendra desulfurizacijos greitj (B.Galan et al. 2000). Tai
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jrodo $iy pagalbiniy fermenty svarbg ir jtakg bendram sistemos darbui. Be to, buvo pagerinta
veikla link (labai) alkilinty dibenzotiofeno molekuliy naudojant chemostatinj metoda
(Arensdorf, Loomis, DiGrazia, Monticello, ir Pienkos, 2002) ir geny mai§yma (angl. gene -
shuffling) (Coco et al., 2001).

Svarbus dvikomponenciy monooksigenaziy Seimos narys yra triptofano 7-halogenazé
(Burd ir Van Pee, 2004; Yeh, Garneau, ir Walsh, 2005). Daugybé natiiraliy organiniy junginiy,
naudojamy farmacijoje, jskaitant antibiotikus (chlortetracikling ir vankomicing),
prieSgrybelinius junginius (pirolitring) ir chemoterapinius vaistus (salinosporamidg A ir
rebekamicing), yra chlorinami (Ainsley et al., 2018). Halogeninantys fermentai, tokie kaip
triptofano 7-halogenazé atlieka regioselektyvy triptofano halogeninima, todél Sie fermentai turi
daug perspektyvy biokatalizéje. Buvo rasti keli bakterijy fermentai, galintys jterpti halogeno
atomg ] organinj substratg (Unversucht et al., 2005).

Visais iSvardintais atvejais efektyviai katalizei uZtikrinti reikalinga stabili, aktyvi ir
reakcijos grei¢io neribojanti pagalbiné flavino reduktazeé, todél Sio darbo tikslas buvo
charakterizuoti dar neistirtas flavino reduktazes ir apibiidinti jy veikimo galimybes. Nuolat
tobuléjant heterologinei baltymy ekspresijai ir kofermento regeneracijai, net (dalinai)
iSgrynintos dvikomponentés monooksigenazés taps vis patrauklesnés ekologiskai ir
ckonomiskai konkurencingai aukstos pridétinés vertés cheminiy medziagy gamybai (Fraaije ir

van Berkel, 2006).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Naudotos medZiagos

2.1.1. Reagentai

Reagentai

Saltinis

Glicinas, natrio dodecilsulfatas (NDS), tetrametiletilendiaminas
(TEMED), flavino mononukleotidas (FMN), flavino adenino
dinukleotidas (FAD), riboflavinas, 3-Acetilpiridino adenino
dinukleotidas

Sigma-Aldrich,
Vokietija,

Izopropil-p-D-galaktopiranozidas (IPTG), PageRuler™ Prestained
Protein Ladder baltymy molekulinés masés Zymenys, Coomassie
Brilliant Blue R-250 dazai, Pierce ™ Coomassie baltymy tyrimo
rinkinys (Bradford reagentas ir jaucio albumino standarty rinkinys)

Thermo Fisher
Scientific, Lietuva

Glicerolis, ampicilinas, gliukoze, sacharozeé, NaOH, KOH, natrio
acetatas, imidazolas, B-merkaptoetanolis, amonio persulftas (APS)

Fluka, Vokietija

Mieliy ekstraktas, BHI (brain-heart infusion broth) terpé, triptonas | Oxoid, Anglija

ZYMO Plasmid PREP plazmidinés DNR skyrimo rinkinys Zymo Research
Corp., JAV

Kanamicinas, tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris) AppliChem,
Vokietija

NaCl, HCI, K2HPO4, MgSO4

Reachim, Rusija ir
Lachema, Cekija

NADH, NADPH

Reanal, Vengrija

Akrilamidas (AA)

Roth, Vokietija

Acto riigstis

Chempur, Lenkija

Etanolis Vilniaus degting,
Lietuva
Agaras Merck, Vokietija
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2.1.2. Prietaisai

Prietaisas

Modelis ir Saltinis

AKTA skysciy chromatografijos
sistema

AKTA Purifier 100 FPLC, GE Healthcare,
Svedija

Autoklavas

Raypa AES — 75, Raypa, Ispanija

Didelés talpos termostatuojamos,
rotacinés purtyklés

Innova 44, Biocompare, JAV

Didelés talpos Saldanti centrifuga

Eppendorf 5804R, Marshall Scientific, JK

Vertikali elektroforezés sistema

Bio-Rad, JAV

Elektroporatorius

Eppendorf electroporator 2510, Sigma-Aldrich,
Vokietija

Elektros srovés $altinis

Pharmacia EPS 400/500

Laminarinis boksas

Biowizard, II saugumo klasé, Kojair, Suomija

Ni?*-IMAC HP kolonélé (1 ml) ir
HiTrap nudruskinimo kolonélé (5 ml)

Sigma-Aldrich, Vokietija

pH matuoklis

Orion 320 PerpHect LogR, Thermo Fisher, JAV

Staliné centrifuga

Eppendrof, Thermo Fisher Scientific, JAV

Termostatuojama purtyklé

Biosan, Latvija

Termostatas

Binder FD 23, Binder, Vokietija

Ultragarsinis dezintegratorius

VC750, Sonics ir Materials Inc., JAV

Spektrofotometras

Lambda 25, PerkinElmer, JAV

2.1.3. Bakterijos

Bakteriniai kamienai

Genotipas

Saltinis

Escherichia coli BL21

(DE3) [F ompT gal hsdSg (rsmg")
dcm lon (DE3)]

Avidis, Pranciizija

[¢80dlacZAM15 A(lacZY -argF)U169

Escherichia coli DH5a

deoR recAl endAl hsdR17(rk mk)

Pharmacia, Svedija

sup E44 thi-1 gyrA96 relAl]

2.1.4. Plazmidiniai vektoriai

Plazmidinis vektorius

Savybés

Saltinis

PET-28 b (+)

Km', T7 promotorius, poli-His seka
baltymo C gale

Novagen, Vokietija

PET-21 a (+)

Ap', T7 promotorius, poli-His seka
baltymo C gale

Novagen, Vokietija
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2.1.5. Terpés

Luria Bertani terpé (LB): triptono — 10 g/I, mieliy ekstrakto — 5 g/l, NaCl — 3 g/l, MgSQOa x
7H0-14gll
Brain-heart infusion (BHI): terpé paruosta pagal gamintojo (Oxoid, Anglija) nurodymus.

Visos terpés autoklavuojamos 20 min 1 atm slégyje esant 121 °C temperatiirai.

2.2. Metodai

2.2.1. Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR i§ Escherichia coli bakterijy skiriama naudojant ZR Plasmid

Miniprep™ (Zymo Research) rinkinj, pagal pateiktas gamintojo rekomendacijas. I§skyrimo

eiga:
1)

2)

3)

4)

5

6)

8)

9)

0,5-5 ml E. coli DH5a kulttiros centrifuguojama 1,5 ml mégintuvélyje 15-20 s (11,000
— 16,000 x g). Supernatantas iSpilamas.

Pridedama 200 ul P1 buferinio tirpalo ir pakartotinai suspenduojama.

Pridedama 200 pl P2 buferinio tirpalo, sumaiSoma lengvai apveréiant 2—4 kartus ir
inkubuojama 1 — 2 min. Lastelés visiskai lizuotos, kai miSinys tampa skaidrus, violetinés
spalvos.

Pridedama 400 ul P3 buferinio tirpalo ir lengvai sumaiSoma. Inkubuojama 1-2 min
esant kambario temperatirai (jvykus neutralizacijai, méginys taps geltonas).

Méginiai centrifuguojami 2—4 min > 11,000 x g.

Zymo — Spin™ INN kolonélé patalpinama j surinkimo mégintuvélj ir j ja perkeliamas
supernatantas i§ 5 Zingsnio.

Viskas centrifuguojama 30 s > 11,000 x g.

Pratekéjes skystis i§pilamas ir Zymo — Spin™ INN kolonélé grazinama j surinkimo
meégintuvel;.

Pridedama 200 pl plovimo buferinio tirpalo ir véliau 400 pl plazmidziy plovimo

buferinio tirpalo, kiekvieng kartg centrifuguojant 1 min > 11,000 x g.

10) Kolonélé perkeliama j $§vary 1,5 ml talpos mégintuvélj ir tiesiai ant jos uzpilama 30 ul

DNR eliucijos buferinio tirpalo. Inkubuojama 1 min esant kambario temperatirai. Po to

plazmidiné DNR surenkama centrifuguojant 30 s > 11,000 x g.
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2.2.2. Elektrokompetentiniy lasteliy paruoSimas

E. coli BL21 (DE3) lastelés uzséjamos j 25 ml BHI terpés ir auginamos esant 30 °C
temperatirai, per naktj, purtykléje aeruojant (180 aps./min). 1 ml naktinés kulttiros perkeliamas
1 50 ml BHI terpés ir auginama purtykléje, kai temperatiira 30 °C, kol optinis tankis (OTsoo)
pasiekia 0,5-0,8. Tada lIgstelés Saldant centrifuguojamos 20 min 4000 aps./min, supernatantas
nupilamas. Lastelés plaunamos 2 kartus Saltu 10 % glicerolio tirpalu, pilant 20 ml, véliau 10
ml. Paskutiniame etape lastelés suspenduojamos 2 ml 10 % glicerolio tirpalo (Salto) ir
iSpilstomos 100 pl porcijomis j 1,5 ml mégintuvelius. Mégintuvéliai saugomi, kai temperattira
-80 °C.

2.2.3. Elektroporacija

Elektroporacijai reikalingos atSaldytos sterilios kiuvetés. | 100 ul kompetentiniy E. coli
BL21 (DE3) lasteliy jdedama 1 pl plazmidinés DNR, sumaiSoma ir perpilama ] kiuvetg.
Elektroporatorius generuodamas 2 kV/cm? 4-5 ms elektrinio lauko impulsus atveria lasteliy
membranose poras, dél kuriy Si tampa pralaidi jonams ir jvairioms molekuléms, pvz.,
baltymams, DNR, kurios gali patekti j Igstelés vidy. Iterpus plazmiding DNR, ant lgsteliy
uzpilama 1 ml gaivinamosios BHI terpés ir visas miSinys perkeliamas j mégintuvélj. Suspensija
inkubuojama esant 37 °C temperatiirai 30 min. Tada lgstelés centrifuguojamos 1 min,
supernatantas nupilamas vienu staigiu judesiu. Lastelés suspenduojamos ~150 ul likusios terpés

ir i§séjamos ant agarizuotos LB terpés su atitinkamu antibiotiku.

2.2.4. Rekombinantiniy baltymy sintezé ir salygy optimizavimas

Bakterijos nuo 1¢ksteliy kelpele uzséjamos i 20 ml LB terpés su atitinkamu antibiotiku
(50 pg/ml ampicilino arba 40 pg/ml kanamicino).

Kulttiros auginamos per naktj esant 30 °C temperatiirai aeruojant. Po 20-24 val.
bakterijos persé¢jamos i 200 ml turio LB terpe su atitinkamu antibiotiku. Persé¢jant
inokuliuojama po 1 ml kiekvienos terpés su transformantais. Po 2—3 val. bakterijy kiekis
skystoje terpéje nustatomas spektrofotometriskai matuojant optinj tankj, esant 600 nm bangos
ilgiui. Kontrolei naudojama sterili terpé. HpyE, PyrE ir IifD sintezé indukuojama su IPTG,
optiniam tankiui pasiekus 0,6—1,0 verte.

Sintezés salygy optimizavimas atlickamas keiCiant 3 parametrus. Pasirinktos
induktoriaus IPTG koncentracijos: 0,2, 0,5, 1 mM. Po indukcijos auginta 3, 6, 18 ir 24 val. Taip

pat pasirinktos skirtingos auginimo po indukcijos temperattros: 16 °C arba 20 °C, 30 °C ir 37
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°C. Po numatyto periodo bakterijy kultiiros surinktos terpe centrifuguojant 15 min 4000

aps./min greiciu.

2.2.5. Belasteliniy ekstrakty ruoSimas

Po centrifugavimo terpé nupilama. Nusodintos Igstelés suspenduojamos 5 ml 50mM
Tris-HCI buferinio tirpalo, pH 7,5, ir ardomos ultragarsiniu dezintegratoriumi VC750 (Sonics
ir Materials Inc.). Ardymas trunka 4 min 30 s, periodiSkai ardant 5 s impulsais su 10 s
pertraukomis. Ardomas turinys laikomas vandens-ledo voneléje.

Po ardymo surenkama po 50 pl kiekvieno méginio biomasés. Likusi dalis pavyzdziy
centrifuguojama 20 min 10 000 aps./min grei¢iu. Tirpi dalis (superntantas) atskiriama nuo
nuosédy perpilant | atskirus mégintuvélius. Nuosédy suspendavimui paliekama iki 1 ml
supernatanto. Suspenduotos nuosédos surenkamos po 1 ml j 1,5 ml talpos mégintuvélius ir
centrifuguojamos 2 min 4000 aps./min greiciu. Tirpi dalis atskiriama, o nuosédos pakartotinai

suspenduojamos 50mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pH 7,5.
2.2.6. Fermenty gryninimas ir dializé

Centrifuguojant i§ miSinio yra paSalinamos visos netirpios dalelés ir gaunamas
belastelinis ekstraktas, kuris gryninamas giminingumo (afininés) chromatografijos budu.
Baltymy gryninimui naudota AKTA Purifier 100 skys¢iy chromatografijos sistema ir Ni%*-
IMAC HP kolon¢lé (1 ml). Gryninimo metu naudojami buferiniai tirpalai: A — Tris-HCI 50
mM, pH 7,5, ir B — eliucijos buferinis tirpalas, kuris paruosiamas j A buferinj tirpalg pridéjus
0,5 M imidazolo. Titravimo biidu, naudojant HCI, pasiekiama pH 7,5 verté.

Frakcijos su tiksliniais baltymais, turinCiais 6 histidiny inkarg C gale, prisijungia prie
sorbento koloné¢léje, o visi neprisijungg baltymai iSplaunami buferiniu tirpalu A. Tikslinés
frakcijos surenkamos taikant smiigine eliucija, kai A buferinis tirpalas i$ karto pakei¢iamas B
buferiniu tirpalu. Renkamos frakcijos po 1 ml, kol sugerties intensyvumas, kai A = 280 nm,
nukrenta iki bazinés linijos.

Siekiant paSalinti imidazola, tikslinés frakcijos dializuojamos. Dializé vyksta per naktj
Tris-HC1 50 mM, 7,5 pH vertés buferiniame tirpale, kurio tiiris 50 karty didesnis nei méginio.
Kaip alternatyva dializei, taikoma nudruskinimo procediira naudojant Desalting 5 ml HiTrap
kolonéle. Po dializés baltymy frakcijos iSskirstomos po 500 pl ir laikomos —20 °C. Baltymo
aktyvumas vertinamas atliekant fermentinio aktyvumo matavimus, grynumas nustatomas

elektroforeziskai.
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2.2.7. Baltymuy elektroforezé poliakrilamido gelyje (NDS-PAGE) denatiiruojan¢iomis
salygomis

Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje atlickama naudojant 4,5 %

koncentruojantj ir 12 % skirstomajj gelius.

Skirstomasis 12% gelis: Koncentruojantis 4,5 % gelis:
3,10 ml H.0O 3,10 ml H.0

2,8 ml 40 % Akrilamido (AA) 562 ul 40 % AA

2,0 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 6,8
80 ul 10 % NDS 50 ul 10 % NDS

80 ul 10 % APS 50 ul 10 % APS

8 Wl TEMED 5wl TEMED

Pries elektroforeze baltymy méginiai nudazomi Coomassie Brilliant Blue R-250 dazo
tirpalu. Dazy tirpalg sudaré 4 % NDS ir 6 % B-metkaptoetanolio. Méginiai 2—-3 min inkubuojami
verdancio vandens voneléje. | elektroforezés aparato Sulinélius po 5—15 pl jneSami pavyzdziai
ir PageRuler™ Prestained Protein Ladder baltymy molekulinés masés zymuo. Elektroforezé
vykdoma esant 70 mA stiprumo srovei 1 val. 20 min. Po elektroforezés baltymai dazomi
Coomassie Brilliant Blue R-250 dazais. Po to gelis 5 min. blukinamas 7 % acto rtigsties tirpalu

ir skalaujamas vandeniu (Leammli, 1970).
2.2.8. Baltymuy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracija buvo nustatyta Bradford (Bradford M., 1976) metodu. Bradford
metodas pagristas dazy Coomassie Brilliant Blue G-250 sugerties poslinkiu. | méginiy palete
jneSama 4 pl baltymo ir 196 pl reagento, laitkoma 2 min. esant kambario temperatirai.
Matuojama sugertis, esant 595 nm bangos ilgiui. Baltymy koncentracija nustatoma pagal
kalibracine kreive. Kreivé sudaroma naudojant jaucio serumo albumino standartinius tirpalus,

kuriy koncentracijos 25-2000 pg/ml.

33



2.2.9. Flavino reduktaziy charakterizavimo tyrimai

Flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir [ifD fermentinis aktyvumas matuojamas
spektrofotometru Lambda 25 (PerkinElmer, JAV), kai temperatiira 30 °C, nustatant sugerties
pokytj, kai A=340 nm. Reakcijos metu flavino reduktazé katalizuoja oksidacijos — redukcijos
reakcija, FMN redukuojant iki FMNH2, 0 NADH oksiduojant iki NAD* (g320=6220 Mt cm?).
Reakcijos misinio bendras tiris — 1 ml. Jj sudaré 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas(Tris-HCI,
pH 7,5, jeigu nenurodyta kitaip), 50 uM FMN, 150 uM NADH ir atitinkamas fermento kiekis.
Reakcija pradedama pridedant baltymo, isskyrus tuos atvejus, kai nurodyta kitaip. Aktyvumas
matuojamas 30 s. Visi matavimai pakartoti maziausiai tris kartus.

Vienas flavino reduktazés aktyvumo vienetas — tai fermento kiekis katalizuojantis 1

umol produkto (FMNH?) susidaryma per 1 minutg, esant 25 °C temperatiirai.
2.2.9.1 Substratinis specifiSkumas ir koncentracijos jtaka fermentiniam aktyvumui

Nustatant tinkamiausius flavino reduktaziy substratus oksidacijos — redukcijosreakcijai
buvo pasirinkti elektrony donorai:, NADH ir NADPH (10 mM). 3-Acetilpiridino adenino
nukleotidas (100 mM) FAD, FMN ir riboflavinas (5 mM) buvo naudoti kaip elektrony
akceptoriai. 3-Acetilpiridino adenino nukleotidas buvo inkubuotas su HpyE, PyrE arba IifD
baltymu ir NADH 30 s, 5 min, 30 min ir 1 val. po reakcijos iniciacijos fermentu.

Atitinkamos flavino reduktazés aktyvumas matuojamas 2.2.9. skyriuje apraSytu biidu
nustatant sugerties pokyt] vykstant NAD(P)H oksidacijai. Naudojant NADH arba NADPH
pasirenkamas bangos ilgis A=340 nm, o naudojant 3-Acetilpiridino adenino nukleotidg, A=365
nm (e365=5600 M* cm™).

Nustatant substraty koncentracijos jtakg fermentinés reakcijos eigai buvo pasirinktos
50-400 uM NADH koncentracijos ir 25—-150 uM FMN koncentracijos reakcijos miSinyje.

Atliekant eksperimentus su skirtingais substratais taip pat buvo nustatinéjama NADPH,
kaip galimo fermento slopiklio, jtaka fermentinés reakcijos grei¢iui. Pasirinktos koncentracijos
reakcijos misinyje: 50-150 uM. Reakcijos misinj sudaré 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas,
charakterizuojamas fermentas, 50 uM FMN, 150 uM NADH ir pasirinkta NADPH

koncentracija.
2.2.9.2 Flavino reduktaziy termostabilumo jvertinimas

Flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir lifD méginiai inkubuoti 1, 5, 10 ir 15 min esant
skirtingai temperatiirai (23—50 °C). Inkubuojamy méginiy tairis Tris-HCI buferiniame tirpale —
100 pl. Reakceijos miSinj sudaré 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,5, 50 uM FMN, 150
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uM NADH, atitinkamas fermentas. Reakcija inicijuota fermentu (po inkubavimo). Aktyvumas

matuotas, kai buferinio tirpalo temperatiira buvo 30 °C.
2.2.9.3. Flavino reduktaziy aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros

Buferiniai Tris-HCI 50 mM, 7,5 pH tirpalai buvo inkubuojami esant skirtingoms
temperatiiroms nuo 23 °C iki 60 °C. Pasiekus reikiamg temperatiira, vykdyta reakcija. Reakcijos
misin] sudaré 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,5, 50 uM FMN, 150 uM NADH,

atitinkamas fermentas. Reakcija inicijuojama fermentu.

2.2.9.4. Buferinio tirpalo prigimties ir pH jtakos flavino reduktaziy aktyvumui

nustatymas

Fermentinio aktyvumo priklausomybés nuo buferiniy tirpaly prigimties ir pH vertés
tyrimui buvo naudoti tokie buferiniai tirpalai: natrio acetatinis, pH intervale 5-6; kalio fosfatinis
(K—P), pH intervale 6-8; Tris-HCI, pH intervale 7-8 ir glicino-NaOH, pH intervale 8-9,5.
Naudojant skirtingus buferinius tirpalus, matuojamas atitinkamos flavino reduktazés

aktyvumas 2.2.10. skyriuje aprasytu budu.

2.2.9.5. ISgryninty rekombinantiniy flavino reduktaziy priklausomybé nuo stabilizatoriy

ir laikymo salyguy

Atliekant stabilumo ekperimentg, rekombinantinés flavino reduktazés HpyE, PyrE ir
[ifD buvo maiSomos su gliceroliu arba sacharoze. Buvo paruosti 50 % glicerolio ir 100 %
sacharozés tirpalai. Stabilizatoriy koncentracijos galutiniame 100 ul tirio méginyje buvo 5-25
%. Fermentai buvo laikomi esant 4 °C ir —20 °C temperatiiroms. Periodiskai matuojamas
fermento aktyvumas esant 30 °C temperatiirai, kaip aprasyta 2.2.10 skyriuje. Matavimai atlikti
po 2 kartus. Méginiy, laikyty esant 4 °C temperturai, aktyvumas matuotas po 3 ir 12 dieny nuo
eksperimento pradzios, o laikyty esant -20 °C matavimai atlikti po 14 ir 80 dieny. 100 % —

pradinis fermento aktyvumas prie$ saugojima.
2.2.9.6. Flavino reduktaziy fermentinio aktyvumo ir kinetiniy parametry nustatymas

Redukcijos reakcijy kinetiniai matavimai atlikti spektrofotometru, 50 mM Tris-HCI
buferiniame tirpale, pH 7,5. Kinetinés kreivés registruotos pagal sugerties intensyvumo
maz¢jimg del NADH oksidacijos, kai bangos ilgis A=340 nm, esant 30 °C temperatirai.
Kinetiniai parametrai flavino reduktazéms nustatyti esant 150 uM NADH ir 50 pl FMN

koncentracijoms reakcijos miSinyje. Visi matavimai pakartoti maZziausiai tris kartus.
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Fermento specifinis aktyvumas (U/mg) apskai¢iuojamas aktyvumag (U/ml) padalinus i§
baltymo koncentracijos (mg/ml). Baltymo koncentracija nustatyta bradford metodu pagal
kalibracing kreive, o baltymo aktyvumas pagal (1) formule, kur A — sugerties pokytis, | —
kiuvetés plotis (1 cm), Vi— tirpalo (misinio) tiiris, Ve — fermento tiiris miSinyje, t — reakcijos
trukmé, € - ekstinkcijos koeficientas (£340=6220 M cm ). Formulé pagrjsta Beer-Lambert

désniu, kuris apraso empirinj sarysj tarp medziagos sugertos Sviesos ir tos medziagos savybiy.

AA -V
Aktyvumas (U/ml)y=_ >0 "t )

€-Vg-t-l

Pradinio reakcijos grei¢io priklausomybés nuo substrato koncentracijos skai¢iavimai bei
Vmax I Km nustatymas atlikti naudojantis Michaelio-Menten lygtimi (2), kur Vo — pradinis
reakcijos greitis, S — substratas, Vmax— maksimalus reakcijos greitis, Km— Michaelio konstanta.

_ Vinax [S]
O K+ [S]

(@)

2.3. Kompiuteriniai flavino reduktaziy seky analizés metodai

Baltymy seky homology paieska vykdyta NCBI BLAST duomeny bazéje
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Filogenetinio medzio konstravimas atliktas
naudojant MEGA X programg (Kumar et al. 1994). Strukttriniy homology paieska vykdyta
PDB duomeny bazéje. Flavino reduktaziy erdvinés strukttiros prognozavimui ir homologiniam
modeliavimui naudotas interaktyvus serveris SWISS-MODEL. Struktariniy modeliy analizei ir
palyginimui su zinomomis struktiromis naudota PyMOL programa (1.2r3pre versija,

Schrodinger, LLC).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Tyrimo objektai

Pagalbiniai fermentai flavino reduktazés patenkina Siuolaikinés biokatalizés poreikj
ekologisku ir specifiniu budu regeneruoti redukuotus flavino junginius tolesnei
dvikomponentés FMO vykdomai katalizei. Sie fermentai gali bati derinami su skirtingomis
flavino monooksigenazémis, taip iSpleciant pritaikymo sritis (Heine et al., 2018). Tokiy
fermenty charakterizuota palyginus nedaug. VU GMC Biochemijos instituto Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje nagrinéjant 2-hidroksipiridno, 2-metilpiridino ir
indolo skaidymo kelius Athrobacter spp. ir Acinetobacter sp. gentyse, buvo identifikuoti uz siy
junginiy katabolizmg atsakingi genai (Sadauskas et al., 2017; Stanislauskiene et al., 2012).
Atlikus palyginamajg seky analize, paaiskéjo, jog visais minétais atvejais skaidymo keliuose
dalyvauja FMO ir flavino reduktaziy genai.

Arthrobacter sp. PY22 bakterija gali panaudoti 2-hidroksipiriding kaip vienintelj anglies
ir energijos saltinj. Klonuotame 6 kb DNR fragmente i§ Arthrobacter sp. PY 22 nustatyti astuoni
galimi atviri skaitymo rémeliai (ORF), susije su 2-hidroksipiridino katabolizmu. Tarp jy
identifikuotas hpyB genas, koduojantis galimg monooksigenaze, ir hpyE — flavino reduktazg.
hpyB koduojama monooksigenazé priklauso dvikomponenciy flavino monooksigenaziy Seimai
ir fermentine funkcijg atlieka kartu su flavino reduktaze, koduojama hpyE (Stanislauskiene et
al., 2012). Taip pat buvo nustatyta, kad Arthrobacter 68b kamienas geba panaudoti 2 —
metilpiriding, kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj (Stanislauskiene et al., 2012). Jo
katabolizme, kaip pagalbinis fermentas, dalyvauja flavino reduktazé PyrE.

Tyringjant indolo skaidyma Acinetobacter sp. O153 kamiene nustatyta, kad kataboliné
kaskada prasideda nuo oksidacijos, kurig vykdo nuo flavino priklausoma dviejy komponenty
oksigenazés sistema. Klonuoto 12 kb DNR fragmento sekos analizés duomenys parodé, kad yra
devyni ORF, o tolesné bioinformatiné analizé leido identifikuoti du skirtingus geny rinkinius
—iif ir ant. Operonas iif koduoja penkis galimus fermentus, tarp kuriy iifC koduojama
oksigenazeé, o 1ifD — flavino reduktazé (Sadauskas et al., 2017).

Siam darbui buvo pasirinktos trys naujai identifikuotos flavino reduktazés ir atliktas jy
biocheminis charakterizavimas. Fermento apibiidinimas reiskia jvairiy cheminiy ir fizikiniy
fermento savybiy nustatyma, Siuo atveju, substrato specifiSkumo, optimalaus pH ir
temperatiiros, temperatiirinio stabilumo, Michaelio konstanty ir fermentino aktyvumo. Siame
darbe atlikti klasikiniai kinetiniai matavimai siekiant apibudinti optimalias salygas flavino

reduktaziy veikimui, ateityje jas potencialiai pritaikant biokatalizés sistemy ktrimui.
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Sio darbo objektas yra rekombinantinés flavino reduktazés — HpyE i§ Arthrobacer sp.
PY22, PyrE is Arthrobacter sp. 68b ir IifD i§ Acinetobacter sp. 0153 (3.1 lentel¢).

3.1 lentelé. Bakterinés flavino reduktazés, identifikuotos 2-hidroksipiridno, 2-metilpiridino ir indolo
skaidymo keliuose.

Trumpinys Mikroorganizmas Saltinis NCBI prieigos numeris
HpyE Arthrobacer sp. PY22 CAR47879.1
Pyrg Arthrobacter sp. 68b AKG47384.1
lifD Acinetobacter sp. 0153 ARQO76329.1

Pagal atliktus tyrimus darbo rezultatus galima suskirstyti j keturias pagrindines dalis: 1)
bioinformatiné analizé ir baltymy struktiiry modeliavimas pagal artimiausius homologus, 2)
rekombinantiniy baltymy sintezés parametry optimizavimas siekiant gauti kuo didesnj aktyviy
fermenty kiek; 3) flavino reduktaziy vykdomy oksidacijos-redukcijos reakcijy
charakterizavimas pagal pasirinktas ypatybes ir 4) numatyti eksperimentai. Skyriaus pabaigoje

aptariami gauti rezultatai.

3.2. Bakteriniy flavino reduktaziy bioinformatiné analizé

Atliekant flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir [ifD seky analize, aminortig§ciy sekos buvo
palygintos su NCBI duomeny bazéje esan¢iomis sekomis (BLASTp jrankis). Gauty palyginiy
pagrindu buvo sudarytas charakterizuojamy flavino reduktaziy filogenetinis medis (3.1 pav.).
Filogenetinio medzio konstravimui ir seky palyginimui naudota molekulinés evoliucijos
genetikos analizés programa MEGA X (Kumar et al., 1994).

Paaiskéjo, kad tiriamasis baltymas HpyE (19,7 kDa) yra panaSiausias  galimg flavino
reduktaze i§ Arthrobacter MA-N2 kamieno ir su ja formuoja atskirg Saka. Tuo tarpu su kitomis
flavino reduktaziy sekomis HpyE homologija zema.

Genas pyrE koduoja baltyma (19,8 kDa), kuris yra labiausiai panasus j flavino reduktaze
i§ Micrococcus luteus ATCC 49442. Pastarasis baltymas priklauso dvikomponentei fermenty
sistemai, katalizuojanciai izobutilamino oksidacijg susidarant izobutilhidroksilaminui. Su $ia
reduktaze PyrE formuoja atskirg filogeneting Saka.

Geno iifD koduojamas baltymas (18,8 kDa) parodé Zemag homologija su kitomis
aminoriigs¢iy sekomis NCBI duomeny bazéje, taciau buvo panasSiausias j flavino reduktaziy

(DIM6/NTAB) seimos NADH-FMN oksidoreduktaze RutF i§ Acinetobacter sp. BIGb0196.
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67 Flavino reduktaze [ Pseudarthrobacter sp. ATCC 49987 ] WP 160669298.1
3 Flavino reduktaze [ Arthrobacter globiformis] WP 087874148.1
# Flavino reduktaze [Arthrobacter sp. AK-1] WP 012311520.1
1%L HpyE Flavino reduktaze [ Arthrobacter sp. PY22 ] CARA7879.1
—— Flavino reduktaze [Arthrobacter sp. MA-N2 ] WP 051422901 1
Flavino reduktaze [Acinetobacter sp. Root1280 ] WP 056515444 1

100 | Flavino reduktaze [Acinetobacter sp. ETR1] WP 034614219 1
55| lifD flavino reduktaze [ Acinetobacter sp. 0153 ]| WP 004721623 1
741 Flavino oksidoreduktaze RutF [Acinetobacter sp. BIGb0196 ] NlI39364.1

100 —PYrE flavino oksidoreduktaze [Arthrobacter sp. 68b ] AKG47384.1

Flavino reduktazé [Micrococcus luteus ATCC 49442 1 WP 164207067 .1

100 Galima oksidoreduktaze [Blastococcus saxobsidens] DD2CCG02374.1

1001 Flavino reduktazeé [ Blastococcus saxobsidens] WP 041776200.1
—

010

3.1 pav. HpyE, PyrE ir IlifD flavino reduktaziy aminortigsciy seky giminingumo filogenetinis medis.
Medis suformuotas artimiausiy grupiy apjungimo metodu. Salia atsiakojimy nurodyta procentiné
sutapimo su tiriamu baltymu iSraiSka. Evoliuciniai atstumai buvo apskaiciuoti naudojant Puasono
metoda, mastelis atitinka pakeisty aminorag$¢iy skaiéiy, tenkantj vienai vietai. Sioje analizéje panaudota
13 aminoriigi¢iy seky. Salia tiriamo baltymo homology nurodyti prieigos numeriai geny banke.

Siekiant rasti aminoriigsciy seky homologus, kuriy struktiiros yra nustatytos ir
patvirtintos, HpyE, PyrE ir [ifD flavino reduktazy sekos buvo palygintos su PDB duomeny
baz¢je esanciomis sekomis. Pagal gautus rezultatus nebuvo baltymy, kuriy seky panasumas
didesnis nei 43 %.

Nustatyta, kad artimiausias, struktiriS$kai patvirtintas HpyE sekos homologas yra j
flaving panaSus, FMN suriSantis baltymas NTA-MoB i§ Mycobacterium thermoresistible
ATCC 19527 (PDB ID: 3NFW_A), seky sutapimas 38,10 %, o RMSD yra lygus 0,096 A. Sis
parametras nurodo Saknies vidurkio nuokrypj tarp anglies atomy padéties, kuo mazesné
reikSme, tuo labiau abi Sios strukttiros yra susijusios. Struktiirinis tapatumas yra patikimas, jei
RMSD verté nesiekia 1. Atsizvelgiant | tai, galima teigti, kad Sios struktiiros yra glaudziai
susijusios.

NTA-MoB priklauso fermenty klasei, kuriag sudaro du komponentai: A ir B. A —
substrato oksidacijg vykdanti monooksigenazé, 0 B —flavino reduktazé, kuri naudoja kofaktoriy
redukuoto flavino regeneravimui. Dél NTA-MoB dvikomponencio fermento vykdomos
katalizés M. thermoresistible bakterijos geba panaudoti alternatyvius anglies $altinius. Visas
NTA-MoB junginys priskiriamas C klasés flavoproteiny monooksigenazéms, dél to,
atsizvelgiant ;] homologija, HpyE taip pat galétume priskirti C klasei. NTA-MoB kristaliné

struktiira atskleide, kad tai yra homodimerinis baltymas su flavino reduktazéms biidingu
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perskirtos statinés (angl. split-barrel) sanklodos motyvu. Galima daryti prielaida, jog tiriamasis
baltymas HpyE taip pat yra homodimeras. Tam patvirtinti planuojama atlikti gelfiltracijos
eksperimenta. NTA-MoB baltymo struktiiroje esanti kilpos sritis ties aminortig§¢iy liekanomis
Gly88 — Asp99 (tarp 3 a-spiralés ir 6 B-klostés) sudaro kriting jungiamosios kiSenés dalj, kurig
atpazjsta FMN, o analogiska kilpa yra susijusi su FAD arba FMN suriSimu fenolio 2-
hidroksilazés B komponente i§ Bacillus thermoglucosidasius. Atlikus HpyE struktiiros
modeliavima, analogiska kilpa buvo suformuota ties Ala95 — Glu106 aminortigs¢iy liekanomis
(3.2 pav.). Si kilpa buvo apibidinta kaip re¢iau pasitaikanti, jei néra FMN, ta¢iau labai dazna
FMN risanciose strukttrose (Zhang et al., 2011). Remiantis HpyE struktariniu modeliu ir
literatiiros duomenimis buvo daroma prielaida, kad flavino reduktaz¢ HpyE yra priklausoma

nuo FMN.

3.2 pav. Flavino reduktazés HpyE ir baltymo homologo NTA-MoB struktiiry sugretinimas. Zalia spalva
zymi HpyE, melsva — NTA-MoB. Juoda rodyklé Zymi FMN jungiancios kiSenés dalj. Baltymas NTA-
MoB yra homodimeras. Raudonai pazyméta FMN suriS§imo vieta NTA-MoB baltymo struktiiroje, ties
aminortgsc¢iy liecknomis Gly88 — Asp99. Tamsiai mélyna spalva zymi analogiska kilpa HpyE baltymo
struktiroje ties Ala95 — Glul106.

Flavino reduktaziy PyrE ir [ifD struktiirinis homologas sutampa ir yra, literatiros
apzvalgoje minéta, dvikomponencio fermento p-hidroksifenilacetato 3-hidroksilazés (HPAH)
reduktaz¢ C1 (PDB ID: 5ZC2_A) i§ Acinetobacter baumanii. Aminoriigséiy sekos analizé
atskleidé, kad C1 turi du domenus: N-galo flavino reduktazés domeng (NTD) ir C-galo MarR
(angl. Multiple Antibiotic Resistance Regulator Protein domeng (CTD). Nurodoma, jog MarR
domenas, C1 baltymo kontekste, skirtas fermenty aktyvumui kontroliuoti. Visi artimiausi NTD
struktiiriniai homologai yra flavino reduktazés, kelios i§ jy: tariama oksidoreduktazé is
Rickettsia felis, jau aptartas M. thermoresistibile nitrilotriacetato monooksigenazés B
komponentas (NTA-MoB) ir Thermus thermophilus HB8 flavino reduktazé HpaC. Molekulinés
maseés skaiciavimai parodé¢, kad C1 baltymas tirpale yra dimeras, tod¢l galime daryti prielaida,
kad tiriamieji baltymai PyrE ir [ifD yra taip pat dimerinés struktiiros, taciau, tam patvirtinti

reikty atlikti gelfiltracijos eksperimentais paremtg analiz¢. Nustatyta, kad PyrE ir HPAH C1
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baltymo seky sutapimas 34,61 %, o RMSD yra lygus 0,074 A. Baltymo IifD seky sutapimas su
minétu homologu yra 42,24 %, o RMSD yra lygus 0,132 A. Nors PyrE seky sutapimas buvo
mazesnis, ta¢iau RMSD atskleidzia, kad modelis yra patikimesnis ir glaudziau susij¢s.
Ankstesnuose C1 baltymo charakterizavimo tyrimuose buvo nustatyta, kad nattralus C1
kofaktorius yra FMN. 3.3 paveiksle rodyklémis pazymétos HPAH C1 baltymo struktiiroje

esanc¢ios FMN risimosi kiSenés ir FMN struktiirinés formulés (raudona spalva).

3.3 pav. Flavino reduktaziy a) PyrE ir b) lifD sugretinimas su baltymu homologu HPAH C1. Geltona
spalva zymi PyrE, violetiné — lifD, melsva - HPAH C1 baltymus. Raudonai pazymétos FMN
struktiirinés formulés, rodyklés zymi FMN suriSimo kiSenes.

Sugretinus tiriamuosius baltymus PyrE ir lifD su homologu HPAH C1, FMN suriS§imo
vietos erdviné struktiira sutapo (Yuenyao et al., 2018). Pagal analogija galima teigti, kad

labiausiai tikétinas PyrE ir [ifD baltymy kofaktorius yra FMN.
3.3. Sintezés parametry optimizavimas

Tam, kad tiriamas flavino reduktazes bty galima pritaikyti biokatalizeje ir siekiant
efektyviy procesy, pirmiausiai reikia uZztikrinti optimalig rekombinantiniy baltymy sinteze,
gaunant santykinai didelius tirpaus ir aktyvaus tikslinio baltymo kiekius. D¢l Sios prieZasties
buvo pasirinkti skirtingi sintezés parametrai ir aiSkintasi, kokiomis salygomis rekombinantiniy

fermenty gaunama daugiausiai.

3.3.1 Rekombinantiniy baltymy sintezés priklausomybé nuo temperatiiros ir

induktoriaus koncentracijos

Metodinéje dalyje aprasytu bidu buvo uzaugintos E. coli BL21 (DE3) kultairos, turin¢ios
rekombinantines pHpYE ir pPyrE plazmides (pET-21 a (+) plazmidinis vektorius, j kurj
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atitinkamai klonuotas hpyE arba pyrE genas). Norint suzinoti, kaip rekombinantiniy flavino
reduktaziy sintez¢ priklauso nuo induktoriaus koncentracijos, augimo temperatiiros ir trukmes
po indukcijos buvo atlikta keletas eksperimenty.

Prie§ optimizuojant salygas buvo stebimi itin dideli netirpaus baltymo kiekiai
(nuosédose) lyginant su mazu tikslino HpyE kiekiu. Taip pat, nebuvo aptiktas rekombinantinio
baltymo aktyvumas. Dél $iy priezas¢iy buvo reikalingi sintezés optimizavimo tyrimai.

Optimizuojant salygas E. coli BL21 (DE3) bakterijos augintos esant 30 °C temperatiirai,
kol pasieké OTeoo 0,6-1,0. IPTG koncentracijos — 0,2; 0,5 ir 1,0 mM, baltymy ekspresijai
pasirinktos temperatiiros po indukcijos: 16-22 °C, 30 °C ir 37 °C, o inkubavimo trukmés po
indukcijos iki biomasés surinkimo buvo 3, 6, 18 ir 24 val. Rezultatai buvo analizuoti baltymy
elektroforezés denatiiruojanciomis sglygomis btidu. HpyE baltymo molekuliné masé¢ nustatyta
elektroforezisSkai (~20 kDa) atitiko molekuling masg, apskai¢iuotg pagal baltymo seka (19,7
kDa) (3.4 pav.).

IPTG konc. Temperatira
M 4 5 6

— - —

|
|- —
|

-

-——

—
e

3.4 pav. Rekombinantinés flavino reduktazés HpyE i§ Arthrobacter sp. PY22 biosintezés E. coli BL21
(DE3) kamiene priklausomybé nuo induktoriaus koncentracijos (1 — 0,2 mM, 2 - 0,5 mM, 3 - 1,0 mM)
ir temperattros po indukcijos (4 — 20 °C, 530 °C, 6 — 37 °C). M — molekuliniy masiy Zymuo (kDa).

Buvo nustatyta, kad temperattros po indukcijos skirtumai HpyE baltymo sintezei neturi
reikSmingos jtakos: visais atvejais buvo gaunamas panasus tirpaus baltymo kiekis. Taciau
Zemesngje temperatiiroje buvo stebimas mazesnis suminis baltymo kiekis. Tai grei¢iausiai
reiSkia, kad Zemesné temperatiira sulétina Igsteliy dalijimosi procesus, taciau baltymo sintezés
neslopina. Daugiausiai tirpaus baltymo susintetinta, kai geno raiska buvo indukuota 0,5 mM
IPTG (3.4 pav. 2). Taip pat, pastebéta, jog didesné induktoriaus koncentracija neigiamai veike
tirpaus baltymo sinteze, o suminio baltymo kiekiui jtakos nedare.

PyrE flavino reduktazés atveju nustatéme, jog 37 °C auginimo temperatiira neigiamai
veikia tirpaus tikslinio fermento sinteze, o suminis baltymo kiekis iSliko panasus. Aukstesné

temperatiira galimai paskatina tikslinio baltymo sintezés procesa, tuo paciu lemdama gausesnj
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netirpaus ir neteisingos konformacijos baltymo susidarymg. Esant zemesnéms temperatiiroms
buvo susintetinamas panasus kiekis tirpaus baltymo, o mazesnio suminio baltymy kiekio, kaip

HpyE atveju, pastebéta nebuvo. (3.5 pav.).

Temperatira  |PTG konc.
5 6

3.5 pav. Rekombinantinés flavino reduktazés PyrE i§ Arthrobacter sp. 68b biosintezés priklausomybé
nuo temperattiros po indukcijos (1 — 16 °C, 2 — 30 °C, 3 — 37 °C) ir induktoriaus koncentracijos (4 — 0,2
mM, 5 - 0,5 mM, 6 — 1,0 mM). M — molekuliniy masiy zymuo (kDa), K — kontrolé, neindukuotos E.
coli BL21 (DE3) Iastelés augintos esant 30 °C temperatiirai.

Induktoriaus koncentracijos jtaka baltymui PyrE buvo maZesné nei HpyE, daugiausiai
sintezés produkto buvo gauta indukavus 0,5 mM IPTG. PyrE baltymo molekuliné masé
nustatyta elektroforeziskai (~20 kDa) atitiko molekuling mase, apskaiciuotg pagal baltymo seka
(19,8 kDa).

Jau minétu principu buvo uzaugintos E. coli BL21 (DE3) kulttros su rekombinantine
IifD flavino reduktaze (Plazmidinis vektorius, j kurj klonuotas lifD genas — pET-28 b (+)).

Atlikus elektroforeze nustatyta, kad baltymo I[ifD molekuliné masé (~20 kDa) atitiko

molekuling mase, apskaiCiuota pagal baltymo seka (18,0 kDa) (3.6 pav.).

Temperatura IPTG konc.
M K 1 %2 3 ‘4 5 6
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3.6 pav. Rekombinantinés flavino reduktazés [ifD i§ Acinetobacter O153 sp. biosintezés
priklausomybé nuo temperattiros po indukcijos (1 — 16 °C, 2 — 30 °C, 3 — 37 °C) ir induktoriaus
koncentracijos (4 — 0,2 mM, 5 — 0,5 mM, 6- 1,0 mM). M — molekuliniy masiy zymuo (kDa), K —
kontrolé, neindukuotos E. coli BL21 (DE3) Igstelés augintos esant 30 °C temperatiirai.
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Buvo nustatyta, kad tinkamiausia temperatiira rekombinantinés flavino reduktazés IifD
sintezei yra 16-30 °C intervale, o aukstesné (37 °C) slopina tikslinio baltymo sintez¢. Panasi
tendencija ankséiau pastebéta su PyrE baltymu. Remiantis 3.6 paveikslo duomenimis galima
teigti, kad aukS$tesné temperatiira suintensyvino bakterijy augimo, o ne tikslinio baltymo
sintezés procesus, nes suminis kity lgsteliniy baltymy kiekis buvo didesnis nei zemesnés
temperatiiros atveju. Gauti rezultatai parodé, jog skirtingos induktoriaus koncentracijos,
priesingai nei HpyE baltymo atveju, rekombinantinio IifD baltymo kiekiui jtakos nedaré.
Vizualiai jvertinus tirpaus tikslinio baltymo santykj su kitais 1gstelés baltymais, nustatyta, kad

lifD sintezei tinkamiausia IPTG koncentracija yra 0,5 mM.
3.3.2 Trukmés po indukcijos jtaka tirpaus baltymo kiekiui

Siekiant nustatyti, ar transformuoty E. coli BL21 (DE3) bakterijy inkubavimo trukmé
po baltymo sintezés indukavimo daro jtakg jo galutiniam kiekiui, buvo atlikta keletas
eksperimenty. Remiantis 3.3.1 skyriuje apraSytais tiksliniy flavino reduktaziy sintezés
optimizavimo duomenimis, baltymy sintezei pasirinktos dvi palankiausios temperattiros: 16—
20 °C ir 30 °C, ir skirtinga sintezés trukmé (3, 6, 18 ir 24 val.). Naudota induktoriaus
koncentracija buvo 0,5 mM. Gauti rezultatai atskleidé tendencijg, kad visy trijy tiriamyjy
flavino reduktaziy, HpyE, PyrE ir [ifD, sintezei reikalingas ne maZzesnis nei 6 val. trukmés po-
indukcinis Igsteliy inkubavimas. Didesnis baltymy Kiekis buvo stebimas kultaras laikius esant
30 °C temperatrai. Toks rezultatatas paaiSkinamas tuo, kad esant auksStesnei temperatarai
baltymy sintezé vyksta grei¢iau. E. coli BL21 (DE3) su rekombinantinémis plazmidémis
inkubuojant 18 ir 24 val. po indukavimo, temperatiira nebedaré esminés jtakos: tiek esant 16—
20 °C, tiek 30 °C temperatirai sintez¢ vVykdant ilgesnj laikg tikslinio baltymo kiekis nebesiskyré
(3.7 pav. a), b), ¢) ).

3val. 6val. 18val. 24val. 3val. 6val. 18val. 24 val.
3val. 6val. 18val. 24 val. M 1 2 3 4 5 6 7 8 KM 12 3456 7 8
M-1 2 3 456 7 8 17003 L s =8
— & — -— ——
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3.7 pav. Rekombinantiniy flavino reduktaziy HpyE (a), PyrE(b) ir lifD (c) biosintezés priklausomybé
nuo temperatiiros ir inkubavimo trukmés po indukcijos. 1,3,5,7 — 16 °C ((a) atveju 20 °C); 2,4,6,8 — 30
°C;1,2-3val.; 3,4—6val.; 5618 val.; 7,8 — 24 val. IPTG koncentracija — 0,5 mM. M — molekuliniy
masiy zymuo (kDa), K — kontrol¢, neindukuotos E. coli BL21 (DE3) lastelés.



Pamatavus suardytos biomasés tirpios dalies aktyvuma, paaiskéjo, kad baltymas HpyE
ir PyrE buvo aktyvus tik auginus 18 val. esant 16-20 °C temperatiirai ir 24 val. auginus esant
16 °C arba 30 °C temperatiiroms, o baltymas IifD buvo aktyvus auginus 18 arba 24 val. esant
16 °C temperatiirai po indukavimo. Sinteze po indukcijos vykdzius trumpiau aktyvumas nebuvo
aptiktas. Ilgesné sintezés trukmé galimai lemia didesnius baltymo kiekius ir uztikrina
aktyvumg. Rekombinantinio baltymo ekspresija esant Zemesnei augimo temperatiirai turi
bendrg pranasumg, nes padidéja agregacijai linkusiy rekombinantiniy baltymy tirpumas ir
ribojamas jy skaidymasis dél Siluminio $oko proteaziy, kurios indukuojamos padidintos
ekspresijos saglygomis.

Rekombinantiniy flavino reduktazy HpyE, PyrE ir IifD sintezés salygy optimizavimo
rezultatai atskleidé, kad daugiausiai tikslinio baltymo gaunama E. coli BL21 (DE3) bakterijas
su rekombinantinémis plazmidémis po indukavimo inkubuojant 18-24 val., esant 16-20 °C arba
30 °C temperatiirai. Tinkamiausia IPTG koncentracija norint gauti daugiausiai aktyviy tiksliniy

flavino reduktaziy yra 0,5 mM.
3.3.3. Rekombinantiniy flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir IifD gryninimas

Rekombinantiniy flavino reduktaziy gryninimo darbams naudota biomase, kuri gauta
200 ml LB terpés. Biomasé buvo surinkta centrifuguojant, suspenduota 50 mM Tris-HCI, pH
7,5, buferiniame tirpale ir suardyta ultragarsu, kaip apraSyta metodingje dalyje. Siekiant jvertinti
santykinj tirpaus tikslinio baltymo kiekj, palyginus su netirpia dalimi, bendras Igsteliy lizatas,
nuosédos ir tirpi frakcija buvo analizuojami elektroforezés biidu denatiiruojan¢iomis sglygomis.

Eksperimentui visi méginiai buvo skiesti 5 kartus, gautas elektroforezés vaizdas pateiktas 3.8

pav.
HpyE PyrE lifD

B N S B NS BN S MK
i 170,0
) 130.0
— - 100,0
= - = | : e e 70,0
- R =~ — W 55,0
.-———-————_~__: 35,0
—- 25,0
D= = e D =
S - 15,0
s % 10,0

3.8 pav. Rekombinantiniy flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir lifD bendros biomasés, nuosédy ir tirpios
dalies santykinis kiekis po ardymo. B — bendra biomasé po ardymo, N — nuosédos suspenduotos Tris-
HCI, pH 7,5 buferiniame tirpale, S — tirpi dalis (superntantas), gautas po centrifugavimo. M —
molekuliniy masiy zymuo (kDa), K — kontrolé, suardyty, netransformuoty E. coli BL21 (DE3) lasteliy
tirpi dalis.
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Sprendziant i§ gauty rezultaty netirpaus baltymo (nuosédose) buvo daugiau, taciau
salyguy pakeitimas leido pasididinti aktyvaus baltymo iSeigg ir pavyko pasiekti sintezés lygius,
pakankamus tolesniems darbams.

Rekombinantinés flavino reduktazés HpyE, PyrE, IifD buvo sintetinamos su 6 histidiny
inkaru baltymo C gale. D¢l Sios priezasties, gryninimui buvo pasirinkta giminingumo
chromatografija ir Ni?* chelatiné kolonélé. Po vieno gryninimo etapo, visy flavino reduktaziy
atveju, buvo pasiektas didesnis nei 80% grynumas. Atsizvelgiant | tai, kad gryninimo metu
tiksliniai baltymai susikoncentravo, atliekant baltymy elektroforeze i takelius buvo jnesta 10
karty skiesty baltymy frakcijy po gryninimo. Tirpi, negryninta dalis elektrofrezei skiesta nebuvo
(3.9 pav. a), b), c)).

3000 - o LMK 12
pe= T o

2000 -

mAU

-

50

¢

UV 280 nm
[E=Y
o
o
o

Eliucijos buferinis

tirpalas, %

Sugerties intensyvumas, kai

0 J 0 10,0
32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Bendras buferiny tirpaly tiris, ml MK 12

3000 - 170,0 mmTm
100 130,0 =

N

o

o

o
1

b) 50

1000 -

Sugerties intensyvumas,
kai UV 280 nm, mAU
Eliucijos buferinis

tirapalas, %
=
o
[=]
|

0 0 v -
23 25 27 29 31 33 35 37 39
Bendras buferiniy tirpaly taris, ml

2000 - M K 2
100 100,0 =

S
~
o
o
|

1000 -
50

0 J 0 mk 10,0

23 25 27 29 31 33 35 37 39
Bendras buferiniy tirpaly tiiris, ml

XA
Sugerties intensyvumas,
tirpalas, %
|

kai UV 280 nm, mAU

Eliucijos buferini

3.9 pav. Rekombinantiniy flavino reduktaziy gryninimo chromatogramos schematinis vaizdas ir
elektroforezinis vaizdas prie$ bei po gryninimo. a), b), c) — atitinkamai HpyE, PyrE, 1ifD baltymai. 1 —
tirpi dalis prie§ gryninimg, 2 — sujungtos eliucijos frakcijos po gryninimo, naudojant Ni** chelatine
kolonéle. M — molekuliniy masiy zymuo. K — kontrolé, suardyty, netransformuoty E. coli BL21 (DE3)
lasteliy tirpi dalis.
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Siekiant paSalinti imidazola, po gryninimo buvo atlikta dializés procediira. Baltymas
lifD, atlikus dialize dviem atvejais i$ trijy gryninimy iskrito i nuosédas, todél vélesniuose
eksperimentuose buvo pasirinkta nudruskinimo strategija naudojant nudruskinimo 5 ml HiTrap
kolonéle. Galima teigti, kad flavino reduktaze IifD yra jautri dializés procediiroms.

Nustatyta, kad i§ 200 ml E. coli BL21 (DE3) biomasés gaunama 3,1 g HpyE flavino
reduktazés, kurios specifinis aktyvumas 136,4 U/mg. IS tokio paties turio PyrE baltymo
gaunama 2,6 kartus maziau (1,2 g), o specifnis aktyvumas mazesnis 13,4 kartus (10,2 U/mg ).
PyrE baltymo gaunamas kiekis 1,4 kartus didesnis nei IifD (0,83 g), taciau [ifD baltymo
specifinis aktyvumas (55,8 U/mg) 5,5 kartus virSijo PyrE. Tai reiskia, kad tikslinio aktyvaus
1ifD baltymo buvo isgryninta daugiau. HpyE i$ tokio paties tiirio buvo gauta 3,8 kartus daugiau
nei lifD, o specifinis aktyvumas buvo 2,4 kartus didesnis (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Rekombinantiniy flavino reduktaziy gryninimas. Fermentai buvo gryninami i§ 200 ml E.
coli BL21 (DE3) biomasés.

Gryninimas Baltymo Kiekis, Bendras Specifinis
mg/mi aktyvumas, U aktyvumas, U/mg

1) 0,50 74,60 147,40
HpyE ) 16,62 2 186 131,52

) 14,80 2 090 141,21

1) 5,65 33,40 5,90
Pyre ) 6,62 114,40 17,28

) 5,65 41,50 7,34

1) 2,96 110,60 37,36
lifD i) 5,31 394,00 74,19

Aktyvumas ir baltymo kiekis taip pat buvo jvertintas po 15 dieny iSgryninty flavino
reduktaziy saugojimo -20 °C temperatiiroje. Atlikus analiz¢ pastebétas reikSmingas PyrE
baltymo kieko (73,5 %) ir specifinio aktyvumo (24,8 %) praradimas. Tai gali buti sicjama su
denatuiracijos efektais. HpyE ir lifD atveju tokiy poky¢iy pastebéta nebuvo. Kitame darbo etape

iSgrynintos flavino reduktazés buvo naudojamos fermenty biocheminiam charakterizavimui.

3.4. Rekombinantiniy flavino reduktaziy biocheminis charakterizavimas

3.4.1 HpyE, PyrE ir 1ifD substratinio specifiSkumo nustatymas

Substratinis specifiSkumas yra fermento savybé pasirinkti konkrety substratg i§ panasiy
cheminiy junginiy grupés. Si charakteristika fermentus padaro svarbiais diagnostiniais ir
kataliziniais jrankiais (Heine et al., 2018). Tuo remiantis biocheminj flavino reduktaziy

charakterizavima nuspresta pradéti nuo substratinio specifiSkumo tyrimy.
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Atlikti fermentinio aktyvumo matavimai potencialiais substratais panaudojant FMN,
FAD, riboflaving (5 mM) ir 3-acetilpiridino adenino dinukleotida (100 mM). Pastarasis buvo
pasirinktas kaip alternatyva flavinams. Eksperimentas atliktas pasirinkus 1,5 — 3 mM
koncentracijas reakcijos misinyje ir 30 s, 5 min, 30 min ir 1 val inkubacijos trukmes po reakcijos
inicijavimo atitinkamu fermentu. Gauti rezultatai atskleidé, jog panaudojus 3-acetilpiridino
adenino dinukleotida, kaip potencialy substratag sugerties pokytis visy flavino reduktaziy atveju
nesieké 3 %. Atsizvelgiant | Siuos rezultatus galima daryti iSvada, jog 3-acetilpiridino adenino
dinukleotidas néra tinkama alternatyva. Reakcija taip pat nevyko substratu pasirinkus
riboflaving, o didZiausias fermentinis aktyvumas aptiktas su FMN.

Ankstesniy eksperimenty metu paaiskejo, kad i$ trijy tiriamy flavino reduktaziy HpyE
baltymas pasiZzymi didziausiu aktyvumu, todél biitent HpyE aktyvumas reakcijg vykdant su
FMN buvo prilygintas 100 % (3.10 pav).

HpyE baltymo atveju santykinis aktyvumas substratu panaudojus FAD buvo 51+ 3 %
mazesnis, palyginus su FMN. PyrE santykinis aktyvumas reakcija vykdant su FAD substratu
buvo 4,6 karto mazesnis nei su FMN. Pastebéta, kad baltymo IlifD santykinis aktyvumas
panaudojus FMN arba FAD substratg skyrési maziausiai. 1ifD, substratu naudodamas FMN,
reakcijg vykde 2543 % greiciau nei su FAD.
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3.10 pav. Rekombinantiniy HpyE, PyrE ir [ifD aktyvumy priklausomybé nuo subsrato pasirikimo.
Substraty koncentracija tirpale 50 uM. 100 % — HpyE specifinis aktyvumas, substratu naudojant FMN.
Reakcija inicijuota fermentu. Aktyvumo matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.

Tiriamy flavino reduktaziy polinkis reakcija geriau vykdyti su FMN substratu gali biiti
aiSkinamas jy homology tyrimy rezultatais, nes tieck NTA-MoB, tieck HPAH C1 pirmenybe
teikia FMN. Be to, tokie rezultatai leidzia manyti, jog flavino reduktazés HpyE, PyrE ir IifD

gali biiti priskiriamos C grupés dvikomponenciy monooksigenaziy sistemoms.
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Palyginus tiriamuosius fermentus tarpusavyje nustatyta, kad HpyE buvo ~ 2 kartus
aktyvesnis uz lifD ir net ~ 37, 26 kartus aktyvesnis uz flavino reduktaze¢ PyrE.

Kitame rekombinantiniy flavino reduktaziy tyrimy etape buvo siekiama iSsiaiSkinti
FMN koncentracija, kuriai esant fermentas yra aktyviausias. Eksperimenty pradzioje buvo
pasirinkta 3 min inkubuoti fermentg su FMN ir reakcijg inicijuoti su NADH kosubstratu, tac¢iau
rezultatams ir paklaidoms tai reikSmingos jtakos nepadar¢, todél pateikti rezultatai gauti be
inkubacijos. Nustatyta, kad maksimalus HpyE aktyvumas pasiektas panaudojus 50 uM FMN
koncentracijg, o koncentracijy intervale 50 — 150 uM aktyvumas beveik nesikeité (augimas 1—
4 %) (3.11 pav. a). Baltymas PyrE pasieké 93+3 % aktyvumag esant 50 uM FMN koncentracijali,
0 didziausias PyrE aktyvumas buvo reakcijos misinyje esant 150 uM FMN (3.11 pav. b). Visgi,
50-150 uM FMN intervale PyrE aktyvumas svyravo paklaidy ribose, todél tolesniuose
eksperimentuose naudota 50 puM FMN koncentracija. Tiriamojo baltymo [ifD maksimalus
aktyvumas buvo pasiektas panaudojus 50 uM FMN ir nuo 50 uM iki 150 uM netgi sumazejo
6-8 % ribose (3.11 pav. c). Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad visoms
tirlamoms flavino reduktazéms tinkamiausia FMN koncentracija yra 50 uM, kuri ir naudota

tolesniuose eksperimentuose.
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3.11 pav. Rekombinantiniy a) HpyE, b) PyrE, c) IifD aktyvumo priklausomybé nuo FMN
koncentracijos. 100 % laikoma koncentracija su kuria pasiektas didziausias aktyvumas kiekvieno
baltymo atveju (HpyE — 100 uM , PyrE — 150 uM , IifD — 50 uM ). Reakcija inicijuota fermentu.
Aktyvumo matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.
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Flavino reduktazés katalizuoja oksidacijos-redukcijos reakcija, kurios metu flavinas
redukuojamas, o oksiduojamas NADH arba NADPH kosubstratas.

Atliekant fermentiniy aktyvumy matavimus panaudojus NADPH (10 mM), kaip
kosubstratg, pasirinktos 150-300 uM koncentracijos. Nei vienu tirtu atveju fermentinis
aktyvumas su NADPH nebuvo aptiktas, tod¢él galima teigti, kad NADPH néra tinkamas
kosubstratas HpyE, PyrE ir lifD flavino reduktazéms. Nustatyta, kad reakcija vyksta tik su
NADH (10 mM).

Kitame rekombinantiniy HpyE, PyrE ir [ifD tyrimy etape buvo atlikti eksperimentai su
skirtingomis kofaktoriaus NADH koncentracijomis siekiant iSsiaiskinti, kada fermentas yra
aktyviausias. Nustatyta, kad HpyE baltymas pasieké didziausig aktyvumag, kai NADH
koncentracija buvo 150 uM. Aktyvumas iSliko paklaidy ribose NADH koncentracijy intervale
150 uM — 400 uM aktyvumas reikSmingai nebesikeite (3.12 pav. a) ).

Baltymas PyrE didZiausiu aktyvumu pasizyméjo su 300 uM NADH koncentracija,
taCiau tiesiné fermento aktyvumo priklausomybé nuo NADH yra 150 — 400 uM koncentracijy
intervale, o nuo 150 uM pasiekiamas fermento jsotinimas substratu, tod¢l greitis reikSmingai
nesikei¢ia (3.12 pav. b) ). Nors rezultaty analiz¢ atskleidé, kad baltymas [ifD didziausig
aktyvumga pasieké, kai NADH koncentracija buvo 400 puM, buvo pastebéta analogiSka
tendencija kaip ir PyrE baltymo atveju (3.12 pav. ¢)
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3.12 pav. Rekombinantiniy HpyE, PyrE, lifD aktyvumo priklausomybé nuo NADH kncentracijos. 100
% laikoma koncentracija su kuria pasiektas didziausias aktyvumas kiekvieno baltymo atveju (HpyE

— 150 uM , PyrE — 300 uM , IifD — 400 uM ). Reakcija inicijuota fermentu. Aktyvumo matavimai
pakartoti maziausiai 3 kartus.
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HpyE, PyrE ir IifD kinetiniai parametrus buvo jvertinti matuojant pradinio reakcijos
(FMN redukcijos arba NADH oksidacijos) grei¢io priklausomybe nuo substrato koncentracijos,
esant fiksuotai NADH arba FMN koncentracijai. Si priklausomybé buvo hiperboling, todél jai
glodinti pritaikyta Michaelio-Menten lygtis. Kmir Kkat vertés pateiktos 3.3 lenteléje. IS rezultaty
matyti, kad tiriamosios flavino reduktazés pasizyméjo geromis katalizinémis savybémis ir
reakcijas vykdo labai aktyviai. Zemos Km vertés parodo auksta afiniskuma, o tai reiskia, kad

substratas yra tvirtai suriSamas.

3.3 lentelé. HpyE, PyrE, IifD kinetiniai parametrai pagal substraty redukcija ir oksidacija.
Baltymas ir substratas

arba Kofaktorius Km, mM Kiat, S Kkat/ Km, MM - st

HpyE

FMN 29x10°3 4158 x 10°

NADH 0,12 12058 100,5 x 10°
Pyrk

FMN 29x10°3 1208 x 10°

NADH 6,3 x 10 2 35034 55,6 x 103
1ifD

FMN 32x10°73 2 345,7 x 10°

NADH 7,9x103 7506,1 950,2 x 103

NADPH tikrinant kaip substratg, jokio aktyvumo nefiksuota, todé¢l atsizvelgiant j
struktiirinius panasumus iskelta hipotezé, kad NADPH gali turéti slopinantj poveik] tiriamoms
flavino reduktazéms. Tam pasirinktos NADPH koncentracijos buvo palygintos su pradiniu
aktyvumu be NADPH,

Sprendziant i§ gauty rezultaty, akivaizdu, kad NADPH jtaka reakcijos eigai nebuvo
didelé. Santykinis HpyE aktyvumas, lyginant su pradiniu, sumazéjo 3 — 6 % (= 2 %), PyrE
aktyvumo sumazéjimas taip pat buvo nedidelis, 2 — 6 % (= 4 %). lifD baltymo aktyvumui
papildomas NADPH kosubstratas padar¢ daugiausiai jtakos, buvo stebimas 8 — 16 % (£ 2 %)
aktyvumo sumazéjimas. Taigi, galime daryti iSvada, jog baltymy HpyE ir PyrE aktyvumui
NADPH nepadaré¢ reik§mingos jtakos, 0 jautriausias $iuo atzvilgiu pasirodé baltymas lifD (3.13
pav. a), b), ¢) ).

51



= 100 =100 > 100

8 3 <

E 90 § 90 § 90 N :

2,

£ 8 £ 80 % 80

2 2 2

£ 70 S 70 _i 70

> > =

S 60 5 60 8 60

@ HpyE PyrE lifD
mK (0 uM) mK (0 uM) EK (0 uM)
50 uM u50 uM 5uM
#1100 pl =100 uM 10 uM

150 ul 150 uM 150 uM

3.13 pav. Rekombinantiniy a) HpyE, b) PyrE, c) 1ifD aktyvumo slopinimo priklausomybé nuo NADPH
kofaktoriaus koncentracijos. NADPH koncentracija tirpale 50-150 uM. 100 % laikomas pradinis
aktyvumas be papildomo NADPH, kai reakcijos misinj sudaré baltymas, 50 uM FMN, 150 uM NADH
ir atitinkamas buferinio tirpalo kiekis. Reakcija inicijuota su atitinkamu baltymu. Matavimy paklaidos
nevirsijo 4 %.

Tolesniuose HpyE, PyrE ir [ifD flavino reduktaziy tyrimuose naudotos 50 uM FMN ir
150 uM NADH koncentracijos.

3.4.2. Flavino reduktaziy aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros

Svarbus fermentus charakterizuojantis parametras yra optimali veikimo temperatiira.
Dél to, siekiant iSsamiai apibudinti HpyE, PyrE ir IifD, buvo atlikti eksperimentai, parodantys
fermento aktyvumo ir stabilumo priklausomybe nuo temperatiiros. 3.14 paveiksle pateikti
rezultatai rodo, kaip fermento aktyvumas keitési reakcijos misinio temperattiry ribose nuo 20
iki 50 °C.

Didziausiu aktyvumu HpyE pasizyméjo, kai reakcija buvo vykdyta esant 35-45 °C
temperatirai. Toliau keliant temperatiirg pastebétas staigus aktyvumo verciy sumazéjimas. Tai
grei€iausiai galéjo lemti natyvios baltymo struktiiros praradimas.

Baltymas PyrE reakcija vykdé aktyviausiai esant 4045 °C reakcijos miSinio
temperatirai ir iSlaikeé iki 94 % aktyvumo temperatiirg keliant iki 55 °C. Nuo 55 °C baltymo
aktyvumas émé staigiai mazéti ir esant 60 °C temperatiirai sieke tik 35 %.

Nustatyta, kad baltymas [ifD didziausiu aktyvumu pasizymejo, kai reakcijos
temperattira buvo 30 °C. Toliau keliant temperatiirg aktyvumas kas 5 °C krito po 20—40 %.
Gauti rezultatai leidzia daryti iSvada, kad baltymas lifD yra jautrus temperatiiroms aukstesnéms
nei 30 °C, o keliant temperattirg galimai praranda savo natyvig struktirg, taip pazeidZiant

substraty suri§imo vietas.
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3.14 pav. Rekombinantiniy HpyE, PyrE, TifD aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros. 100 %
laikoma temperatiira, Kuriai esant pasiektas didziausias aktyvumas (HpyE ir PyrE — 40 °C, 1ifD—-30 °C).
Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.

Nustatyta, kad baltymas [ifD didziausiu aktyvumu pasizyméjo, kai reakcijos
temperatiira buvo 30 °C. Toliau keliant temperatiirg aktyvumas kas 5 °C krito po 20—40 %.
Gauti rezultatai leidzia daryti iSvada, kad baltymas lifD yra jautrus temperatiroms aukStesnéms
nei 30 °C, o keliant temperatiira galimai praranda savo natyvig struktiirg, taip pazeidziant

substraty suri$imo Vietas.
3.4.3. Rekombinantiniy HpyE, PyrE ir IifD termostabilumo jvertinimas

Flavino reduktaziy aktyvumo priklausomybés nuo temperatiiros eksperimentai leido
nustatyti temperatiras, kurioms esant fermentas pasizymi didziausiu aktyvumu reakcija stebint
trumpg laika, taCiau pastarieji rezultatai pilnai neatskleidé tinkamiausiy tiriamy fermenty
veikimo salygy ir nesuteiké informacijos apie tiksliniy fermenty termostabilumg. Norint
iSsiaiskinti, kokiai temperatiirai esant HpyE, PyrE ir 1ifD nepraranda aktyvumo, baltymai buvo
inkubuoti 23-50 °C temperatiry intervale 1 — 15 min. Skirtingos inkubavimo trukmés buvo
pasirinktos siekiant detalios termostabilumo analizés.

Kai prie§ vykdant reakcija baltymas HpyE 1 min buvo inkubuotas esant 40 °C
temperatirai, jis neteko 32 % aktyvumo, o ir aukStesné temperatira beveik visiSkai

inaktyvuodavo HpyE. Reiskia $is baltymas yra jautrus aukStesnei nei 35 - 40 °C temperatiirai,

ivyksta negrjztamas natyvaus HpyE denatiiravimas. Didziausias HpyE aktyvumas buvo gautas,
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baltyma pries tai inkubavus 30 °C 1 min, o ilgesné inkubacija lemdavo Zemesnius aktyvumus.
Didesnes paklaidas aukstesnése temperatiirose greic¢iausiai 1émé baltymo denattiravimo efektai

ir aktyvumo praradimas (3.15 pav.)
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3.15 pav. Rekombinantinio HpyE stabilumo priklausomybé nuo temperatiiros. 100 % laikoma
temperatiira ir inkubavimo periodas, kuriems esant pasiektas didziausias aktyvumas (30 °C, 1 min).
Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.

Baltymas PyrE didZiausig aktyvumag i$laiké pries tai jj inkubavus 30 °C 1 min, o ilgesné
inkubavimo trukmeé lémé aktyvumo sumazejimg vos 13—-21 %. Taip pat pastebétas tik pradinis
aktyvumo iSlaikymas po inkubacijos auksStesnése temperatiirose (inkubavus 1 min). Inkubavus
PyrE esant 40 °C temperattrai 5-15 min, baltymas prarado 39-46 % aktyvumo (3.16 pav.).
Didesnes paklaidas aukStesnése temperatiirose gal¢jo lemti aktyviy centry konformaciniai

poky¢iai ir denattiravimo efektai.
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3.16 pav. Rekombinantinio PyrE stabilumo priklausomybé nuo temperatiiros. 100 % laikoma

temperattra ir inkubavimo periodas, kuriems esant pasiektas didziausias aktyvumas (30 °C, 1 min).
Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.
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Atlikus rezultaty analize¢, paaiskéjo, kad baltymas IifD aktyvumg geriausiai islaiké jj
inkubavus 30-35 °C. Esant 30 °C temperatiirai baltymas grei¢iausiai buvo stabilus, o po 5 min
inkubavimo pasiektas aukstas fermentinis aktyvumas buvo paklaidy ribose. Taciau aukStesnés
temperattros ir ilgesné inkubavimo trukmé beveik visiskai inaktyvuodavo baltyma. Taip pat,
aukStesnése temperattirose buvo stebimos didesnés paklaidos. Reiskia, Sis baltymas yra labai

jautrus auksStesnéms temperatiiroms ir pasireiSkia denatiiracija ir aktyvumo praradimas.
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3.16 pav. Rekombinantinio IifD stabilumo priklausomybé nuo temperatiiros. 100 % laikoma
temperatiira ir inkubavimo periodas, kuriems esant pasiektas didZiausias aktyvumas (30 °C, 5 min).
Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.

Apibendrinus temperatiiros jtaka rekombinantiniy flavino reduktaziy aktyvumui ir
stabilumui, galima teigti, kad optimaliausia fermenty veikimo temperatiira yra 30-35 °C. Esant
aukStesnei temperatarai reakcija vyksta greiciau, bet fermentas tampa nestabilus, todél didesnis

greitis nekompensuoja aktyvumo nuostoliy, atsiradusiy dél baltymo dentiiracijos.

3.4.4. Rekombinantiniy flavino reduktaziy aktyvumo ir stabilumo priklausomybé nuo

buferinio tirpalo prigimties ir pH

HpyE, PyrE ir [ifD aktyvumo priklausomybé nuo pH buvo nustatoma naudojant K-
fosfato, Na-acetato, Tris-HCI ir Gly-NaOH buferinius tirpalus (pH 5,0-9,5). Fermenty
aktyvumas matuotas esant 30 °C temperatiirai.

Rezultaty analizé parodé, kad daugiau nei 50 % aktyvumo HpyE iSlaiké, kai pH buvo
tarp 5,5 ir 8,5 (3.18 a) pav.). Didziausias FMN redukcijos aktyvumas nustatytas, kai buferinio
tirpalo pH buvo 7. I gauty rezultaty matyti, kad HpyE buvo aktyviausias reakcija vykdant Na-
acetato ir K-fosfato buferiniuose tirpaluose.

Nustatyta, kad baltymas PyrE didesnj nei 50 % aktyvuma islaiké ir buvo
aktyviausias naudojus K-fosfato, Na-acetato ir Tris-HCI buferinius tirpalus, kai pH vertés
buvo tarp 5 ir 8 (3.18 b) pav.). DidZiausias aktyvumas nustatytas, kai buferinio tirpalo pH

buvo 6. Gly-NaOH buferiniame tirpale, kai pH buvo aukstesnis nei pH 8, pastebétas
55



fermentinio aktyvumo kritimas. Tai gali biiti susij¢ su pasireiSkusiais denatliravimo
efektais.

IifD aktyvumas buvo didZiausias ir prilygo 98-100 %, kai reakcija vykdyta K-
fosfato buferiniame tirpale, pH 6,57 intervale (3.18 c) pav.). Taip pat, rekombinantinis
baltymas iSlaiké didesnj nei 89 % akyvuma Tris-HCI buferiniame tirpale, kai pH buvo 7.
Nustatyta, kad Gly-NaOH buferiniame tirpale, kai pH buvo tarp 8 ir 9,5 baltymas neteko
80-96 % aktyvumo, todél galima teigti, kad Sis tirpalas néra optimalus pasirinkimas

vykdyti reakcijg. Taip pat 1§ rezultaty akivaizdu, kad dalinai Sarminés sglygos inaktyvuoja

[ifD baltyma.
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3.18 pav. Rekombinantiniy HpyE, PyrE, 1ifD aktyvumo priklausomybé nuo buferinio tirpalo
prigimties ir pH. 100 % laikoma pH verté ir buferinis tirpalas su kuriuo pasiektas didZiausias
aktyvumas kiekvieno baltymo atveju (HpyE — K-fosfatinis, pH 7; PyrE — K-fosfatinis pH 6; 1ifD —
K-fosfatinis pH 7). Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai 3 kartus.

Apibendrinus buferinio tirpalo ir pH jtaka rekombinantiniy flavino reduktaziy aktyvumui,
galima teigti, kad tinkamiausias buferinis tirpalas visiems tiriamiesiems yra K- fosfatinis.
HpyE baltymo optimalus pH intervalas yra 7-8, PyrE didziausias santykinis aktyvumas
stebétas, kai pH buvo nuo 6 iki 7, o lifD, kai pH buvo 6,5-7. Taigi, visi tirti baltymai teikia

pirmenybe neutraliam arba artimam neutraliam pH intervalui.
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3.4.5. Fermenty stabilumo ir aktyvumo priklausomybé nuo stabilizatoriaus

koncentracijos ir laikymo salygu

ISgryninus fermentg, visada svarbu iSsaugoti jo pradinj aktyvuma ir laikyti tokiomis
salygomis, kurios nesukelty kritimo j nuosédas ar denattiravimo efekto. Daznai Siam tikslui yra
naudojami stabilizatoriai, pavyzdziui, glicerolis, sacharozé ar jau¢io serumo albuminas — BSA.
Siame darbe buvo pasirinkti du i§ jy: glicerolis ir sacharoz¢, ir pagaminti jy tirpalai. Fermenty
aktyvumas matuotas esant 30 °C temperatirai.

[Sanalizavus rezultatus paaiskéjo, kad baltymui HpyE stabilizatoriy naudojimas turéjo
teigiamg jtaka, nes fermenty kontroliniai méginiai, inkubuoti be priedy, po 80 dieny saugojimo
-20 °C prarado daugiau kaip 45 % aktyvumo, o HpyE su stabilizatoriais islaiké 2—29 % didesn;j
aktyvumga (3.19 pav.). Nustatyta, kad veiksmingiausia buvo 10 % glicerolio koncentracija, nes

nepriklausomai nuo temperattiros ir laikymo trukmés, fermentas iSlaikeé aukStesnj nei 83 %

aktyvuma.
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3.19 pav. Rekombinantinio HpyE saugojimo stabilumo priklausomybé nuo stabilizatoriy ir laikymo
salygy. Glicerolio ir sacharozés koncentracija tirpale 5-25 %. 100 % laikomas pradinis fermento
aktyvumas be stabilizatoriaus. Reakcijos miSinj sudaré HpyE, 50 uM FMN, 150 pM NADH ir
atitinkamas buferinio tirpalo kiekis. Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai
3 Kkartus.

Kontroliniai méginiai laikyti 3 dienas esant +4 °C temperatiirai, didZigja dalimi atvejy
iSlaiké 9-21 % didesnj aktyvuma nei fermentai su stabilizatoriais. Baltymas su 25 % sacharozes,
po 3 dieny prarado net 27 % aktyvumo. Kontroliniai méginiai laikyti 12 dieny, esant +4 °C
temperatirai, iSlaiké¢ 16-28 % didesnj aktyvuma. Maziausiai veiksminga buvo
sacharozés 25 % koncentracija, nes net 27 % aktyvumo buvo prarasta iSkart po meéginio
paruosimo. Akivaizdu, kad aukStesné sacharozes koncentracija turi neigiama poveikj HpyE

fermentiniam aktyvumui, galimai inaktyvindama baltymga. Taip pat, verta paminéti, jog baltymo
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HpyE tiek kontrolinis méginys tiek miSiniai su stabilizatoriais neiskrito j nuosédas po 80 dieny
inkubavimo, o su kitais tiriamais baltymais tai buvo pastebéta.

Rezultaty analizé atskleidé, kad baltymo PyrE aktyvuma geriausiai stabilizavo 25 %
glicerolio koncentracija. Nustatyta, kad po 12 dieny laikymo +4 °C baltymas prarado 27 %
aktyvumo, o po 14 dieny laikymo -20 °C prarado 30 % (3.20 pav.). Tai greiCiausiai lémé

apsaugojimas nuo baltymo uzsalimo, dél ko nebuvo pastebéta kritimo j nuosédas.
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3.20 pav. Rekombinantinio PyrE saugojimo stabilumo priklausomybé nuo stabilizatoriy ir laikymo
salygy. Glicerolio ir sacharozés koncentracija tirpale 5-25 %. 100 % laikomas pradinis fermento
aktyvumas be stabilizatoriaus. Reakcijos mi8inj sudaré PyrE, 50 uM FMN, 150 uM NADH ir
atitinkamas buferinio tirpalo kiekis. Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maziausiai
3 kartus.

Taciau, ilgesnis laikymas esant -20 °C temperatiirai vistik padaré reikSmingesne jtaka ir
baltymas prarado net 55 % aktyvumo. Kiti tiriamieji méginiai jau po 3 dieny buvo drumzlini, o
baltymas iSkritgs | nuosédas. Baltymui PyrE 5 % glicerolio ir 5 % sacharozés koncentracija
padaré panasig jtaka, buvo stebimas 81-82 % aktyvumo praradimas po 12 dieny laikymo +4 °C
ir 78-81 % aktyvumo praradimas po 80 dieny laikymo -20 °C. Taip pat nustatyta, kad dauguma
PyrE baltymy su skirtingomis stabilizatoriaus koncentracijomis, laikyty 80 dieny, -20 °C,
iSlaiké 6-11 % didesnj aktyvuma uZz pradinj kontrolinj méginj.

Atlikus rezultaty analiz¢ paaiskéjo, kad tiriamasis baltymas IifD iSlaiké daugiau nei 60
% aktyvuma po inkubacijos su 10 % gliceroliu 12 dieny +4 °C ir 80 dieny -20 °C. Palyginus su
sacharoze (5-25 %) ir kitomis glicerolio koncentracijomis, tai tinkamiausias stabilizatorius ir

koncentracija (3.21 pav.). Taip pat, i§ gauty duomeny tapo aisku, kad 25 % sacharozés
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koncentracija padéjo islaikyti 7-12 % didesnj aktyvuma, nei 5—10 % sacharozé po 80 dieny
laikymo - 20 °C. Taciau, skirtingos sacharozés koncentracijos po 12 dieny inkubacijos +4 °C

neparodé reikSmingo skirtumo ir aktyvumas buvo paklaidy ribose, skirtumas 5—6 %.
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3.21 pav. Rekombinantinio 1ifD saugojimo stabilmo priklausomybé nuo stabilizatoriy ir laikymo
salygy. Glicerolio ir sacharozés koncentracija tirpale 5-25 %. 100 % laikomas pradinis fermento
aktyvumas be stabilizatoriaus. Reakcijos misinj sudaré 1ifD, 50 uM FMN, 150 uM NADH ir atitinkamas
buferinio tirpalo kiekis. Reakcija inicijuota fermentu. Visi matavimai pakartoti maZiausiai 3 kartus.

Baltymo IifD ir glicerolio arba sacharozés miSiniuose buvo pastebéti denatiiravimo
efektai ir kritimas j nuosédas. Vieninteliai méginiai, kurie iy pozymiy neparodé buvo su 10 %
ir 25 % glicerolio koncentracija. Tai galéjo lemti geresnj aktyvumo iSlaikymg palyginus su

kitomis tiriamomis stabilizatoriy koncentracijomis.

3.5. Numatyti eksperimentali

Be jau atlikty eksperimenty Siame darbe taip pat buvo numatyti keli esminiai tyrimai,
kuriuose buty aiSkinamasi fermenty stabilumas organiniuose tirpikliuose, o geriausiu aktyvumu
ir stabilumu pasiZzyméjusi rekombinantin¢ flavino reduktazé biity derinama su flavino
monooksigenaze.

Monooksigenaziy substratai daZnai yra netirpiis arba prastai tirpiis vandenyje junginiai
ir tai tampa klifitim jy efektyviai katalizei, todél atsiranda poreikis katalizés darbus perkelti (i$
dalies) i organing aplinka. Vienas i§ problemos sprendimo biidy yra fermenty, gebanciy dirbti
organiniy tirpikliy aplinkoje taikymas arba mutantiniy fermenty kiirimas jau esamy pagrindu.
D¢l Sios priezasties Siame darbe biity tiriamas flavino reduktaziy stabilumas ir geb¢jimas
reakcija vykdyti ne tik vandeninéje aplinkoje bet ir organiniuose tirpikliuose, dimetilsulfokside,

dimetilformamide, metanolyje ar acetonitrile.
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Gauti rezultatai atskleidé, kad tiriamosios reduktazés yra aktyvis fermentai, taciau jy
pagrindiné funkcija yra regeneruoti redukuota flaving pritaikytai flavino monooksigenazei, kuri
uztikrinty esminio katalizés produkto gavima. Kadangi pasirinkta monooksigenaz¢ biity i$ kito
mikroorganizmo, biity labai svarbu parinkti geriausias reakcijos sglygas, derinant fermenty
kiekius, parenkant optimalig temperatiira, buferinj tirpala ir pH verte. Taip pat biity vertinamas

stabilumas ir biokonversijos cikly skaicius (kiek $ie fermentai geba dirbti kartu).

3.6. Rezultaty aptarimas

Aktyviy ir biochemiskai apibudinty fermenty poreikis tiek didelio masto pramoniniuose
procesuose, tiek labai specifinése srityse sparciai auga. D¢l Sios prieZasties, naujy ir aktyviy
fermenty chrakterizavimas yra aktualus ir skatina biokatalizés raida.

Siame darbe buvo pirma karta charakterizuotos naujos bakterinés flavino reduktazes ir
aiskintasi optimalios jy sintezes ir veikimo salygos. Nustatyta, jog aktyviausia flavino reduktaze
yra HpyE, kurios specifinis aktyvumas buvo 13,4 karty didesnis uz PyrE ir 2,4 kartus didesnis
uz [ifD. Rekombinantinio baltymo HpyE sintezei lasteliy augimo temperattira didelés jtakos
neturéjo, taciau baltymy PyrE ir IifD sinteze vykdzius, kai temperattra 37 °C, buvo stebimas
mazesnis tikslinio baltymo kiekis. AukStesné temperatiira galimai paskatino tikslinio baltymo
sintezés procesg ir tuo pa¢iu lémé gausesnj netirpaus ir neteisingos konformacijos baltymo
susidarymg. Didesné nei 0,5 mM IPTG koncentracija 1émé mazesnj sintezés produkto HpyE
kiekj, taciau kity tirty baltymy rezultatuose tokios priklausomybés nepastebéta. Visy tyrimo
objekty atveju sintezés trukmé po indukcijos turéty bati ne trumpesné nei 6 val. 30 °C arba 18—
24 val. 16-30 °C. Optimizavus sintezés sglygas visais trimis atvejais pasiekti pakankami tirpiy
baltymy kiekiai, reikalingi efektyviam tiksliniy reduktaziy gryninimui ir tolimesniems
tyrimams.

Charakterizavus tiriamuosius objektus paaiskéjo, kad baltymai HpyE, PyrE ir 1ifD teikia
substrating pirmenybe FMN palyginus su FAD: HpyE reakcija vykdo 51 % greiciau, o PyrE 78
% greiciau. Visgi, FAD, kaip alternatyva, yra tinkamas substratas 1ifD, nes reakcija su Siuo
substratu vyko tik 25 % léciau nei su FMN. Taip pat paaiskéjo, kad visais tirtais atvejais
tinkamiausias kosubstratas yra NADH. Visy flavino reduktaziy atveju tinkamiausios substrato
(FMN) ir kosubstrato (NADH) koncentracijos efektyviam oksdacijos — redukcijos uZztirkinimui
yra, atitinkamai, 50 mM ir 150 mM. NADPH, kaip slopiklis, nepadaré reikSmingos jtakos
flavino reduktaziy vykdomoms reakcijoms, o jautriausias Siam papildomam kofaktoriui buvo
IifD. IS trijy flavino reduktaziy IifD yra jautriausias temperatiirai, nes pakélus temperatiirg iki 40
°C, IifD prarado net 55 % aktyvumo. Kity baltymy denatiiracijos pozymiai pasireiské tik
pasiekus 50-55 °C temperatiirg. Visgi, 1-15 min inkubavimas skirtingose temperatiirose
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atskleidé daugiau informacijos ir paaiskéjo, kad kai temperatiira aukstesné nei 40 °C stabiliausias
yra PyrE, o HpyE ir IifD inkubavus ilgiau nei 1 min praranda didzigja dalj aktyvumo.

Taip pat nustatyta, kad tinkamiausi buferiniai tirpalai efektyviai fermenty PyrE ir lifD
katalizei yra kalio fosfatinis arba Tris-HCI. PyrE reakcija aktyviausiai vykdé 67 pH, o lifD 6,5—
7 pH intervaluose. Baltymo HpyE charakterizavimas atskleidé kiek kitokius rezultatus ir
nustata, kad kalio fosfatinis buferinis tirpalas yra tinkamesnis uz Tris-HCI, o geriausios salygos
uztikrinamos 7-8 pH intervale. Reiskia, visy tiriamyjy objekty atveju reikalinga salyginai
neutrali pH verte, o riigStingesné arba Sarmingesné aplinka lemia konformacinius pokyc¢ius ir
aktyvumo praradima.

Dirbant su flavino reduktazémis, ypa¢ PyrE ir IifD atvejais, susidurta su fermenty
stabilumo problema juos saugojant ilgesnj laikg. Atlikus tyrimg, vertinant baltymy stabilumg ir
geb¢jima iSlaikyti aktyvuma inkubavus skirtingose temperatiirose ir panaudojus glicerolio ar
sacharozés stabilizatorius, paaiSkéjo, kad gerokai stabilesnis uz kitus tiriamuosius yra baltymas
HpyE, o 10 % glicerolio koncentracija padéjo iSlaikyti net 83 % HpyE aktyvuma po 80 dieny
laikymo -20 °C. Tuo tarpu baltymas PyrE jau po 3 dieny inkubavimo +4 °C krito j nuosédas ir
greitai prarado fermentines savybes. Visgi, 20 % glicerolio koncentracija padéjo iSvengti
uz8alimo efekty laikant, kai temperatiira -20 °C, ir tai galimai lémé iki 45 % aktyvumo iSlaikymag
po 80 dieny. Batymas [ifD buvo maziau stabilus nei HpyE, bet 10 % glicerolio koncentracija
pade¢jo iSlaikyti 60 % aktyvuma po 80 dieny.

Atlikti tyrimai atskleidé, kad HpyE flavino reduktazé yra aktyviausias ir stabiliausias
baltymas ir turi reik§minga potencialg biiti pritaikytas specifinése srityse ar netgi pramoniniuose
procesuose. Siuo metu komerciskai prieinama, litertiiros apzvalgoje aptarta, flavino reduktazé
i Vibrio fischeri. Si oksidoreduktazé taip pat teikia substratine pirmenyb¢ FMN, o jos
aktyvumas naudojant NADPH yra 3 kartus maZesnis nei su NADH. Sio fermento komerciniame
aprasyme teigiama, kad vienas FMN reduktazés aktyvumo vienetas (U/mg) paveréia 1 pmol
FMN ir NADH j FMNH: ir NAD" per 1 minute, kai pH 7,0 esant 25 ° C temperatirai.
Rekomenduojama laikyti esant 2-8 © C temperatirai, 0 per 12 ménesiy aktyvumas gali sumazéti
mazdaug 20%. DidZiausias HpyE privalumas lyginant su $ia flavino reduktze yra jos itint
didelis specifinis fermentinis aktyvumas. Pagal gautus rezultatus HpyE specifinis aktyvumas
po gryninimo yra vidutiniskai 136,36 U/mg, o flavino reduktazés i§ V.fischeri yra ~7 U/mg, tai
reiskia, kad net ir neatlikus papildomy koncentravimo procediry gaunamas HpyE fermentinis
preparatas yra beveik 20 karty aktyvesnis uz komerciskai prieinamg. Galime uztikrintai teigti,
kad gauséjantys detallis biocheminiai flavino reduktaziy charakterizavimai padés iSplésti

turimy ir komerciskai prieinamy fermenty rinkinj, taip reikalingg biokatalizéje.
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ISVADOS

. Bioinformatin¢ HpyE, PyrE ir IifD struktiiriniy modeliy analizé leidzia patikimai
prognozuoti flavino rduktaziy specifiSkumg FMN.

. Didziausi tirpiy rekombinantiniy flavino reduktaziy HpyE, PyrE ir 1ifD kiekiai E. coli
BL21 (DE3) Igstelése gaunami, kai IPTG koncentracija yra 0,5 mM, sintez¢ vykdant ne

trumpiau kaip 18 valandy ir temperatiira ne aukstesné kaip 30 °C.

. Rekombinantinés flavino reduktazés HpyE, PyrE ir lifD didziausiu aktyvumu pasizymi
reakcija vykdant kalio fosfatiniame buferiniame tirpale, pH 7, kai tempertiira ne

aukstesné kaip 30 °C.

Glicerolis yra tinkamas stabilizatorius ilgalaikiam HpyE, PyrE ir lifD saugojimui.
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SANTRAUKA
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Magistro baigiamasis darbas

Rekombinantiniy flavino reduktaziy i§ Arthrobacter spp. ir Acinetobacter
sp. bakteriju sintezé ir charakterizavimas

Dvikomponentés flavino monooksigenazés katalizuoja hidroksilinimo, epoksidacijos,
halogeninimo, sieros pasalinimo reakcijas ir dalyvauja daugelyje biologiniy procesy, tokiy kaip
natiiraliy ir antropogeniniy junginiy katabolizmas, vitaminy ar antibiotiky biosintez¢. Taciau,
tokio tipo monooksigenazéms yra reikalingas antras fermentas — pagalbiné flavino reduktaze,
kuri uztikrina redukuoto flavino regeneravimg ir be kurios veikimas biity nejmanomas. Visgi
pastebima, kad i§samiai charakterizuoty flavino reduktaziy jvairové yra nepakankama. Sio
darbo tikslas ir uzdaviniai buvo nustatyti optimalias sglygas rekombinantiniy flavino reduktaziy
HpyE i8 Arthrobacter sp. PY22, PyrE i§ Arthrobacter sp. 68b ir lifD i§ Acinetobacter sp. 0153
sintezei E.coli BL21 (DE3) bakterijose ir atlikti ju charakterizavima. Siam tikslui pasiekti buvo
pasitelkti plazmidinés DNR skyrimo, giminingumo chromatografijos, baltymy elektroforezés
poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanCiomis salygomis metodai, reakcijy kinetiniai
parametrai jvertinti spektrofotometriskai. Atlikus tyrimg buvo nustatyta, kad optimalis tirpaus
baltymo kiekiai pasiekiami rekombinantiniy HpyE, PyrE ir IifD sintezés indukcijai pasirinkus
0,5 mM IPTG koncentracijg ir sintez¢ vykdant ne trumpiau nei 18 val. po indukcijos pradzios,
esant 16 — 30 °C. HpyE buvo aktyviausia flavino reduktaze, visi tiriamieji fermentai geriausiu
aktyvumu pasizyméjo reakcija vykdant su FMN substratu ir NADH kofaktoriumi. HpyE
aktyviausia buvo esant 23-30 °C temperatiirai, K-fosfatiniame buferiniame tirpale, kai pH 7, o
po ilgalaikio saugojimo geriausiai aktyvuma islaiké su 10% gliceroliu. PyrE ir 1ifD pasizyméjo
panasomis charakteristikomis ir aktyviausios buvo esant 30 °C temperattrai, K-fosfatiniame
arba Tris-HCI buferiniame tirpale, kai pH 67 PyrE atveju ir pH 6,5-7 IifD. Didziausias

aktyvumas iSlaikytas su 25 % gliceroliu.
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Master thesis

Synthesis and Characterization of Recombinant Flavin Reductases from
Arthrobacter spp. and Acinetobacter sp. Bacteria

Two-component flavin  monooxygenases catalyze hydroxylation, epoxidation,
halogenation, desulfurization reactions and are involved in many biological processes such as
catabolism of natural and anthropogenic compounds, biosynthesis of vitamins or antibiotics.
However, this type of monooxygenase requires a second auxiliary enzyme, flavin reductase,
which ensures the regeneration of reduced flavin. However, the diversity of flavin reductases
characterized in detail is insufficient. The aim and objectives of this work were to determine
the optimal synthesis conditions for the recombinant flavin reductase HpyE from Arthrobacter
sp. PY22, PyrE from Arthrobacter sp. 68b and IifD from Acinetobacter sp. 0153 in E.coli BL21
(DES3) bacteria and perform their biochemical characterization. To achieve this goal, methods
of plasmid DNA separation, affinity chromatography, protein electrophoresis under denaturing
conditions were performed, and the kinetic parameters of the reactions were evaluated
spectrophotometrically. The study showed that optimal amounts of soluble protein were
achieved by inducing the synthesis of recombinant HpyE, PyrE and 1ifD at a concentration of
0.5 mM IPTG and carrying out the synthesis for at least 18 h. after the start of induction at 16 -
30 °C. HypE was the most active flavin reductase. Best activity of all flavin reductases was
recorded when the reaction was carried out with FMN substrate and NADH cofactor. HpyE was
most active at 23-30 °C, in potassium-phosphate buffer at pH 7, and was best maintained with
10% glycerol after long-term storage. PyrE and 1ifD had similar characteristics and were most
active at 30 °C in K-phosphate or Tris-HCI buffer at pH 6-7 for PyrE and pH 6.5-7 for IifD.

Maximum activity was maintained with 25% glycerol.
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