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Santrumpy saraSas

2-ME — 2-merkaptoetanolis

AT-PGR — atvirkstinés transkripcijos PGR
DTT — ditiotreitolis

EDTA - etilendiaminotetraacto rugstis
EGTA - etilenglikolio tetraacto rugstis
IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas
L —Luria

LB — Luria-Bertani

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio elektroforezé
mM?9 — modifikuota M9

PGR - polimeraziné grandininé reakcija
PMSF - fenilmetansulfonilfluoridas

TCEP — tris(2-karboksietil)fosfinas

GT-KP100 — G. thermoleovorans DSM 15325 100 kDa kolagenoliziné peptidaze
GT-KP120 — G. thermoleovorans DSM 15325 120 kDa kolagenoliziné peptidazé
GT-KP130 — G. thermoleovorans DSM 15325 130 kDa kolagenoliziné peptidazé
GT-SM3B — G. thermoleovorans DSM 15325 sekretuojama M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poSeimio peptidaze

GT-1U32 — G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinés U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidazeé

GT-IU32-NGD - G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinés U32
proteoliziniy fermenty Seimos peptidazés N-galinis domenas

GT-1U32-CGD — G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinés U32
proteoliziniy fermenty Seimos peptidazés C-galinis domenas

GT-TU32 - G. thermoleovorans DSM 15325 trumposios grandinés U32

proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaze



Ivadas

Proteoliziniy fermenty” — peptidinio ry$io hidrolaziy — svarba organizmams
daugialype. Katalizuodamos peptidinio rySio hidrolize peptidazés uztikrina
daugel; namy tkio funkcijy bei baltymy jsisavinimg. Genomuose peptidaziy
genai sudaro 2-5 % visy geny (3).

Organizmy evoliucija lémé proteoliziniy fermenty specializacijg bei
savity charakteristiky deriniy, optimaliy funkcijy uztikrinimui, jgijima, todél
peptidaziy erdvinés struktiros, kataliziniy ir reguliavimo mechanizmy
charakteristikos heterogeniskos (4). Charakterizuoto katalizinio mechanizmo
proteoliziniai fermentai priskiriami asparto riigsties, cisteino, glutamo riigsties,
metalo, serino, treonino, misraus mechanizmo peptidazéms arba asparagino
liazéms, tuo tarpu nenustatyto katalizinio mechanizmo peptidazés formaliai
priskiriamos vienam tipui (2, 5). Serino ir metalo peptidazés dominuoja
organizmy genomuose (6). Nenustatyto katalizinio mechanizmo peptidaziy
genai sudaro maziau nei vieng procentg visy peptidaziy geny (2).

Proteoliziniai fermentai aktyviai tiriami, visgi didzioji peptidaziy
jvairovés dalis iSlieka netirta (7, 2). Organizmy genomuose konservatyviy bei
paplitusiy galimai peptidaziy geny, taip pat ir homologisky nenustatyto
katalizinio mechanizmo peptidazéms, jvairové taip pat iSlieka fragmentiskai
tirta (7). Daugelio i§samiai charakterizuoty in vitro peptidaziy funkcionalumas
in vivo islieka netirtas (4).

Nepatogeniniy bakterijy koduojamy kolagenoliziniy peptidaziy jvairove
fragmentiSkai charakterizuota, tuo tarpu patogeniniy bakterijy kolagenoliziniy
peptidaziy jvairové bei funkcin¢ svarba detaliai charakterizuotos (8, 9).
Termofiliniy proteoliziniy bakterijy kolagenolizinis potencialas, tipisku atveju
nustatomas tiriant bakterijy gebé¢jimag augti jsisavinant baltymus, tikslingai
nebuvo tirtas (10), todél termofiliniy bakterijy kolageno jsisavinimo eiga bei

fiziologine svarba iSlieka fragmentiskai charakterizuotos.

“Proteoliziniy fermenty nomenklatiira ir klasifikacija pateikta atsizvelgus | MEROPS duomeny bazés peptidaziy

nomenklatiiros ir klasifikacijos rekomendacijas (http://merops.sanger.ac.uk (1, 2)).




Tikslas

Nustatyti G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviy peptidaziy
kolagenolizinio aktyvumo svarba kolageno isisavinimui bei charakterizuoti
M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio oligopeptidaze ir

U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaze.
Uzdaviniai

1. Nustatyti G. thermoleovorans DSM 15325 geb¢jimg konstitutyviai
produkuoti kolagenolizines peptidazes bei identifikuoti detektuotus
fermentus.

2. Charakterizuoti G. thermoleovorans DSM 15325 sekretuojama
M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio oligopeptidaze.

3.  Nustatyti ilgosios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazes raiska G. thermoleovorans DSM 15325 bei charakterizuoti
fermenta.

4.  Charakterizuoti G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinés

U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes erdving struktiirg.
Ginamieji teiginiai

1.  G. thermoleovorans DSM 15325 gebé¢jimas konstitutyviai i ekstralgsteling
aplinkg produkuoti kolagenolizines peptidazes atspindi proteoliziniy
geobacily adaptyvy plastiSkuma.

2. GT-SM3B - termostabili plataus substratinio specifiSkumo cinko
oligoendopeptidaze.

3. GT-IU32 charakteristikos rodo U32 proteoliziniy fermenty Seimos
struktiirinj bei funkcinj heterogeniSkuma.

4.  GT-IU32 specifiskai in vitro saveikauja su dgRNR.



Mokslinis naujumas

Numatytas termofiliniy bakterijy gebéjimas konstitutyviai produkuoti
kolagenolizines  peptidazes  pirmg  karta  patvirtintas  detektavus
G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuotas kolagenolizines
peptidazes. Charakterizavus G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviy
peptidaziy kolagenolizinio aktyvumo sinergizma, pirmg karta nustatyta, jog
termofilinés bakterijos pradeda skaidyti kolagena ekstralgstelingje aplinkoje
veikiant konstitutyviy kolagenoliziniy peptidaziy katabolinei kaskadai.

GT-SM3B 1§ G. thermoleovorans DSM 15325 yra pirmoji
charakterizuota termofiliniy bakterijy sekretuojama metalo oligopeptidaze bei
pirmoji metalo oligopeptidaze¢, kuriai pritaikytas sekrecinis produkavimas.
Nustatyty GT-SM3B charakteristiky derinys, lyginant su tirty metalo
oligopeptidaziy charakteristikomis, iSsiskiria, nes GT-SM3B budingos
charakteristikos anks¢iau nustatytos charakterizuojant termoaktyvias metalo
oligopeptidazes arba mezofiliniy bakterijy metalo oligopeptidazes.

GT-1U32 1§ G. thermoleovorans DSM 15325 yra pirmoji charakterizuota
termofiliniy bakterijy U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazeé bei pirmoji
bakterijy peptidaze, kurios specifiSka sgveika su dgRNR nustatyta. Numatyta
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy moduliné domeniné organizacija
pirma kartg patvirtinta charakterizavus GT-IU32 domening organizacija.
Izoliuotas GT-IU32-CGD — pirmasis iSsprestos erdvinés struktiiros
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy domenas — iSlieka vieninteliu
charakterizuotos erdvinés struktiiros U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidaziy domenu, kurio funkcijos tiesiogiai nesietinos su katalizinio

aktyvumo uztikrinimu.
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Moksliné reikSmé

Konstitutyviy kolagenoliziniy peptidaziy svarbos termofiliniy bakterijy
kolagenolizinio potencialo uztikrinimui charakterizavimas jgalina nuosekliai
suvokti kolagenolizinio potencialo funkcing svarbg bei kolageno skaidymo
eigg. Charakterizavus GT-SM3B apibrézZtas oligopeptidazés biotechnologinis
pritaikomumas. GT-SM3B ir GT-IU32 charakterizavimo rezultatai reikSmingi
M3 ir U32 proteoliziniy fermenty Seimy peptidaziy savybiy bei funkcinés
svarbos suvokimui. G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinio
potencialo bei kolagenoliziniy peptidaziy charakterizavimo rezultatai svarbiis

siekiant plétoti termofiliniy bakterijy proteoliziniy fermenty tyrimus.
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1. Literatiiros apZvalga

1.1. Kolageno struktiira ir erdvinés struktiiros organizacija

Kolagenas — esminis organizmy struktiirinis
NS

baltymas (1 pav.) (11). Arché¢jy ir bakterijy genai

H
= koduoja kartotinj aminoriigs¢iy Gly-Xaa-Xaa
motyva, uztikrinant] kolageno erdving sankloda,
Pro taigi prokarioty baltymy erdvinei struktiirai
budingi strukttiros elementai, analogiski kolageno
8 erdvinei struktiirai (12). Prokariotams pirmiesiems
Hyp
iSnaudojus  kolageno  erdvinés  sanklodos
N1 N2 N3 uztikrinama funkcinj potencialg ir
Gly Pro.,  Hyp . _ ) L —
Prog,  HyP NGy nei§vengiamai susidiirus su  butinybe
Hyp "Gy .Pro  peptidolizuoti kolagena, ilgainiui prokarioty
_H,...,.,.------'"""" =
Gly Pro HYP  peptidazés pirmosios jgijo  kolagenolizinj
c1 c2 c3
B aktyvuma (8). Daugialgs€iuose kolagenas tapo

1 pav. Kolageno superspiralés biitinu ekstralgstelinio matrikso strukttirizuotumo

erdviné struktiira. A: superspiralés
grandiniy iSsidéstymas; B: superspiralés

grandiniy sudaromos jungtys (11).  peptidazés ilgainiui jgijo gebéjimg proteolizuoti

uztikrinimui. Prokarioty kolagenolizinés

prokariotams nebudingg fibrilinj kolageng. Patogeninéms bakterijoms
kolagenazeés — fibrilinio kolageno proteazés uZtikrina virulentiSkumg bei
netiesiogiai svarbios mitybai, tuo tarpu nepatogeninéms bakterijoms
kolagenazés uztikrina galimybe jsisavinti fibrilinj kolageng mitybai (13, 9).
Fibriliniam kolagenui budinga hierarchin¢ struktiiros organizacija bei
gebéjimas suformuoti makromolekulinius agregatus. Stuburiniy gyviny
fibrilinio kolageno struktiirai biuidingos tipinés struktiiros charakteristikos,
taciau skirtingy baltymy struktiirose taip pat charakterizuoti fibrilinio kolageno
struktiirai tipiSki elementai (14). Baltymo struktiira, analogiSka kolageno
erdvinei strukttrai, jei baltymo erdvinéje struktiroje dominuoja trijy
polipeptidiniy grandiniy formuojama superspiralé, kurios kiekvienos grandinés

sekoje vienas ar kelis motyvai formuojami kartotinio motyvo Gly-Xaa-Xaa (15).
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TipisSku atveju pastarieji struktiiros elementai uZztikrina baltymo gebéjima
spontaniskai formuoti makromolekulinius agregatus ekstralastelingje aplinkoje (16).
Baltymai, kuriy erdvinés struktiiros organizacijoje dominuoja globuliniai
domenai, tac¢iau biidingas taip pat ir analogiSkai kolagenui superspiralizuotas
domenas, charakterizuoti, bet superspiralizuota erdvinés struktiiros sankloda
tipiska tik fibriliniam kolagenui (14).

Charakterizuota daugiau nei trisdeSimt stuburiniy kolageno tipy, taciau
skirtingy kolageny tipy erdvinése organizacijose charakterizuotos analogisky
strukturiniy charakteristiky superspiralés. Detaliai charakterizuota I, II bei III
tipy kolageno superspiraliy erdviné struktira. Fibrilinio kolageno superspiralés
sankloda — iStesta kairiojo sukinio II tipo poliprolino spiralé. Spiralés jungtys
tik trans-izomerinés (17). Kolageno superspiralés topoizomerizacija in vitro ar
in vivo néra nustatyta (18). II tipo poliprolino spiralés saklodg uztikrina
Gly-Xaa-Xaa motyvas, tipiSku atveju antroji motyvo aminortigstis — prolinas,
trecioji — 4-hidroksiprolinas (11). Visgi skirtingy kolageno tipy kartotinio motyvo
sekose identifikuotos taip pat ir kitos aminoriigstys. Motyvo sekos variabumas
svarbus, nes jgalina skirtingy kolageno tipy molekuléms jgyti savitas struktiiros
charakteristikas, svarbias kolageno tipy funkcionalumo specializacijai.
Kolageno superspiralés Serdyje iSsidésto glicino C, atomy vandenilio atomas,
tuo tarpu aminoriigS¢iy radikalai iSsidésto superspiralés iSoréje, todel néra
izoliuoti ir gali sudaryti skirtingos struktiirings ir/ar funkcinés svarbos sgveikas
(1 pav.) (17). Charakterizuotos dvi II tipo poliprolino spiralés stkio periodiSkumo
simetrijos. Esminé superspiralés simetrija 10/3 — trys siikiai deSimties
aminoriig§¢iy liekany sekai, 26,8 A asinis pasikartojimas, taciau superspiralés
grandinés taip pat gali iSsidéstyti simetrija 7/2 — du stikiai septyniy aminoriig§¢iy
liekany sekai, 20 A aginis pasikartojimas (14, 11). Jei kolageno kartotinio
Gly-Xaa-Xaa motyvo sekoje dominuoja iminoriigStys superspiralei biidinga
10/3 simetrija, tuo tarpu kartotinio motyvo seka — Gly-Pro-Hyp lemia
superspiralés 7/2 simetrijag (17). Pastaroji simetrija svarbi kolageno

polipeptidiniy grandiniy spontanisSkos superspiralizacijos uztikrinimui (11).
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Kolageno superspiralés erdvine struktiira néra labili (19). Kolageno
grandiniy atomai iSsidéstydami kolageno superspiraléje sudaro van der Valso
sgveikas, kurios svarbios superspiralés sanklodos stabilumo palaikymui, taciau
superspiralés II tipo poliprolino spiralés sanklodos uztikrinimui svarbesnis
sudaryty vandeniliniy jung¢iy tinklas (1 pav.) (11).

Vandenilinés jungtys, sudaromos tarp amido ir karbonilo grupiy, yra
stabiliausios kolageno superspiralés vandenilinés jungtys (14). Kiekvienos
kolageno superspiralés grandinés kartotinio Gly-Xaa-Xaa motyvo glicino
amido grupé sudaro vandeniling jungtj su vienos i§ dviejy likusiy superspiralés
polipeptidinés grandinés kartotinio motyvo aminortgsties liekanos uzZ motyvo
glicino karbonilo grupe. Tuo atveju, jei kartotinio motyvo sekoje uz glicino
sutinkamas, ne prolinas kolageno superspiralés grandiniy atomai sudaro
prieSingos krypties vandenilines jungtis tarp minétos aminorigsties liekanos uz
glicino amido grupés ir vienos i§ dviejy likusiy superspiralés polipeptidinés
grandinés kartotinio motyvo glicino karbonilo grupés (14). Pastarosios
vandenilinés jungtys svarbios kolageno tipy, kuriy polipeptidinéms grandinéms
néra tipiSkas prolinas, superspiralés stabilumo uZtikrinimui. Vandens molekule,
medijuojanti vandenilines jungtis tarp superspiralés grandiniy aminoragSciy
lieckany amido grupiy ir glicino karbonilo grupés, taip pat gali sudaryti
vandenilines jungtis su kolageny kartotinio motyvo sekai tipisSku
4-hidroksiprolinu (20).

Vandenilinés jungtys, sudaromos tarp kolageno superspiralés
polipeptidiniy grandiniy C, atomy vandenilio ir karbonilo grupés, taip pat
svarbios, taCiau néra esminés kolageno superspiralés stabilizavimui (11).
Kolageno superspiralés polipeptidiniy grandiniy C, atomy vandenilis sudaro
vandenilines jungtis su vienos i§ dviejy likusiy superspiralés grandiniy glicino
vandenilio atomu arba prolino aminortigSties liekanos karbonilo grupe.
Charakterizavus kolageno superspiralés erdving struktiirg, nustatytos taip pat
analogiSkos vandenilinés jungtys, sudaromos 4-hidroksiprolino C, atomy
vandenilio ir vienos 1§ dviejy likusiy superspiralés grandiniy 4-hidroksiprolino

karbonilo grupés (14).
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Skirtingai nei tipiSka baltymy erdvinés struktiiros sanklodoms, kolageno
polipeptidinés grandinés vandenilines jungtis sudaro tarpusavyje — tipiSku atveju
baltymy polipeptidinés grandinés vandenilines jungtis sudaro tarp polipeptido
skirtingy aminoriigS¢iy liekany. Kolageno polipeptidiniy grandiniy sekose
tipiSkas glicino aminoriigSties liekanos kartotinumas uZtikrina vandeniliniy
Jungciy tinklo sudaryma II tipo poliprolino spiralés sanklodoje (20).

Kolageno II tipo poliprolino spiralés sankloda uztikrina fibrilinio
kolageno erdvinés organizacijos stabilumg bei  superspiralizacijos
spontaniSkumg. II tipo poliprolino spiralés sankoda stabilizuoja grandiniy
sudaromos jungtys, tuo tarpu II tipo poliprolino spiralés sankoda lemia
kolageno polipeptidiniy grandiniy kartotinio motyvo Gly-Pro-Hyp sekoje
sutinkamos iminoriigStys — prolinas ir 4-hidroksiprolinas (11). Kolageno
superspiralés kartotinio motyvo Gly-Pro-Hyp sekoje, tipiSkoje stuburiniy
fibriliniy kolageny polipeptidinéms sekoms, sutinkamas 4-hidroksiprolinas
reikSmingai stabilizuoja kolageno superspiralés erdvine struktiirg (17). II tipo
poliprolino spiralés sankloda i$sidéscCiusiy polipeptidiniy grandiniy jungCiy
labilumg riboja Gly-Pro-Hyp motyvo prolino ir 4-hidroksiprolino C, atomo
radikaly ziedy bei papildomi steriniai efektai. Bakterijos negeba hidroksilinti
prolino, todél bakterijy baltymy kolageno analogiSkos erdvinés struktiiros
domeny superspiraliy stabilizavimo mechanizmams budingi saviti eukarioty
fibriliniams kolagenams nebiidingi superspiralés stabilizavimo mechanizmai (14).
Kolageno superspiralés Serdis néra hidrofobing, todél hidrofobinés jungtys
superspiralés stabilizavimui neturi jtakos. Vykstant kolageno polipeptidiniy
grandiniy superspiralizacijai vyksta superspiralés grandiniy desolvatacija,
svarbi superspiralizacijos spontaniSkumo uztikrinimui (20).

Superspiralés — esminis baltymy erdviniy struktiiry elementas, tuo tarpu
IT tipo poliprolino spiralés sankloda tipiSka tik kolagenui. Baltymy, kuriy
domeninei organizacijai biidingas kolagenui analogiskos strukttiros domenas,
spiralés trumpos bei neuztikrina makromolekuliniy agregaty formavimo (18).
Fibriliniy kolageny superspiralés efektyviai sgveikauja suformuodamos

makromolekulinius agregatus (11).
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Esminis fibrilinio kolageno makromolekulinis agregatas — fibrile,
spontaniSkai  formuojama  (21) sgveikaujanciy  fibrilinio  kolageno
superspiraliy (18). Prokarioty ir eukarioty produkuojamos kolagenazés geba
proteolizuoti kolageno superspirales, saveikaujancias tarpusavyje fibriléje (22).
Fibrilinio kolageno fibrilés kolageno superspiralés sudaro elektrostatines ir
hidrofobines bei kovalentines jungtis (21).

Kolageno superspiraliy grandiniy aminoriigS¢iy Soniniy grandiniy
radikalai sudaro elektrostatines ir hidrofobines jungtis, tuo atveju jei kolageno
superspiralés palankiai iSsidésto tarpusavio atzvilgiu. Hidrofobines kolageno
superspiraliy sritis sudarancias hidrofobines jungtis superspiraliy sudaromos
elektrostatinés jungtys izoliuoja (15). Kovalentiniai rySiai svarbus fibrilés
stabilizavimui, tac¢iau néra esminiai. Kiekvienos fibrilés kolageno superspiralés
telopeptidas sudaro kovalentin; ry$; su Zemiau iSsidésCiusios kolageno
superspiralés aminoriig§¢iy liekany Soniniy grandiniy radikalais (15).

Bakterijy baltymai, kuriy domeninei organizacijai budingas kolagenui
analogiskos erdvinés struktiiros domenas, tipiSku atveju charakterizuoti tyrus
patogeniniy bakterijy baltymus (23, 24, 25, 26, 27). Streptococcus pyogenes
kamieny lasteliy pavirSiaus baltymy Scll ir Scl2 domeningje organizacijoje
charakterizuoti superspiralizuoti domenai, kuriy stabilumas analogiskas
fibrilinio kolageno superspiraliy stabilumui (28). Scll baltymg atpazjsta Zmogaus
I tipo kolageno receptorius (29). Escherichia coli bei Bacillus anthracis kamieny
baltymy struktiirose taip pat charakterizuoti kolagenui analogiSkos struktiiros
domenai (26). Bakterijy baltymy kolagenui analogiskos struktiiros domenus
stabilizuoja elektrostatinés ir polinés Soniniy grandiniy jungtys (30). Prolino
aminortigsSties liekanos taip pat svarbios bakterijy kolagenui analogiSkos
struktiiros domeny sanklody stabilizavimui (30). Baltymy kolagenui analogiskos
struktiiros domenai tipiSku atveju uztikrina baltymy globuliniy domeny stabily
iSsidéstymg ir/ar izoliavimg arba uztikrina baltymy oligomerizacijg (18).
Bakterijy baltymai, kuriy domeninei organizacijai bidingi kolagenui
analogiSkos struktiiros domenai, tipisku atveju — bakterijy pavirsiaus baltymai,

svarbiis sporos dangaly formavimui ar virulentiSkumui (31, 26, 32).
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Proteoliziniai fermentai tipiSku atveju specifiski substrato erdvinei
struktiirai (33). Proteoliziniai fermentai gebantys hidrolizuoti kolageng
specifiski kolageno struktiiros organizacijai, o kolagenolizinés oligopeptidazés
taip pat specifiSkos kolageno oligopeptidy grandinés sekai bei ilgiui (13).
Kolagenolizinés peptidazés tiriamos daugiau nei penkiasdeSimt mety, taciau
kolagenoliziniy peptidaziy jvardijimo atsizvelgus | substratinj specifiSkumag
apibréztys néra nusistoveje. Charakterizavus peptidazés kolagenolizinj
aktyvuma, hidrolazé pagristai jvardijama kolagenolizine. Kolagenazeés
sekretuojamos kolagenolizinés peptidazeés proteolizuojancios fibrilinj kolagena
fiziologinémis salygomis, tuo tarpu Zzelatinazés peptidolizuoja denatiiruota
fibrilinj  kolagena. Kolagenolizinés oligopeptidazeés, tipiSku atveju
vidulgstelinés peptidazés, peptidolizuoja kolageno oligopeptidus (8).
Prokariotai ir eukariotai fibrilinj kolageng skaido pasitelkdami minéty
specifiSkumy kolagenolizines peptidazés (13, 10). Eukarioty kolageno
skaidymo eiga, lyginant su prokarioty, iSsiskiria, nes eukariotuose kolageno
skaidymas grieztai reguliuojamas kartu eukarioty kolagenazés, kaip tipiska
matrikso metalo proteinazéms, pradinio kolageno skaidymo etapo metu
hidrolizuoja kolageno polipeptiding granding grieztai specifiSkai superspiralés
galy atzvilgiu (34).

Termofiliniy bakterijy kolageno skaidymo eiga analogiska mezofily
kolageno skaidymo eigai, taCiau termofilams tipiSky charakteristiky
kolagenazés nebudingos (9, 8). Fibrilinis kolagenas néra termostabilus (35),
todel termofilai jsisavina tik i§ dalies denatiiruota kolagena (8). Pradiniy
kolageno skaidymo etapy metu aktyvios termofily kolagenolizinés peptidazés
peptidolizuojancios 1§ dalies denattiruota kolageng funkcine svarba atitinka
mezofily bei eukarioty kolagenazes. Termofilams kolageno jsisavinimui taip

pat svarbos kolagenolizinés oligopeptidazés (36).
1.2. Bakterijy kolagenolizinés peptidazes

Proteoliziniai fermentai klasifikuojami atsizvelgus j katalizés mechanizma

bei seky homologiskumg (1, 2). Substratinis specifiSkumas peptidaziy

17



klasifikacijai néra esminis kriterijus. Proteolizuoti ir/ar peptidolizuoti kolagena
geba skirtingy kataliziniy mechanizmy peptidazés ar oligopeptidazés, todél
kolagenolizinés peptidazés bei kolagenolizinés oligopeptidazés priskiriamos
skirtingy proteoliziniy fermenty tipy skirtingoms Seimoms (1, 2). Charakterizuotos
bakterijy kolagenazés priskiriamos M9 bei S1, S8 ir S53 proteoliziniy fermenty
Seimoms (1). Charakterizuotos bakterijy kolagenolizinés oligopeptidazés
priskiriamos M3, M4 ir M13 proteoliziniy fermenty Seimoms (1). Tuo tarpu
nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiSkai charakterizuotos bakterijy
kolagenolizinés peptidazés priskiriamos U32 proteoliziniy fermenty Seimai (1).

MO proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamos Vibrio spp. ir klostridijy
kolagenazes. Vibrio spp. kolagenazés sudaro M9 proteoliziniy fermenty Seimos
MO9A poseimj, tuo tarpu klostridijy kolagenazés priskiriamos M9 proteoliziniy
fermenty Seimos M9B poseimiui. M9 proteoliziniy fermenty Seimos M9A
poseimio holotipiné peptidazé — bakterijy kolagenazé V arba vibrio kolagenazé
(MEROPS M09.001) 18 Vibrio alginolyticus subsp. iophagus 1.029, sekretuojama
induktyvi peptidazé, svarbi bakterijy mitybai (37). Vibrio kolagenazé proteolizuoja
zuvy fibrilin} kolageng uztikrindama Vibrio alginolyticus galimybe kolonizuoti
zuvy audinius bei kartu jsisavinti kolageno oligopeptidus mitybai (38).
Charakterizavus vibrio kolagenazés fiziologing svarbg taip pat nustatyta, jog
kolagenazes sekrecijg reguliuoja deguonies kiekis bei temperatiira (39).

Vibrio kolagenazé geba proteolizuoti fibrilinj kolageng efektyviau nei
eukarioty matrikso metalo proteinazés, taCiau analogiSkai eukarioty
kolagenazéms vibrio kolagenazé pradinio kolageno skaidymo etapo metu
hidrolizuoja kolageno polipeptiding granding specifiSkai superspiralés galy
atzvilgiu (38). Eukarioty kolagenazés aktyviausiai hidrolizuoja peptidinj ry$j tarp
Gly-Leu ar Gly-Ile aminortigsciy liekany, tuo tarpu vibrio kolagenazé — tarp
Xaa-Gly aminortigsciy liekany (1 lentelé) (37). Nors vibrio kolagenazés in vivo
specifiSkai proteolizuoja fibrilinj kolageng, kolagenazé in vitro proteolizavo
baltymus, kuriy sekoms biidingi glicino pasikartojimai (40).

M9 proteoliziniy fermenty Seimos M9A poseimiui priskiriama Vibrio

mimicus kolagenaz¢ 18 Vibrio mimicus ATCC 33653 homologiska vibrio
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kolagenazei, taCiau Vibrio mimicus kolagenaz¢ iSsiskiria savitu charakteristiky
deriniu (41). Skirtingai nei vibrio kolagenazés Vibrio mimicus kolagenazés
domeninei organizacijai nebiidingas C-galinis policistinés inksty ligos tipo
domenas (37). Uz Vibrio mimicus kolagenazés katalizinio domeno sutinkamas
konservatyvus Phe-Ala-Xaa-Trp-Xaa-Xaa-Thr jungimosi su fibriliniu kolagenu
motyvas (42). Vibrio mimicus kolagenazés substratinis specifiSkumas, lyginant
su charakterizuotu vibrio kolagenazés substratiniu specifiSkumu, neanalogiskas,

nes Vibrio mimicus kolagenazé neskaido albumino ar kazeino (1 lentel¢) (41).

1 lentelé. Charakterizuotos bakterijy kolagenolizinés peptidazés (9).

Seima, | Grupé | Pavadinimas Producentas Moliné Motyvas, Substratai
Poseimis masé, kDa | Kataliziné
triada
M9A 1I Vibrio mimicus Vibrio 62 HEYTH I, I1, III tipo kolagenas,
kolagenazé mimicus Zelatina, sintetiniai
ATCC 33653 peptidai
PrtVp Vibrio 62 HEYTH L, IL, III tipo kolagenas,
parahaemolyticus IV tipo kolagenas,
93 sintetiniai peptidai
111 Vibrio Vibrio 82 HEYTH Zelatina, kazeinas,
kolagenazé alginolyticus sintetiniai peptidai
subsp. iophagus 1.029
VPM Vibrio 90 HEYTH I, I1, III tipo kolagenas,
parahaemolyticus IV tipo kolagenas,
FYZ8621.4 zelatina, kazeinas,
sintetiniai peptidai
MO9B I Bakterijy Clostridium 116 HEYTH I, IL, III tipo kolagenas
kolagenazé G/A histolyticum
ColA Clostridium 116 HEYTH Azokolis, I tipo
perfringens kolagenas, Pz-peptidas
NCIB 10662
II ColH Clostridium 98 HEYTH I, I1, III tipo kolagenas
histolyticum
S1 - SOT Streptomyces 23 His™ I tipo kolagenas,
omiyaensis Asp'®? IV tipo kolagenas
SeerO
SGT Streptomyces 23 His” I tipo kolagenas
griseus Asp''®
ATCC 10137 Ser’®
S8 - Deseasinas MCP-01 | Pseudoalteromonas | 66 Asp® L, II tipo kolagenas,
sp. His'% IV tipo kolagenas,
SM9913 Ser”® zelatina, kazeinas,
Pz-peptidas
Mirokolsinas Myroides 56 Asp'?? I tipo kolagenas,
profundi His'™ zelatina
D25 Ser’”®
S53 - Kumamolizinas-As | Alicyclobacillus 37 Glu™ IS dalies denattiruotas
sendaiensis Asp®? I tipo kolagenas,
NTAP-1 Ser®” Zelatina
Vibrio spp. kolagenazés — homologiSkos cinko peptidazés, taciau

neanalogiSko substratinio specifiSkumo bei domeninés organizacijos.
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Charakterizuotos Vibrio spp. kolagenolizinés peptidazés taip pat skirstomos |
tris grupes. II ir III grupéms priskiriamos atitinkamai vibrio kolagenazé ir
Vibrio mimicus kolagenazés, tuo tarpu | grupe sudaro maZos molekulinés
masés kolagenolizinés oligopeptidazés, priskiriamos M4 proteoliziniy
fermenty Seimai (43).

M9 proteoliziniy fermenty Seimos M9B poSeimiui priskiriamos
klostridijy kolagenazes, atsizvelgiant ] substratinj specifiSkumg fibrilinio
kolageno tipams bei sintetiniams peptidams, analogiskai Vibrio sp.
kolagenazéms skirstomos j grupes (1 lentel¢) (44). M9 proteoliziniy fermenty
Seimos M9B posSeimio holotipin¢ peptidaz¢ — bakterijy kolagenazée G/A
(MEROPS M09.002) i§ Clostridium histolyticum — pirmoji charakterizuota
bakterijy kolagenazeé, priskiriama 1 grupei (45). Plétojus klostridijy
kolagenoliziniy peptidaziy charakterizavimo strategija 1Ssamiai
charakterizuotos abiejy grupiy kolagenazes.

Klostridijy kolagenazeés, taigi ir bakterijy kolagenazé G/A, proteolizuoja
fibrilinio kolageno fibrilés superspirales, hidrolizuodama peptidinj rysj tarp
Xaa-Gly aminortig8¢iy liekany — tarp kolageno polipeptidinés grandinés
kartotiniy motyviy. Charakterizuotas I ir II grupés klostridijy kolagenaziy
skirtingas specifiSkumas peptidiniam rySiui (1 lentele) (46). Klostridijy
kolagenaziy, priskiriamy II grupei, substratinis specifiSkumas maziau
iSreikStas, taCiau klostridijy kolagenazés specifiSkai hidrolizuoja kolageno
superspiralés polipeptidiniy grandiniy peptidinius rySius. Charakterizuotos
klostridijy kolagenazés — tipiSkos cinko endopeptidazés, taciau pastaryjy
fermenty erdving struktiirg stabilizuoja kalcio jonai (45).

Klostridijy kolagenazéms budinga moduliné domeniné organizacija —
skirtingas klostridijy kolagenazes sudaro skirtingy funkcijy domenai.
C. histolyticum sekretuojamy ColG ir ColH kolagenaziy, gebanciy hidrolizuoti
fibrilinio kolageno fibriles, C-galiniai domenai gali biiti in vivo Salinami ribota
proteolize (47). Klostridijy kolagenaziy N-galinio domeno struktiiroje
charakterizuotas aktyvatoriaus elementas, tuo tarpu pastaryjy peptidaziy

aktyvyj; centrg formuojantys konservatyviis motyvai (1 lentel¢) iSsidéste
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N-galinio domeno C-gale (48). Kolagenolizinj klostridijy kolagenaziy
aktyvumg uZztikrina N-galinis domenas, tafiau klostridijy kolagenaziy
domeninei organizacijai taip pat biidingi C-galiniai domenai, tipiSku atveju
vienas arba du sgveikos su kolagenu domenai bei vienas arba du policistinés
inksty ligos tipo domenai. Klostridijy kolagenaziy C-galiniai domenai neturi
itakos peptidaziy gebéjimui sgveikauti bei hidrolizuoti kolageno superspiralg,
bet biitini peptidaziy sgveikai su fibrilinio kolageno fibrilémis (9).

I ir IT grupés klostridijy kolagenazés in vivo sudaro fibrilinio kolageno
kataboling kaskada, svarbig klostridijy mitybai ir patogeniSkumui. Klostridijy
kolagenazés — endopeptidazes, kurios aktyviai proteolizuoja fibrilinio kolageno
fibriliy superspirales nespecifiskai kolageno superspiralés galy atzvilgiu (45).
Charakterizavus klostridijy erdvines struktiiras, nustatyta, jog N-galinio
domeno aktyvatoriaus elementas yra labilus, todél uZtikrina kolagenaziy
substraty efektyvy patekima i aktyvyji centra (48). Klostridijy kolagenazeés
uztikrina pastaryjy patogeny gebé¢jimg skaidyti fibrilinio kolageno fibriles
neprodukuojant kolagenoliziniy oligopeptidaziy, nes klostridijy kolagenazéms
budingas oligoendopeptidazinis aktyvumas kolageno oligopeptidams (13).

C. histolyticum yra anaerobinis patogenas, zmogui sukeliantis dujy
gangreng, tod¢l patogeno sekretuojamos kolagenazés — virulentiSkumo veiksniai.
Clostridium perfringens ir Clostridium tetani kamieny gebéjimas sekretuoti
kolagenolizines peptidazes, homologiSkas C. histolyticum kolagenaziy sekoms,
taip pat nustatytas (45).

S1 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamos kolagenazés SOT 1§
Streptomyces omiyaensis ir SGT 18 Streptomyces griseus ATCC 10137 aktyviai
proteolizuoja I tipo kolagena (49). Nors streptomicety produkuojamos kolagenazés
homologiSkos, taCiau proteaziy substratinis specifiSkumas skiriasi — SOT,
skirtingai nei SGT, aktyviai proteolizuoja IV tipo kolagena, zelating bei
kazeing (1 lentel¢) (50). SOT ir SGT priskiriamos tripsinams, taigi demonstruoja
analogiSka tripsinams specifiSkumg polipeptidinés grandinés sekai.
Charakterizuoty streptomicety kolagenaziy termoaktyvumas, termostabilumas

ir pH optimumas analogiski. SOT erdvinés struktiiros organizacijos
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uztikrinimui svarbios Tyr’' ir Arg’?, i§sidés¢iusios kolagenazés N-galiniame
domene (51). Pastarosios aminoriigs¢iy liekanos neidentifikuotos SGT sekoje,
kas netiesiogiai paaiSkina skirtingg pastaryjy kolagenaziy substratinj
specifiSkumg (50).

S8 proteoliziniy fermenty Seimos S8A poSeimiui priskiriamos
kolagenolizinés peptidazés deseasinas MCP-01 1§ Pseudoalteromonas sp.
SM9913 ir mirokolsinas 1§ Myroides profundi D25, gebancios proteolizuoti
fibrilin] kolagena, i§samiai charakterizuotos (9).

Charakterizavus deseasino MCP-01 erdving struktiirg nustatyta, jog
katalizinio peptidazés domeno erdviné struktiira analogiska subtilaziy
kataliziniy domeny erdvinéms struktiroms (52). Deseasino MCP-01 erdvinés
struktiiros organizacijai taip pat biidingi jungties, konvertazés bei policistinés
inksty ligos tipo domenai. Pastarasis C-galinis domenas uZtikrina deseasino
MCP-01 saveika su kolageno superspirale (53). Deseasino MCP-01 katalizinis
N-galinis domenas analogiSkas subtiliziny, kuriy kolagenolizinis aktyvumas
nenustytas, kataliziniams domenams, taciau kolagenolizinés peptidazés katalizinis
centras maziau izoliuotas katalizinio domeno struktiiros elementy (52).
Charakterizuotg deseasino MCP-01 saveika su fibrilinio kolageno superspirale
uztikrinant] erdvinés struktiiros elementg suformuoja trys kilpos, formuojamos
rigstiniy ir aromatiniy aminoriigS§ciy liekany. Charakterizuoti C-galiniai
deseasino MCP-01 domenai néra biitini kolagenolizinés peptidazes katalizinio
aktyvumo uZztikrinimui, tac¢iau deseasino MCP-01 konvertazés bei policistines
inksty ligos tipo domenai reikSmingai efektyvina deseasino MCP-01
kolagenolizinj aktyvuma (54, 53).

Deseasinas MCP-01 gebe¢jo proteolizuoti I ir II tipo kolagena, IV tipo
kolageng, Zelating bei nefrakcionuota kolageno preparata 1§ zuvy audiniy
(1 lentele¢) (55). Tikslingai tyrus deseasino MCP-01 plataus substratinio
specifiSkumo uZztikrinimo mechanizma, nustatyta, jog kolagenolizin¢ peptidaze
hidrolizuoja taip pat fibrilinio kolageno fibriliy proteoglikanus ir fibriliy
superspiraliy  telopeptidus  (54). Deseasinas MCP-01  specifiSkumas

polipeptidinés  grandinés sekai nustatytas, taciau neiSreikStas (55).
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Pseudoalteromonas sp. SM9913 yra psichrotolerantinis kamienas, todél
charakterizuotas deseasino MCP-01 temperatiiros optimumas buvo tikétinas (54).
Charakterizavus deseasino MCP-01 aktyvumg bei erdving struktiira,
kolagenolizinés peptidazés funkciné svarba nebuvo tirta, taiau pagrjstai
tikétina, jog plataus substratinio specifiSkumo kolagenolizin¢ peptidazé svarbi

Pseudoalteromonas sp. SM9913 mitybai (55).

Kolageno skaidula Fibriliy rySuliai Kolagenofibriles Fibriliy fragmentai Kolageno grandines  Oligopeptidai/aminorigstys
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2 pav. Fibrilinio kolageno skaidulos kolagenolizé katalizuojama mirokolsino i§
Myroides profundi D25 (56).

Mirokolsino 1§ M. profundi D25 erdvinei struktirai budingas C-galinis
[-sasukos domenas, taCiau pastarojo domeno svarba sgveikai su kolageno
superspirale nenustatyta (56). Charakterizavus mirokolsino substratinj
specifiSkumg nustatyta, jog fermentas geb&jo proteolizuoti I ir II tipo kolagena,
IV tipo kolagena, zelating bei nefrakcionuota kolageno preparata i§ zuvy
audiniy (1 lentele) (56). Mirokolsino kolagenolizinio aktyvumo mechanizmas
detalizuotas (2 pav.) (56). Pradiniy fibrilinio kolageno fibrilés kolagenolizés
etapy metu mirokolsinas proteolizuoja fibrilés proteoglikanus, véliau fibrilés
superspiraliy telopeptidus, galiausiai aktyviai proteolizuoja kolageno
superspirales  polipeptidines  grandines. = Mirokolsinui  specifiSkumas
polipeptidinés grandinés sekai nebiidingas, todé¢l kolagenoliziné peptidaze
efektyviai peptidolizuoja kolageno polipeptidines grandines. M. profundi D25
produkuojamas mirokolsinas svarbus bakterijos mitybai (56).

S53 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamas kumamolizinas-As i$
Alicyclobacillus sendaiensis NTAP-1 — vienintel¢ sedolizinams priskiriama

kolagenolizin¢é peptidaze¢ (57). Kumamolizino-As erdviné struktiira analogiska
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subtilizinams buidingai erdvinés struktiiros organizacijai. Visgi kumamolizino-As
erdvin¢je struktiiroje nustatyti papildomi elementai, nes kolagenolizinés
peptidazés molekuliné mase¢ didesné nei subtiliziny, kuriy erdviné struktiira
charakterizuota (58). Kumamolizinas-As iSsiskiria kaip ir kitos S53 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidazés katalizinés triados sandara (1 lentele) (59).
Charakterizavus kumamolizino-As aktyvumg, patvirtinta, jog kolagenoliziné
peptidazé specifiskai peptidolizuoja 1§ dalies denattiruotg I tipo kolagena (57).
Pastarasis substratinis specifiSkumas buvo tikétinas, nes 4. sendaiensis NTAP-1
yra termoacidofiliné bakterija (60). Kumamolizinas-As specifiSkai sgveikauja
tik su i§ dalies denatiiruotu kolagenu (58). Charakterizuota kolagenoliziné
peptidazé demonstravo iSreiksta specifiSkumg kolageno polipeptido grandinés
sekai — aktyviausiai hidrolizavo peptidin} ry$] uz arginino aminortgsties
lickanos (57). Kumamolizinas-As tikétinai svarbus A. sendaiensis NTAP-1
mitybai (60, 57).

Bakterijy charakterizuoty kolagenoliziniy peptidaziy homology genai
identifikuoti daugelio bakterijy genomuose (1), taiau charakterizuota tik maza
bakterijy prokarioty jvairoveés dalis. Eukarioty kolagenazés uZztikrina specifines
funkcijas, todél eukarioty skirtingy kolagenoliziniy peptidaziy substratinis
specifiSkumas bei  kolagenolizés eiga analogiska (61). Bakterijy
kolagenolizinéms peptidazéms budingi saviti substratinio specifiSkumo bei

kolagenolizés mechanizmai (9, 8).
1.3. Bakterijy metalo oligopeptidazes

Oligopeptidazés — peptidinio rySio  hidrolazés, hidrolizuojancios
nestruktiirizuotus oligopeptidus, taciau negebancios peptidolizuoti baltymy (62).
Oligopeptidai, kuriy grandinés ilgis tipiSku atveju maziau nei 30 aminoragsciy
lieckany, gali patekti j oligopeptidaziy aktyviuosius centrus, tuo tarpu ilgesnés
grandinés oligopeptidy patekimas | oligopeptidaziy aktyvuosius centrus
izoliuojamas pastaryjy endopeptidaziy struktiiros elementy (3 pav.) (36, 64).

Oligopeptidazés identifikuotos visy gyvybés domeny organizmy genomuose.
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TipiSku atveju oligopeptidazéms budingas iSreikStas specifiSkumas oligopeptido
grandinés sekai, todél oligopeptidazés in vivo uztikrina skirtingas funkcijas (62).
Charakterizuotos oligopeptidazes priskiriamos M3, M4, MI13 ir S9
proteoliziniy fermenty Seimoms (1). S9 proteoliziniy fermenty Seimai
priskiriamos prolilo oligopeptidazé ir oligopeptidazé B 1§ eukarioty. Pastaryjy
oligopeptidaziy in vivo substratai fiziologiSkai svarbis peptidai (65, 66).
Mezofiliniy bakterijy prolilo
oligopeptidazés ir oligopeptidazés B
homologai taip pat charakterizuoti.
M3 proteoliziniy fermenty Seimai
priskiriamos tipiSkos bakterijy metalo
oligopeptidazés — oligopeptidaze A ir
oligopeptidaze F (67). M4 proteoliziniy

fermenty Seimai priskiriamy peptidaziy
3 pav. Pz-peptidazés A i§ Geobacillus — o)igopeptidolizinis aktyvumas taip pat
collagenovorans MO-1 erdviné struktiira
pazymint substrato patekimo tunelius (63).  nustatytas. M 13 proteoliziniy fermenty
Seimai priskiriama bakterijy oligopeptidazé O (1). Bakterijy metalo
oligopeptidazés yra cinko peptidazés analogisko katalizinio mechanizmo (68).
M3, M4 ir M13 proteoliziniy fermenty Seimy bakterijy oligopeptidaziy esminis
aktyvyji centrg formuojantis elementas yra konservatyvus cinko
oligopeptidaziy motyvas His-Glu-Xaa-Xaa-His, kurio histidinai funkcionuoja
cinko katijono ligandais, tuo tarpu motyvo glutamatas — kataliziné
aminortgsties liekana. Treciuoju cinko jono ligandu funkcionuojantis
glutamatas sutinkamas uz konservatyvaus cinko oligopeptidaziy motyvo (68).
Oligopeptidazé A homologiSka zinduoliy timeto oligopeptidazéms, todé¢l
priskiriama M3 proteoliziniy fermenty M3A posSeimiui, tuo tarpu oligopeptidazé F
priskiriama M3 proteoliziniy fermenty M3B poSeimiui. Charakterizuotos
oligopeptidazés O  homologiskos  neprilizinui, taigi  priskiriamos
M13 proteoliziniy fermenty Seimai (1).

Charakterizuotos oligopeptidazés, tipiSku atveju, yra vidulgstelinés

monomerinés metalo peptidazés. Eukarioty oligopeptidaziy funkciné svarba
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charakterizuota, tuo tarpu charakterizuoty oligopeptidaziy homology i8S
prokarioty funkciné svarba néra detalizuota (69, 63). Tikslingai tyrus
pienariig§¢iy bakterijy oligopeptidaziy O funkcing svarbg nustatyta, jog
pastarosios hidrolazés svarbios kazeino jsisavinimui (70). Kity bakterijy
oligopeptidaziy funkciné svarba baltymy oligopeptidy katabolizmo uZtikrinimui
taip pat numanoma. Oligopeptidazés A svarba Salmomnella enterica subsp.
enterica ser. Typhimurium iSgyvenimui anglies stygiaus saglygomis netiesiogiai
patvirtinta (71).

Bakterijy metalo oligopeptidazés taip pat svarbios namy ruoSos funkcijy
uztikrinimui. Siekiant nustatyti oligopeptidazés F 1§ Lactoccocus lactis kamieny
substratus, in vivo nustatyta oligopeptidazés svarba baltymy sekrecijos
uztikrinimui, nes pastaroji oligopeptidazé aktyviai oligopeptidolizavo signalinj
peptida (72). Oligopeptidazes A svarbg E. coli namy ruoSos funkcijy uZtikrinimui
netiesiogiai patvirtinto in vitro nustatytas oligopeptidazés gebéjimas
peptidolizuoti  lipoproteino  signalini peptida (73). Bacillus subtilis
vidulgstelinés oligopeptidazés F raiskos padidinimas 1émé bacilos sporuliacijos
stabdyma, nes oligopeptidaze in vivo peptidolizavo PhrA pentapeptida (74).
Mycoplasma hyopneumoniae patogeno, sukeliancio kiauliy ligas, detektuotas
vidulastelinés oligopeptidazés F aktyvumas netiesiogiai atspindi pastarosios
oligopeptidazeés svarbg virulentiSkumo uztikrinimui (75).

Oligopeptidazés O homologai 1§ Porphyromonas gingivalis 381,
Mycobacterium tuberculosis 1ir Streptococcus pneumoniae produkuojami
1 ekstralgstelinge aplinkg svarbiis patogeny virulentiSkumui (76, 64, 77).
Bacillus licheniformis N22 ir Bacillus amyloliquefaciens 23-7A sekretuojamy
oligopeptidaziy F funkciné¢ svarba nebuvo tirta formaliai apibrézus tikéting
funkcing svarbg bacily mitybai ir/ar Phr feromony Seimos propeptidy
brendimui (78, 79).

Bakterijy oligopeptidazés — biotechnologijai svarbios endopeptidazés,
uztikrinanc¢ios apibrézto grandinés ilgio peptidy produkavimg taip pat ir i$
stabiliy gyviiny baltymy — fibrilinio kolageno, keratino ar elastino (63). Metalo

oligopeptidazés 1§ mezofiliniy bakterijy taikomos aukStos pridétinés vertés
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oligopeptidy ruoSimui. Pastarieji oligopeptidai placiai naudojami medicinoje,
kosmetikoje bei maisto pramonéje (13). Visgi zemas mezofily oligopeptidaziy
termoaktyvumas ir/ar termostabilumas riboja oligopeptidaziy diegima
biotechnologiniy  uzduo¢iy  jgyvendinimui.  Termofiliniy  bakterijy
oligopeptidaziy charakterizavimo strategijos plétoté uZtikrinty minéty
problemy sprendimg, nes tipiSku atveju termofiliniy bakterijy proteoliziniai

fermentai termoaktyviis ir termostabilis.

1.4. Nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiskai charakterizuotos bakterijy

kolagenolizinés peptidazes

Nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiskai charakterizuotos
bakterijy kolagenolizinés peptidazés priskiriamos U32 proteoliziniy fermenty
Seimai (80, 1). Galimai peptidazeés, kuriy genai in silico priskiriami
U32 proteoliziniy fermenty Seimai, identifikuoti visy gyvybés domeny
organizmy genomuose, taiau U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidazés visgi nebiidingos vienalgsCiams eukariotams bei grybams (1).
Eukariotai, kuriy genomuose neidentifikuoti U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidaziy genai, tikétina, jog U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazes prarado evoliucionuodami (81). Galimai peptidazés genas in silico
priskiriamas U322 proteoliziniy fermenty Seimai, jei geno sekoje
identifikuojamas U32 proteoliziniy fermenty Seimos domenas ir/ar
konservatyvus U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy Glu-Xaa-Phe-
Xaa-Xaa-Gly-[Ser/Ala]-[Leu/Ile/Val/Met]-Cys-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-
Gly-Xaa-Cys-[Leu/lle/Val/Met]-Ser motyvas. U32 proteoliziniy fermenty Seimai
priskiriami daugiau nei 2700 geny, tipiSku atveju anotuoty bakterijy ir archéjy
genomuose, suskirstyty atsizvelgus i1 homologiskumg U32 proteoliziniy
fermenty Seimos tipiniy peptidaziy sekoms (4 pav.) (1). U32 proteoliziniy
fermenty Seimos Porphyromonas, Helicobacter ir Salmonella tipy kolagenazés
1§ mezofiliniy bakterijy bei U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamos
galimai peptidazés YrpA ir YrpB i$ Yersinia ruckeri 150 bei galimai peptidazé
Mk0906 1§ Methanopyrus kandleri AV19 tikslingai tirtos, tuo tarpu keliy kity
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U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy taip pat fragmentiSkai
charakterizuota transkripcija ir/ar raiSka prokariotuose.

U32 proteoliziniy fermenty Seimos holotipin¢ bei kartu Porphyromonas-tipo
kolagenaziy tipin¢ PrtC peptidazé (MEROPS U32.001) 1§ Porphyromonas
gingivalis ATCC 53977 — viena pirmyjy Porphyromonas spp. detektuoty bei tirty
kolagenaziy (82). PrtC homodimerizacija nustatyta analizine gelfiltracija (83).
PrtC monomero katalizinis aktyvumas nenustatytas, tuo tarpu kolagenazés
homodimero kolagenolizinis aktyvumas nustatytas (83). PrtC homodimeras
proteolizuoja azokolj, fibrilinj I tipo kolagena, tirpy I tipo kolagena, fibrilinj
IIT tipo kolageng bei peptidolizuoja temperatiira denattruotg I tipo kolagena,
bet nehidrolizavo IV tipo kolageno, zelatinos, kazeino ar sintetinio Pz-peptido
(84, 83, 85, 86). Kalcio katijonai ir cistatino baltymas stimuliavo PrtC aktyvuma,
o cinko ir geleZies katijonai bei histatino baltymas, etilendiaminotetraacto
rugstis (EDTA), p-chloro merkuribenzoine riigStis kolagenazés aktyvumag
slopino (83). Visgi prielaida, jog PrtC — cisteino peptidaze, nepatvirtinta, nes
reduktoriai 2-merkaptoetanolis (2-ME) ir ditiotreitolis (DTT) taip pat nezymiai
slopino PrtC homodimero aktyvuma (83). Rekombinanting PrtC peptidaze,
produkavus heterologine raiSka Escherichia coli NTS1, fermento aktyvumas
nedetektuotas, todel tikétina, jog E. coli gebe¢jo specifiskai slopinti
rekombinantinés PrtC aktyvuma citoplazmoje (83).

PrtC peptidazés svarba Porphyromonas gingivalis virulentiSkumui
netiesiogiai patvirtinta PrtC geng gausiai nustaCius Zmogaus danteny ligy
sukeéléjy mikrobiomo metagenome (87). PrtC peptidazés svarba
virulentiSkumui in vitro patvirtinta nustaius tiesioging priklausomybe tarp
PrtC koncentracijos ir endotelio Iagsteliy ECV304 kultiros produkuojamy
uzdegimo citokiny (88). Pritaikant PrtC gena danteny ligy diagnostikai,
nustatytas geno sekos variabilumas P. gingivalis kamienuose (89), todel
siekiant PrtC geng taikyti diagnostikai geno sekoje sékmingai identifikuoti
konservatyviis regionai (90). PrtC genas — specifiSkas danteny ligy, sukelty
P. gingivalis Zymuo, nes nebiidingas kitiems danteny ligy sukéléjams (91).

Charakterizuotas PrtC geno variabilumas, sékmingai pritaikytas P. gingivalis
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U32 proteoliziniy fermenty seima

| MEROPS U32.001 | Porphyromonas-tipo kolagenazés

| MEROPS U32.002 | Helicobacter-tipo kolagenazés

| MEROPS U32.003 | Salmonella-tipo kolagenazés

| MEROPS U32.004| Mername-AA261 galimai peptidazés (Clostridium beijerinckii) ir homologai

| MEROPS U32.A01]| YhbV baltymo (Escherichia coli) grupés baltymai

| MEROPS U32.A02| yrrN (Bacillus subtilis) grupés baltymai

| MEROPS U32.UPW | U32 proteoliziniy fermenty $eimos grupei nepriskirtos peptidazés

4 pav. U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy grupés (1, 2).

kamieny virulentiSkumo jvertinimui — skirtingo virulentiSkumo P. gingivalis
kamienams budingi skirtingos sekos PrtC genai (92). Zmoniy, sergandiy
danteny ligomis, sukeltomis P. gingivalis, nustatytas serumo reaktingumas
pries PrtC peptidaze atspindi peptidazés produkcijg i ekstralasteline aplinka (93).
Kaciy danteny ligy sukéléjo Porphyromonas gingivalis VPB 3457 genome
PrtC geno homologas taip pat identifikuotas, tuo tarpu kaciy, serganciy danteny
ligomis, sukeltomis P. gingivalis, serume nustatyti antikiinai prie§ PrtC peptidaze 1§
P. gingivalis VPB 3457 (88). Skirtingai nei rekombinantin¢ PrtC peptidazé is
P. gingivalis ATCC 53977, sukeliancio danteny ligas Zmonéms, rekombinanting PrtC
peptidaze 1§ P. gingivalis VPB 3457, patogeninio katéms, peptidolizavo Zelating,
bet rekombinantinés PrtC peptidazeés i§ P. gingivalis VPB 3457, analogiskai PrtC
peptidazei 1§ P. gingivalis ATCC 53977, aktyvuma slopino chelacija EDTA (94).
Zmoniy urogenitalinés sistemos patogeno Proteus mirabilis HI4320
koduojamo geno, homologisko PrtC peptidazés genui, iSveiklinimas reikSmingai
mazino patogeno kolonizacijos efektyvuma in vivo pelése (95). PrtC peptidazés
18 Proteus mirabilis tyrimas in vitro nebuvo plétotas, taciau iSveiklinus PrtC

peptidazés geng P. mirabilis gebéjimas skaidyti azokazeing reikSmingai sumazéjo (95).
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U32 proteoliziniy fermenty Seimos Helicobacter-tipo kolagenaziy tipiné
HP0169 peptidaze (U32.002) i§ Helicobacter pylori P149 identifikuota
detektuojant in vivo mongolinése smiltpelése patogeno virulentiSkumo
veiksnius svarbius, skrandzio epitelio kolonizavimui (96). HP0169 geno
iSveiklinimas sumazino Helicobacter pylori vidulgsteliniy baltymy preparato
gebe¢jima proteolizuoti azokolj beveik 50 %, tuo tarpu H. pylori vidulasteliniy
baltymy preparata, i$skirtg i§ patogeno, kurio genome HP0169 genas neiSveiklintas
veikiant EDTA, nustatytas gebéjimo proteolizuoti azokol] sumazéjimas beveik
75 % (96). Isveiklinus HP0169 geng H. pylori sekretomo baltymy koncentruoto
preparato kolagenolizinio aktyvumo, substratu naudojant I tipo fibrilin} kolagena,
nenustatyta. Rekombinantinés HP0169 kolagenolizinis aktyvumas, substratu
naudojant I tipo fibrilinj kolagena, in vitro tiesiogiai taip pat nustatytas (96).

HP0169 homologus koduojantys genai identifikuoti streptokoky,
gebanciy aktyviai skaidyti kolagena, genomuose (97). Rekombinantiné smcoll
18 Streptococcus mutans GS-5 ser. ¢, homologiska HP0169, proteolizavo I tipo
kolageng (98). Fragmentiskai charakterizuotos smcoll homodimero aktyvumas
detektuotas Zelatinos zimografija. Chelacija EDTA slopinino smcoll aktyvuma,
taCiau fenantrolinas neturéjo jtakos kolagenolizinés peptidazés aktyvumui (98).
S. mutans GS-5 ser. ¢ baltymy sgveikos su kolagenu domenai smcoll sekoje
neidentifikuoti (99). Streptococcus mutans UA159 koduojamos galimai peptidazés
SMU.761, kurios seka identiSka smcoll 1§ S. mutans GS-5 ser. ¢ sekai, genas
intensyviau transkribuojamas kultivuojant kamieng taikant gliukozés pertekliy,
lyginant su pastarojo geno transkripcijos intensyvumu kamieng kultivuojant
taikius sumazintg gliukozés koncentracijg (100). SMU.761 genas identifikuotas
taip pat ir neiSreikSto patogeniSkumo streptokoky kamieny genomuose (101),
visgi SMU.761 funkcing svarba S. mutans UA159 virulentiSkumui numanoma (97),
taCiau iSlieka netirta.

U32 proteoliziniy fermenty Seimos Sa/monella-tipo kolagenaziy tipinés Clg
peptidazés (U32.003) 1§ Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium
fagotipas DT104, fragmentiSkai charakterizavus funkcing svarbg, tyrimas

in vitro nebuvo plétotas. Clg peptidazé identifikuota siekiant nustatyti
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antibiotikams atspariy Salmonella enterica kamieny sekretuojamg citotoksing,
sukeliant] karviy organy gleiviniy Iasteliy citopatiSkg fenotipg (102).
Rekombinantinés Clg sukeltas citopatiSkumas HEp-2 lasteliy kultirai in vitro
nustatytas, tuo tarpu in vivo nustatytas Clg sukeltas citopatiSkumas BALB/c
peliy enterocitams (103). Nustatant S. enterica sekretuojama citotoksing, Clg
peptidazés genas identifikuotas S. enterica kamienuose, taciau Clg peptidazes
geno transkriptas tipiSku atveju nenustatytas (103). Tikslingai tyrus Clg
peptidazés geno transkripcijos valdyma, nustatyta, jog SIyA — vienas esminiy
salmonely geny transkripcijos valdymo veiksniy (104) — represuoja Clg
peptidazés geno transkripcijg (105). Clg peptidazés geno transkripcijos
indukcija nustatyta tik S. enterica kamienuose, kuriy genomuose identifikuota
salmonely geny, uztikrinan¢iy atsparumg antibiotikams, I tipo santalka. Visgi
minétos santalkos geny koduojamy baltymy svarba Clg peptidazés geno
transkripcijos valdymui iSlieka nedetalizuota. Clg peptidazés funkcionalumo
valdymas, valdant peptidazés sekrecijg ir/ar SlyA degradacijg S. enterica
citoplazmoje, numanomas (105). Charakterizuojant Clg peptidazés geno
transkripcijos valdyma taip pat patvirtinta Clg peptidazés svarba S. enterica
iSgyvenimui jauc¢io makrofaguose (105).

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Saintpail NPG koduojamos Clg
peptidazés geno transkripcijg in vitro indukuoja streso neuroendokrininiai
veiksniai. Clg peptidazés i§ S. enterica neuropatiniy kamieny sekrecijos svarba
minéty patogeniniy kamieny geb¢jimui kirsti kraujo-smegeny barjera, sukeliant
karviy encefalopatijas, in vivo patvirtinta (106).

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CVI-1 sekretuojamos
YegQ peptidazés, homologiskos Clg peptidazés sekai, svarba virulentiSkumui
in vitro nustatyta naudojant vis¢iuky makrofagy lasteliy HD-11 kulttirg (107).
YegQ peptidazé uztikrina S. enferica jsiskverbimg | makrofagus.
Charakterizuojant YegQ peptidazés funkcing svarbg tiesiogiai nustatyta
peptidazés sekrecija. YegQ peptidazés katalizinis aktyvumas in vitro,

substratais naudojant azokolj ir zelating, nenustatytas (107).
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Aeromonas spp. judriy riSiy kamieny genomuose identifikavus
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaze koduojant] geng, kartu
nustatytas geno variabilumas (108). U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidazé 1§ Aeromonas spp. in vitro i8lieka netirta. Aeromonas veronii RY001
genome acg geno, koduojancio kolagenolizing peptidaz¢, homologiskg Clg
peptidazei, iSveiklinimas lémé kamieno kolagenolizinio potencialo sumazéjima
beveik 50 %, nepriklausomai jvertinus enterobakterijos Igsteliy bei lasteliy
ekstralgsteliniy baltymy gebé¢jimg proteolizuoti azokolj, tuo tarpu A. veronii RY001
zelatinoliziniam, kazeinoliziniam ar elastinoliziniam potencialui acg geno
iSveiklinimas netur¢jo jtakos (108). Koduojamo Clg homologo svarba
patogeno virulentiSkumo uztikrinimui netiesiogiai nustatyta in vitro vertinant
A. veronii RYO001, kurio genome acg genas iSveiklintas, adhezyvuma,
invazyvumg bei citotokiSkumg naudojant karpio epiteliomos EPC Iasteliy
kulttrg. A. veronii RY001 koduojamo acg geno iSveiklinimas turéjo reikSmingos
jtakos kamieno adhezyvumui ir invazyvumui, nes iSveiklinus acg geng nustatytas
minéty virulentiSkumo charakteristiky sumazéjimas apytiksliai 50 % (108).
A. veronii RY001 koduojamo acg geno iSveiklinimas taip pat sumazino patogeno
citotoksiskumg beveik 50 % (108). Letali dozé vertinus acg geno iSveiklinimo
itaka A. veronii RY001 patogeniSkumui in vivo auksinése Zuvelése ir BALB/c
pelése padid¢jo atitinkamai 1,8 ir 4 kartus (108).

U32 proteoliziniy fermenty Seimos yrrN (Bacillus subtilis) grupei
priskiriama smcol2 peptidazé 1§ S. mutans GS-5 ser. c, patogeno genome
identifikavus peptidazés gena, klonuota. Rekombinantiné smcol2 peptidaze
proteolizavo I tipo kolagena, Zelatinolizinis peptidazés aktyvumas in vitro taip
pat nustatytas (109). Sgveikos su kolagenu domenai budingi S. mutans GS-5 ser. ¢
baltymy domeninei organizacijai smcol2 sekoje neidentifikuoti (99).
S. mutans UA159 koduojamos galimai peptidazés SMU.759, kurios seka
identiska smcol2 i§ S. mutans GS-5 ser. ¢ sekai, genas analogiSkai SMU.761
genui, intensyviau transkribuotas kultivuojant kamieng taikant gliukozés
pertekliy, lyginant su pastarojo geno transkripcijos intensyvumu kamieng

kultivuojant taikius sumazintg gliukozés koncentracijg (100).
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U32 proteoliziniy fermenty Seimos grupei nepriskiriamos galimai
peptidazés YrpA (MEROPS U32.UPW) ir YrpB (MEROPS U32.UPW) is

Y. ruckeri 150 tikslingai tirtos plétojant patogeno virulentiSkumo mechanizmy

-35 -10 RBS
— TTAACT [ ATTTAT  AGGGAA H ATG — GGGAGAG [ CTCTCCCTTTTTT
<> <> R 4
| 18 bp 5bp | \ 10 bp }
1 kb P

scp2 | yrpA yrpB Q cdsB (IviX)

5 pav. U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamy YrpA ir YrpB i§ Yersinia ruckeri 150
geny numatyta genominé organizacija, schemoje pazymétas scp2 genas koduoja
membraninj steroliy nesiklj, tuo tarpu cdsB (IviX) genas koduoja cisteino desulfidazg (110).

v

charakterizavimo strategija (111). La$iSiniy Zuvy virskinimo sistemos patogeno
koduojamy galimai peptidaziy YrpA ir YrpB genai sudaro operong (5 pav.), kurio
transkripcijg indukuoja, kaip tipiska bakterijy induktyvioms peptidazéms (112),
enterobakterijy kultivavimas terpéje, papildytoje baltymais (110). Y. ruckeri 150
kultivavimas mikroaerofilinémis salygomis taip pat indukavo yrpAB operono
transkripcija (110). Charakterizavus yrpAB transkripcijos valdyma nustatyta,
jog YrpA ir YrpB geny transkripcijg intensyviausia Y. ruckeri 150 kultivuojant
terpéje, papildytoje kazeinu ar kazeino hidrolizatu mikroaerofilinémis
salygomis, taigi sinergistinis terpés sudéties ir aeracijos salygy efektas,
intensyviausiai skatinantis yrpAB operono transkripcija, patvirtintas (110).
Y. ruckeri 150 kultivavimo terpés papildymas Zzelatina, aminoriig§timis, amonio
chloridu ar gliukoze neturéjo jtakos YrpA ir YrpB geny transkripcijai.
Kultivavimo temperatiira, osmotinis stresas bei skirtingas kultivavimo terpés
pH taip pat nekeité yrpAB operono transkripcijos intensyvumo (110). Siekiant
nustatyti YrpA ir YrpB svarbg enterobacterijy fiziologijai ir/ar virulentiSkumui,

pastargsias galimai peptidazes koduojantys genai iSveiklinti. YrpA ar YrpB geno

33



iSveiklinimas neturéjo jtakos Y. ruckeri 150 kultiros augimo dinamikai,
kultivuojant terpéje papildytoje kazeinu, tuo tarpu in vivo vaivorykstiniuose
upétakiuose, jvertinus YrpA koduojancio geno iSveiklinimg, nustatytas
iSreikstas letalios Y. ruckeri 150 dozés padidéjimas, netiesiogiai patvirtings YrpA
svarbg enterobakterijos virulentiSkumui (110). YrpA ar YrpB charakterizavimas
in vitro nebuvo plétotas, visgi charakterizavus pastaryjy galimai peptidaziy
geny transkripcijos valdyma bei jvertinus geny iSveiklinimo jtaka Y. ruckeri 150
augimo dinamikai, galimai peptidaziy svarba patogeno mitybai nepatvirtinta,
todel tikétina, jog uztikrina zuvies audiniy kolonizavimg (110). YrpA ir YrpB
homologai, sudarantys tikéting yrpAB operonui analogiskos sandaros operona,
identifikuoti Yersinia spp. kamienuose, taip pat ir patogeniSkuose zmogui,
todel U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy svarba Yersinia spp.
virulentiSkumui pagristai tikétina (110, 111).

U32 proteoliziniy fermenty Seimos grupei nepriskiriamos galimai
peptidazeés Mk0906 (MEROPS U32.UPW) 1§ M. kandleri AV 19 charakterizuota
erdviné struktiira, taciau rekombinantinés Mk0906 katalizinis aktyvumas,
in vitro substratais naudojant I tipo kolageng ir kazeing, nenustatytas (113).

MkO0906 kristalinosi suformavusi homodimerg (6A pav.). Charakterizuota
galimai peptidazés monomero erdvine struktiira — iSkreipta TIM p/a-stating,
be a8 spiralés (7 pav.). Gretinus Mk0906 erdving struktiirg su charakterizuotomis
baltymy erdvinémis struktiiromis nustatyta, jog Mk0906 erdvinés struktiiros
sankloda gimingiausia vario homeostazés baltymui 1§ Shigella flexneri 2a 301
bei fosforibozilantranilato izomerazei i§ Thermotoga maritima. TIM p/a-statinés
sankloda yra tipiSka baltymy erdvinés struktiros sankloda (114), taciau
Mk0906 sanklodai budingi saviti erdvineés struktiiros elementai. Mk0906
struktiiroje TIM p/a-statinés sanklodai nebiidinga a8 spiralé, o f7-$8 juosty
elementas iStgstas (7 pav.). Pastargjj erdvinés struktiiros elementa taip pat
formuojanti o7 spiralé, skirtingai nei tipiSkai budinga TIM pS/a-statinés
sanklodai, iSsidéstydama statinés virSuje kerta statinés C-galo puse (7 pav.).
Tobulos TIM p/a-statinés sanklodai buidingas o7 spiralés iSsidéstymas statinés

Sone, tuo tarpu Mk0906 struktiiroje statinés Sone iSsidésciusi iStesta o7-f8 kilpa.
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6 pav. Mk0906 homodimero erdviné strukttira. A- Mk0906 monomery sgveika homodimero
molekuléje, pazymint koordinuojamg cinko jong bei su monomerais sgveikaujantj acetato
jong; B- Mk0906 monomery sgveikos pavirsiai, pazymint monomery koordinuojamg cinko
jong bei pavirsiy hidrofobiskuma (113).

Pastaroji kilpa, a7 spiralé bei atsikiSusi f2-02 kilpa suformuoja gaubto pavidalo
strukttiros elementg, charakterizuotg statinés C-galo pus¢je. Mk0906 homodimerizuojantis
o7 spiralé ir a7-f8 kilpa suformuoja monomery sgveikos pavirsiy (6 pav.) (113).
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Charakterizavus Mk0906 monomery tarpusavio sgveikas nustatyta, jog
Mk0906 struktiroje monomerai s3sajos tipo sgveika koordinuoja cinko
jong (6B pav.). Metalo katijonas simetriSkai koordinuojamas konservatyviy
Cys® ir His'®, funkcionuojanéiy jono ligandais. Mk0906 homodimero kiekvieno
monomero f3-a3 kilpos motyvas Cys**-nepoliné aminoriigities lickana-Gly-
Xaa-Xaa-His-Leu'* bei o3 spiralés motyvas
Asn'®-nepolin¢ aminoriigities lickana-
Phe-Ser-His'® uztikrina monomery gebéjima
sudaryti sgsajos tipo sgveika su cinko jonu
homodimerizuojantis (6 pav.). Archéjy bei
bakterijy U32 proteoliziniy fermenty Seimos
galimai  peptidaziy sekose motyvai,

uztikrinantys ~ sgsajos  tipo  sgveikos

suformavimg ~ Mk0906  homodimero

7 pav. Mk0906 monomero erdvinés
struktiiros sankloda. Baltymo polipeptido
N-galo iSsidéstymas pazymétas mélyna
spalva, C-galo — raudona. Cinko jono
tipiski tik archéjy U32 proteoliziniy koordinavimas ~Cys™ ir His™ bei
acetato sgveika su baltymo molekule
fermenty Seimos galimai peptidaziy Arg"™ ir His™ detaliai atvaizduotos (113).

molekuléje, taip pat identifikuoti, taciau

pastarieji konservatyviis jungimosi motyvai

sekose (113). Mk0906 monomery tarpusavio sgveikos pavirSiy formuojancios
a7 spiralés ir a7-p8 kilpos zemiau galimai peptidazés monomery sgsajos tipo
sgveikos su cinko jonu jungiasi hidrofobinémis ir vandenilinémis jungtimis,
kurios taip pat svarbios tarpusavyje sgveikaujanciy Mk0906 monomery
sgveikai homodimero molekuléje. Mk0906 monomerai tarpusavyje sgveikauja
tampriai, iSreikstai dideliu pavirSiaus plotu (6 pav.) (113).

MkO0906 katalizinis aktyvumas in vitro nenustatytas. Galimai peptidazes
homodimero struktiiroje erdvinés struktiiros elementai, tipisSki peptidaziy
erdvinéms struktiiroms, taip pat nenustatyti (7 pav.). Visgi tipiskai fermentams,

kuriy erdvinés struktiiros sankloda analogiska Mk0906 erdvinés struktiiros
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sanklodai, Mk0906 monomero TIM
fla-statinés p-statinés C-galo puséje
nustatytas tikétinas galimai peptidazes

aktyvusis centras (8 pav.). Mk0906

tikéting  aktyvyji centrg  sudaro
8 pav. Mk0906 numatytas aktyvusis centras, 47 gpirales Arg'™, izoliuota minétos
pazymint acetato jong, griovelius vedan&ius

i bei i§ numatyto aktyviojo centro, kartu spiralés bei greta  iSsidés¢iusiy
pazymint pavirSiy hidrofobiSkuma (113). aminorigsciy  lickany (8 pav.).
ISsprendus  Mk0906 erdving struktiirg tikétiname galimos peptidazes
aktyviajame centre, nustatytas acetato jonas, sgveikaujantis su tikétino
aktyviojo centro aminoriigi¢iy liekany Soninémis grandinémis. Tikétinas
MkO0906 aktyvusis centras prienamas tik hidrofobinéms aminoriig§ciy
grandinéms ar hidrofobinéms molekuléms, nes molekuliy patekimas } tikéting
aktyvyji centrg jmanomas tik hidrofobiniy aminoriig§¢iy liekany suformuotais
grioveliais (8 pav.) (113). Griovelis, vedantis 1 Mk0906 tikéting aktyvyji
centrg, dengiamas tikétinai labilia arka, suformuota Ser230, G1y213, Glum,
Pro™ ir Pro®*, todél galimai peptidazei Mk0906 tikétina isreiksta substrating
specializacija. Griovelis, vedantis i§ Mk0906 aktyviojo centro, izoliuotas
[2-02 kilpos C-galo bei a7-f8 kilpos N-galo (8 pav.) (113).

Patogeniniy bakterijy U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidaziy  transkripcija ir/ar raiSka fragmentiSkai  charakterizuota.
Streptococcus pneumoniae R6 koduojamos U32 proteoliziniy fermenty Seimos
galimai peptidazés spr1282 transkripcija slopinama lastelés atsako  riigStinj
stresg metu (115). U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy
SA1441 ir SA1440 1§ Staphylococcus aureus 113 geny transkripcija skatina
patogeno kultivavimas planktoninj augimg arba biopléveliy formavimag
palaikan¢iomis salygomis (116). Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 koduojamy
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy yrrN ir yrrO geny
transkripcija slopino bacily kultivavimas palaikius Zemg temperattrg (117) bei

superoksidu ir peroksidu sukeltas stresas (118). Nustac¢ius U32 proteoliziniy

fermenty Seimos galimai peptidaziy PA3912 ir PA3913 1§ Pseudomonas
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aeruginosa PAO1 geny transkripcijos skatinimg patogeng kultivuojant terpéje,
papildytoje nitratais aerobinémis salygomis (119), tirta pastaryjy galimai
peptidaziy svarba patogeno metabolizmui anaerobinémis sglygomis bei patogeno
virulentiSkumui (120). PA3912 ir PA3913 svarba P. aeruginosa PAO1 augimui
kultivuojant patogeng anarobinémis sglygomis patvirtinta — iSveiklinus PA3912
ir/ar PA3913 geng P. aeruginosa PAO1 neaugo anaerobinémis sglygomis, taciau
patogeno virulentiSkumui in vivo salotoje PA3912 neturéjo jtakos (120).

U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamy peptidaziy genoming ir
operoniné organizacija, substratinis specifiSkumas bei fiziologiné svarba
skiriasi, tod¢l apibrézti tipiSkas pastarosios Seimos peptidaziy charakteristikas
keblu. TipiSku atveju organizmy chromosomose identifikuojami keli genai,
koduojantys U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskirtinas peptidazes, kuriy
sekrecija in silico nenumatoma (1). Patogeny U32 proteoliziniy fermenty
Seimai priskiriamos peptidazés tipiSku atveju svarbios virulentiSkumo
uztikrinimui (95, 96, 108, 110). U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamy
peptidaziy seky homologiSkumas atspindi mazai tikéting Seimos peptidaziy
struktiirinés organizacijos heterogeniSkuma (113), tac¢iau Seimos peptidaziy

funkcinis heterogeniSkumas pagristai tikétinas (82, 121, 93, 113).
1.5. Geobacily kolagenolizinés peptidazes

Geobacily genomuose identifikuota didelé galimai peptidazes
koduojanciy geny jvairoveé (1). Peptidazés, koduojamos geobacily, tirtos, taciau
charakterizuotos  tik  kelios  geobacily  kolagenolizinés  peptidazés.
Charakterizuotos kolagenolizinés oligopeptidazés Pz-peptidazé A ir B 1§
Geobacillus collagenovorans MO-1 priskiriamos M3 proteoliziniy fermenty Seimos
M3B poSeimiui, tuo tarpu termolizino homologai, gebantys proteolizuoti
fibrilinj kolageng, priskiriami M4 proteoliziniy fermenty Seimai (1).
Kolagenoliziné endopeptidazé¢ i§ G. collagenovorans MO-1 priskiriama
S8 proteoliziniy fermenty Seimos S8A poseimui (1).

Pz-peptidazés A 1§ G. collagenovorans MO-1 substratinis specifiSkumas

nustatytas, o kolagenolizinés oligopeptidazés erdviné struktiira charakterizuota
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(3 pav.) (36, 63). Charakterizuota oligopeptidaze yra tipiska cinko oligopeptidaze,
aktyviai peptidolizuojanti kolageno oligopeptidus. Proteolizinis Pz-peptidazés A
aktyvumas nenustatytas. Taikant sintetinius oligopeptidus nustatyta, jog
oligopeptidazé peptidolizuoja imtinai 4-13 aminoriigs¢iy liekany grandinés
ilgio peptidus. Pz-peptidazés A specifiSkumas substrato aminoriigi¢iy
grandinés sekai nustatytas, taCiau neiSreikStas (122). Charakterizuota
oligopeptidazé¢ efektyviausiai hidrolizavo peptidin; ryS; tarp Leu-Gly
aminorugsciy liekany. Pz-peptidazés A aktyvuma slopino EDTA, fenantrolinas,
o taip pat 2 mM Fe**, Zn**, Ni*"ir Cu®" katijony koncentracija (36).
Charakterizavus  Pz-peptidazés A  erdving struktiira, patvirtintas
oligopeptidazés priskirtinumas cinko oligopeptidazéms. Pz-peptidazeés A
aktyvyji centrg suformuoja tipiSkai cinko oligopeptidazéms konservatyvus
cinko oligopeptidaziy motyvas His-Glu-Xaa-Xaa-His bei treciuoju cinko jono
ligandu funkcionuojantis glutamatas (63). Nors Pz-peptidazés A erdviné
strukttira analogiSka M3 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamy neurolizino
ir timeto oligopeptidazés erdvinéms struktiiroms, oligopeptidazés strukturai
budingi taip pat ir saviti elementai. Pz-peptidazés A monomero globulé
kompaktiska, o i aktyvyji centrg veda du tuneliai, kertantys oligopeptidazés
monomero globule jkypai (3 pav.) (63). Charakterizavus Pz-peptidazés A erdving

7

struktdira nustatyta, jog Trp’’’ indolo Ziedo labilumas lemia oligopeptidazés

specifiSkumg substrato gradinés ilgiui (63). Pz-peptidazés A polipeptidinéje
grandin¢je sutinkamos SeSios cisteino liekanos, tacCiau charakterizavus
kolagenolizinés oligopeptidazés erdving struktira disulfidiniai tilteliai
nenustatyti. M3 proteoliziniy fermenty Seimos oligopeptidazéms cisteiny in vivo
sudaromos sgveikos tikétinai svarbios fermento aktyvumo reguliavimui (122).
Pz-peptidazé¢ B 1§ G. collagenovorans MO-1 — oligopeptidazés F
homologas. Nustatytos Pz-peptidazés B aktyvumo bei substratinio
specifiSkumo charakteristikos analogiskos Pz-peptidazés A charakteristikoms,
nes Pz-peptidazé B efektyviausiai hidrolizavo peptidin} ry$j tarp Leu-Gly
aminoriigsciy liekany (36, 123). Pz-peptidaze B kristalinta, taciau oligopeptidazés
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erdviné struktiira néra charakterizuota (124). Skirtingai nei Pz-peptidaze A,
Pz-peptidazé B geba homodimerizuotis (36).

Charakterizuoty G. collagenovorans MO-1 kolagenoliziniy peptidaziy sekos
homologiSkos, visgi peptidaziy epitopai skirtingi. Pz-peptidazés A ir B yra
termoaktyvios bei  termostabilios endopeptidazés, kuriy katalizinis
mechanizmas ir substratinis specifiSkumas analogiski (36). G. collagenovorans
MO-1 kolagenolizinés peptidazés iSsamiai charakterizuotos in vitro, taiau
peptidaziy funkcinés svarbos charakterizavimo strategija nebuvo plétota.
Vidulasteliniy Pz-peptidaziy A ir B svarba G. collagenovorans MO-1
gebéjimui jsisavinti kolageng iSlieka numanoma (13).

Geobacily sekretuojami termolizino homologai — bacilolizinai i
Geobacillus stearothermophilus MK232 ir Geobacillus stearothermophilus
TELNE bei stearolizinas 1§ Geobacillus stearothermophilus CU21 — plataus
substratinio specifiSkumo cinko endopeptidazés, gebancios proteolizuoti
azokolj (125, 126).

Kolagenoliziné endopeptidazé i§ G. collagenovorans MO-1 priskiriama
S8 proteoliziniy fermenty Seimos S8A poseimui aktyviai proteolizavo 1 tipo
kolageng, IV tipo kolageng bei Zelating, tafiau oligopeptidolizinis
endopeptidazés aktyvumas, substratais naudojus sintetinius oligopeptidus,
nenustatytas (127). Termoaktyvi bei termostabili endopeptidazeé, homologiska
subtilizinams, proteolizavo fibrilinj kolageng ] skirtingo grandiniy ilgio
kolageno oligopeptidus. G. collagenovorans MO-1 sekretuojama kolagenolizing
endopeptidazé gebéjo homodimerizuotis (127). Tikslingai tyrus kolagenolizinés
endopeptidazés domening organizacijg nustatytas hidrolazei biidingas C-galinis
sgveikos su kolagenu domenas. Pastargjj domeng suformuoja kartotinis
20 aminortigs¢iy motyvas. Charakterizavus kolagenolizinés endopeptidazes 18
G. collagenovorans MO-1 saveika su kolagenu nustatyta, jog peptidazés saveika
su kolageno superspirale uztikrina vandenilinés jungtys (128). Sekretuojamos
kolagenolizinés peptidazés funkciné svarba G. collagenovorans MO-1 mitybai
bei peptidazés geb¢jimas su vidulgstelinémis Pz-peptidazémis sudaryti

kataboline kaskada, uztikrinanc¢ig kolageno jsisavinimg, numanoma (10, 122).
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2. Metodai

2.1. Nukleoriigs¢iy elektroforeze

Nukleortig§ciy iSskirstymui naudoti 1 % (masé/tiiris) agarozés geliai.
Elektroforezé¢ vykdyta jprastos sudéties TAE buferyje palaikant 5-10 V/em
jtampg. Nukleoriig§¢iy vizualizavimui agaroziniai geliai papildyti 0,5 pg/mL
etidzio bromido. ISskirstant DNR fragmentus klonavimui j vektorius, etidZio
bromidu ruoSiami geliai nebuvo papildomi, geliy daZzymas atliktas po

elektroforezés. Geliai analizuoti bei fotografuoti apSvietus UV.
2.2. Baltymy elektroforezé

Baltymy bei oligopeptidy miSiniy iSskirstymui naudota vienakrypte,
vertikalioji, nutriikstama, glicino natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio
elektroforez¢ (NDS-PAGE) (129). NDS-PAGE, esant kambario temperatiirai,
vykdyta naudojant koncentruojanciuosius ir iSskirstanciuosius, atitinkamai,
4 1ir 12 % akrilamido/N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 37,5:1) gelius,
palaikant 30 V/cm jtampg. Méginiy uzneSimui naudotas 5x méginio buferis
(50 mM TRIS-HCI pH 6,8/20 °C buferis su 4 % (masé/tiiris) NDS ir 20 %
(turis/tiris) glicerolio bei 0,01 % (masé/tiris) bromfenolio mélynojo arba
50 mM TRIS-HCI pH 6,8/20 °C buferis su 20 mM 2-ME ir 4 % (masé/tiiris) NDS
bei 20 % (turis/tiiris) glicerolio ir 0,01 % (masé/tiris) bromfenolio mélynojo).
Jei kitaip nenurodyta, gauti miSiniai prie§ uzne$Simg 5 min. kaitinti 95 °C.
Baltymai bei oligopeptidai vizualizuoti pagal gamintojo rekomendacijas dazant

PageBlue Protein Staining solution (Thermo Fisher Scientific).
2.3. Bioinformatin¢ analizé

Signaliniai peptidai bei pastaryjy peptidy ilgis numatyti SignalP 4
serveriu (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (130)). Homologisky seky

paieSka naudojantis National Center for Biotechnology Information

BLAST+ 2 serveriu (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (131)) atlikta Standard

Protein BLAST taikant blastp pradinius parametry nustatymus. MEGA 6
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programa (132) naudota seky analizei bei sulyginimui. Seky identiSkumas
procentais apskaiciuotas naudojus Jotun Hein metoda, taikant PAM250 verciy lentele
MEGALIGN komponentu i§ LASERGENE 6 (DNASTAR). Daugybiniai
polipeptidy seky palyginiai atlikti ClustalX 2 programa (133), taikant pradinius
programos parametry nustatymus. Baltymy antriné struktira numatyta

I-TASSER 4 serveriu (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ (134)).

Konservatyviis baltymy seky motyvai bei baltymy domeniné organizacija
nustatyta NCBI Conserved Domain Database 3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/cdd.shtml (135)), PROSITE 20 (http://www.prosite.expasy.org (136))

ir Pfam 28 (http://pfam.xfam.org (137)) duomeny baziy serveriais. Promotoriai

numatyti Softberry BPROM (138), terminatoriai numatyti Softberry FindTerm (138),
taikius pradinius programy parametry nustatymus. Terminatoriai taip pat numatyti
ARNold serveriu (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/ (139, 140)).
Charakterizuoty peptidaziy operoning organizacija numatyta Softberry FGENESB (138),

taikius pradinius programos parametry nustatymus bei in silico jvertinta

MicrobesOnline (http://www.microbesonline.org (141)) ir Prokaryotic Operon

Database (http://operons.ibt.unam.mx/OperonPredictor/ (142)) duomeny bazése.

2.4. G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimas

G. thermoleovorans DSM 15325 (N-3) (Vilniaus universiteto Gamtos
moksly fakulteto Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros Mikroorganizmy
kultiiry kolekcija (Vilnius, Lietuva)) biomasés prieaugiui, palaikymui bei
grynumo patikrinimui kolonijy klonavimo metodu naudotas maitinamasis
agaras ruostas pagal gamintojo rekomendacijas.

Modifikuota M9 (mM9) (N. Kriucichina ir N. Kuisiené, nepublikuoti rezultatai)
terpé naudota G. thermoleovorans DSM 15325 suspensijos kultivavimui.
Naudota mM9 terpe¢ 50 mM MES-NaOH pH 6.5 buferyje sudaré (mL/L):
5x drusky tirpalas, 200; 1 M MgSO,, 2; 1 M CaCl,, 0,1; 1000x vitaminy
tirpalas, 1; 10x aminoriigsciy tirpalas, 100; bei D-gliukozé 2,5 g/L. Drusky
koncentrato tirpalas (g/L): KH,PO,, 15; NaCl, 2,5; NH4Cl, 5. Vitaminy

koncentrato tirpalas (mg/L): D-biotinas, 10; myo-inozitolis, 100; niacinas, 100;
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piridoksinas, 100; riboflavinas, 100; tiaminas, 100. Aminortigs¢iy koncentrato
sudétis pateikta (143). Kamienas kultivuotas Erlenméjerio kolbose, uzpildant
ne daugiau kaip ketvirtadal} kolby tiirio, aeruojant 180 rpm. Augimas vertintas

matuojant optinj tankj (OT), esant 600 nm.

2.5. G. thermoleovorans DSM 15325 vidulasteliniy ir ekstralgsteliniy
baltymy iSskyrimas

G. thermoleovorans DSM 15325 baltymai iSskirti 1§ velyvos
eksponentinés augimo fazés kultiros, kultivuotos mM9, palaikant 60 °C.
Kamieno kultira, naudota baltymy iSskyrimui, ruosta atliekant tris persé¢jimus,
inokuliuojant 5 % (tiiris/tliris) vélyvos stacionarios augimo fazés kulttiros, taip
pat augusios mM9, palaikant 60 °C.

Baigus kultivavimg Igstelés 1§ kulttirinio skyscio surinktos centrifuguojant
7000%g, 20 min., esant 4 °C. Lastelés du kartus praplautos 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4/60 °C. Praplovus, 1 pastargji buferi resuspenduotos Igstelés lizuotos
ultragarsu (ciklas: 30 s pulsas (20 kHz, amplitudé 35 %, 500 W), 30 s pauze;
viso 30 cikly) Saldant lede. Lasteliy nuolauzos pasalintos centrifuguojant
12000xg, 20 min., esant 4 °C. G. thermoleovorans DSM 15325 iSskirto lizato
vidulgsteliniy baltymy preparatas 12 val. dializuotas prie§ resuspendavimo
buferj tdriy santykiu 1:5000, esant 4 °C. Kamieno kultiirinio skyscio
supernatanto ekstralgsteliniai baltymai iSskirti, palaikant 4 °C, precipitacija
1Sstudzius 80 % (NH4),SO, isotinimu. Ekstralgsteliniy baltymy precipitatas
nusodintas centrifuguojant 12000%g, 30 min., esant 4 °C ir resuspenduotas
50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C buferyje. Gautas preparatas 12 val. dializuotas

pries resuspendavimo buferj tiiriy santykiu 1:5000, esant 4 °C.
2.6. G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenoliziniy peptidaziy identifikavimas

ISskirty G. thermoleovorans DSM 15325 vidulasteliniy ir ekstralgsteliniy
baltymy elektroforeziniai profiliai analizuoti atlikus NDS-PAGE. Zelating ir
i§ dalies denatiiruotg I tipo kolagena peptidolizuojanéiy kolagenoliziniy

peptidaziy aktyvumas detektuotas minéty substraty zimografija. Detektuoty
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peptidaziy molekulinés masés nustatytos remiantis baltymy molekuliniy masiy
zymeniu atsizvelgus ] zimogramy geliuose jpolimerinty substraty jtakg baltymy
elektroforeziniam mobilumui (144, 145). Kolagenoliziniy peptidaziy identifikavimui
masiy spektrometrija iSpjauti NDS-PAGE gelio fragmentai su iSsidésciusiais
nustatytas peptidaziy molekulines mases atitinkan¢iy molekuliniy masiy baltymais.

Detektuoty  kolagenoliziniy  peptidaziy  tikétinas  1Ssidéstymas
poliakrilamido gelyje nepriklausomai nustatytas jvertinus azokolio hidrolizés
intensyvuma. IdentiSkai, kaip vykdant zimografija, iSplovus NDS 1§ NDS-PAGE
gelio, poliakrilamido gelis ties baltymy molekuliniy masiy Zymens zinomy
masiy standartais iSpjaustytas. Gelio fragmentai homogenizuoti Saldant
FastPrep-24 (MP Biomedicals) homogenizatoriumi, naudojant 0,1 mm ¢ stiklo
granules (ciklas: 20 s homogenizavimo (5 m/s), 40 s pauze; viso 5 ciklai).
Baltymai i§ homogenizuoty gelio fragmenty 12 val. eliuuoti 1 50 mM TRIS-HCl
pH 7,4/60 °C bufer; su 20 mM CaCl,, purtant 1000 rpm, palaikant 4 °C.
Kolagenolizinés peptidazés baltymy preparatuose detektuotos jvertinus
azokolio hidrolizés intensyvuma.

[Spjauty gelio fragmenty su G. thermoleovorans DSM 15325
kolagenolizinémis peptidazémis meéginiai saugoti 50 mM TRIS-HCI pH 7,4/20 °C
buferyje, esant 4 °C. Baltymy 1§ gelio fragmenty meéginiy peptidy aminortgsciy
sekos de novo identifikuotos masiy spektrometrija MALDI TOF/TOF-MS/MS
ESI-TRAP (p< 0,05) veikiant tripsinu, Lenkijos moksly akademijos Biochemijos ir
biofizikos instituto Masiy spektrometrijos laboratorijoje (VarSuva, Lenkija).

2.7. GT-SM3B geno klonavimas

Visos sekos GT-SM3B genas klonuotas j raiskos vektoriy pET-28¢(+) (Novagen)
oligopeptidazés seka papildant N-galiniu SeSiy histidino liekany formuojamu
giminingumo inkaru bei trombino atpazjstama aminoriig§¢iy seka. GT-SM3B
genas pagausintas polimerazine grandinine reakcija (PGR) matrica naudojant
G. thermoleovorans DSM 15325 genoming DNR bei pradmeny pora
MO03007kaust1F ir M03007kaust]RRS (2 lentel¢). Pradmenys parinkti, jvedant
restrikcijos endonukleaziy atpazjstamas sekas, PRIMERSELECT komponentu
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2 lentelé. Pradmenys.

Pradmuo Seka, 5-3' Geno Restrikcijos

regionas, nt | endonukleazés
seka, pabraukta

MO03007kaust1F CAT ATG GCT AGC ATG ARG CGC TGG C 1-13 Nhel

M03007kaustIRRS | TCG GAT CCG TCA TGT AGA CCG CTG ACG | 1840-1857 | BamHI

GEOCOL-F CGG GCC AAC GCT GAC AAC TTT ACG 163-186

GEOCOL-R GAA CCT TGA CGA TTT GCA GCG GAT GG 1194-1219

LITCOL-F GGT CGG ATC CCC ATG CTT TTA AAA AAT G |1-16 BamHI

LITCOL-R TTT GCG GCC GCT TAA TTC TCC TTT CTC 1254-1269 | Notl

U32pCriFw CAC CAT GGT GTT AAA AAA TGA ACG 1-20 Necol

U32pCriRv CTA GIC GAC TTA ATT CTC CTT TCT C 1254-1269 | Sall

i§ LASERGENE 6 (DNASTAR). Pradmeny sudarymui naudotos galimai
oligopeptidaziy F geny sekos 1§ Geobacillus sp. C56-T3, Geobacillus sp. Y412MC52,
Geobacillus sp. YA12MC61, Geobacillus kaustophilus HTA426 bei Geobacillus
thermoleovorans CCB_US3 UF5 genomy. GT-SM3B geno PGR miSinyje buvo
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,25 uM kiekvieno
pradmens ir 10 ng matricos. PGR vykdyta: pradiné denatiiracija 2 min./95 °C;
29 gausinimo ciklai, kuriy kiekvieng sudaré 1 min./95 °C, 2 min./60 °C ir 3 min./72°C;
galutineé elongacija 7 min./72 °C. PGR produktas restriktuotas bei T4 DNR ligaze
(Thermo Fisher Scientific) liguotas | vektoriy pagal gamintojo rekomendacijas.
Ligacijos produktai elektroporuoti j scherichia coli DH50. (F” endA1 hsdR17(ry", mg )
ginVA4 thi-1 X recAl gyrA96 relAl deoR nupG A(lacZYA-argF U169 ©80dlacZAM15)
(Novagen). Sekoskaita patikrinta rekombinantiné plazmidé iSskirta i$ atrinktos
kolonijos elektroporuota i baltymy raiskos kamieng Escherichia coli BL21 (DE3)
(F ompT hsdSg(rg’, mg’) gal dem lon MDE3 (lacl lacUV5-T7 genel indl sam7 nin5)))
(Novagen). Abiem atvejais transformantai i$séti ant agarizuotos (15 g/L) Luria-
Bertani (LB) (146) terpés (g/L): peptono, 10; mieliy ekstrakto, 5; NaCl, 10;
papildytos kanamicinu 30 pg/mL ir kultivuoti 12 val. palaikant 37°C.

2.8. Rekombinantinés GT-SM3B raiSkos jvertinimas bei produkavimo

optimizavimas

E. coli BL21 (DE3) transformantai su GT-SM3B raiskos konstruktu
kultivuoti LB terp¢je su kanamicinu (30 pg/mL) 12 val., aeruojant 180 rpm,
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palaikant 37 °C. Siekiant jvertinti pradiniy GT-SM3B heterologinés raiskos
salygy jtakg tikslinio baltymo iSeigai bei tirpumui LB terpé su kanamicinu
inokulivota 1 9% (turis/tlris) pastargja kultira ir kultivuota Erlenméjerio
kolbose, uzpildant ne daugiau kaip ketvirtadalj ttrio, identiSkai kaip
inokuliatas. Kulturai pasiekus OTgyo 0,5 heterologiné GT-SM3B raiska 4 val.
indukuota 1 mM izopropil-p-D-tiogalaktopiranozido (IPTG).

Parenkant tirpios GT-SM3B produkavimui optimalias salygas buvo
parenkamos skirtingos esminiy raiSkos parametry vertés: E. coli BL21 (DE3)
kultiiros tankis pradedant indukcija OTgy 0,5, 0,8; temperatira raiskos
indukcijos metu 25, 30 °C; indukavimui taikyta IPTG koncentracija 0,1, 0,5, 1 mM;
raiSkos indukcijos trukmé 2, 4, 12 val. Optimizavimas atliktas raiSkos kulttiras
kultivuojant 20 mL terpés identiSkai kaip vykdant GT-SM3B raiska pradinémis
salygomis bei kiekvienai kultiirai taikant skirtingas GT-SM3B raiSkos
parametry kombinacijas. Optimizuojant LB terpé palyginta su jprastos sudéties
MO (147) terpe, papildyta kazeino hidrolizatu 1 % (masé/tiiris), vertinant terpés
tinkamuma tirpios GT-SM3B produkcijai.

Rekombinantines GT-SM3B raiSkos iSeiga E. coli BL21 (DE3) lizato
tirpioje ir netirpioje frakcijose, o taip pat raiSkos kamieno koncentruotame

sekretome jvertinta matuojant oligopeptidolizinj aktyvumg bei NDS-PAGE.
2.9. Rekombinantinés GT-SM3B gryninimas

Jei kitaip nenurodyta, gryninimas vykdytas esant kambario temperaturai.
IS kulturinio skys€io su sekretuota GT-SM3B E. coli BL21 (DE3) lastelés
pasalintos centrifuguojant 7000xg, 30 min., esant 4 °C. RaiSkos kultiiros
kultirinio skysCio supernatanto baltymai iSskirti, palaikant 4 °C, precipitacija
i§stidzius imtinai nuo 30 iki 80 % (NH,4),SO, jsotinimu. Baltymy precipitatas
nusodintas centrifuguojant 12000xg, 30 min., esant 4 °C ir resuspenduotas
buferyje A (20 mM TRIS-HCI pH 8,4/20 °C). Gautas preparatas 12 val.
dializuotas pries$ bufer] A ttiriy santykiu 1:5000, esant 4 °C. Dializatas uznestas
1 anijoninés chromatografijos kolon¢le UNO Q6 (12 x 53 mm) (Bio-Rad),
ekvilibruotg buferiu A. Baltymai eliuuoti buferiu A, papildytu 1 M NaCl.
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IS§ dalies 1iSgryninta rekombinantiné GT-SM3B surinkta pratekéjusioje
frakcijoje. Pastaroji dializuota 12 val. prie§ bufer; B (20 mM MES-NaOH
pH 5,6/20 °C) tiriy santykiu 1:5000, esant 4 °C. Atlikus dializ¢ méginys
uznestas ] buferiu B ekvilibruotg UNO S1 (7 x 35 mm) (Bio-Rad) katijoninés
chromatografijos kolon¢le. Rekombinantiné oligopeptidazé eliuuota 30 mL
linjjiniu NaCl (0-1 M) gradientu buferyje B, taikant 1 mL/min pratekéjimo
greit]. Galiausiai frakcijos su GT-SM3B apjungtos bei 12 val. dializuotos pries
50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/60 °C turiy santykiu 1:3000, esant 4 °C.
Rekombinantinés GT-SM3B preparato grynumas jvertintas NDS-PAGE.

2.10. Kiekybinis oligopeptidolizinio aktyvumo jvertinimas

GT-SM3B oligopeptidolizinis aktyvumas kiekybiSkai vertintas substratu
naudojant Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH (Fluka). Reakcijos
miSinj 50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/60 °C buferyje, bendrame 60 pL turyje
sudaré 2 uM substrato ir 0,5 pg rekombinantinés oligopeptidazés. Atlikus reakcijy
inkubavimg 10 min., purtant 350 rpm, palaikant 60 °C, vykdyta ninhidrino
reakcija (148, 149) ir matuotas sugerties pokytis esant 570 nm kontrole naudojant
neinkubuotg reakcijos miSinj. Peptidolizés produkty koncentracija apskaiciuota
pagal standarting tiese, kurios sudarymui naudotas Gly-Pro-Ala (Fluka) tripeptidas.
Oligopeptidolizinio aktyvumo vienetas apibréZtas kaip GT-SM3B kiekis,
optimaliomis reakcijos sglygomis katalizuojantis 1 pM produkty susidaryma per

minutg. Specifinis oligopeptidolizinis aktyvumas isSreiksStas vienetais mg baltymo.
2.11. Kinetiné oligopeptidolizinio aktyvumo analizé

Kinetinés rekombinantinés GT-SM3B charakteristikos 7V, ir Ky
nustatytos atlikus Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH peptidolizés
pradinio grei¢io jvertinimg, taikius deSimtj skirtingy substrato koncentracijy 18
imtinai 0,05-5 Ky Kiekybinis oligopeptidolizinio aktyvumo jvertinimas
vykdytas esant pH ir temperatiirai, optimaliems GT-SM3B. Gauti matavimy
rezultatai apdoroti bei analizuoti kartu apskai¢iuojant kinetines charakteristikas

GraFit 7 (Erithacus Software) programa.
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2.12. GT-SM3B hidrolizinio aktyvumo jvertinimas

Skirtingy grandinés ilgiy kolageno oligopeptidy miSiniai ruoSti
1§ zelatinos 1§ kiaulés odos (MP Biomedicals), I tipo kolageno i§ ziurkés
uodegos (Fluka) bei nefrakcionuoto kolageno preparato i§ jungiamojo audinio
(Proteina). Baltymai homogenizuoti 12 val. veikiant 100 mM acto rugstimi,
esant 4 °C. Homogenizatai 12 val. dializuoti prie§ 50 mM HEPES-NaOH
pH 7,3/60 °C turiy santykiu 1:3000, esant 4 °C. GT-SM3B hidrolizinis
aktyvumas, substratais naudojant skirtingy tipy kolageno oligopeptidy
miSinius, jvertintas identiSkai kaip vykdant GT-SM3B kiekybinj
oligopeptidolizinio aktyvumo jvertinima.

2.13. Temperatiros ir pH jtakos GT-SM3B aktyvumui ir stabilumui

charakterizavimas

Siekiant charakterizuoti temperatiiros jtakg GT-SM3B kataliziniam
aktyvumui, oligopeptidolizinis aktyvumas jvertintas 50 mM HEPES-NaOH
pH 7,3 buferyje, taikant temperatiiras imtinai nuo 10 iki 95 °C. GT-SM3B
termostabilumas nustatytas atlieckant rekombinantinés oligopeptidazés
preparato pradinj 1 val. inkubavimag 60, 70 ir 80 °C 50 mM HEPES-NaOH
pH 7,3 buferyje. Likutinis oligopeptidolizinis aktyvumas jvertintas po pradinio
inkubavimo. Pastaryjy matavimy rezultatai palyginti su GT-SM3B
oligopeptidoliziniu aktyvumu, jvertintu palaikant 60 °C, netaikius pradinio
inkubavimo.

Skirtingy pH jtaka GT-SM3B aktyvumui charakterizuotajvertinant
oligopeptidolizinj aktyvuma skirtinguose buferiuose: 50 mM natrio acetatas-
acto rugstis (pH 4-5), 50 mM MES-NaOH (pH 5-7), 50 mM HEPES-NaOH
(pH 7-8) ir 50 mM glicinas-NaOH (pH 8-10). GT-SM3B pH stabilumas
charakterizuotas jvertinant likutinj oligopeptidolizin; aktyvumg atliekant
pradinj fermento preparato inkubavima 1 val., palaikant 40 °C buferiuose,

kuriy pH buvo imtinai nuo pH 4 iki 10.

48



2.14. Metaly jony, chelatoriy bei kity junginiy jtakos GT-SM3B aktyvumui

charakterizavimas

Charakterizuojant Li", Na', Mg2+, K', Ca*, Mn*", Fe*, Co*", Ni**, Cu™,
Zn*", Sn**, Ba®" jony jtaka GT-SM3B aktyvumui, oligopeptidazés preparato
méginiai inkubuoti 30 min., palaikant 40 °C, su 1 mM minéty metaly chloridais.
Taip pat jvertinta padidintos iki 10 mM Na’, K', Ca®" koncentracijos bei
350 mM Na' koncentracijos jtaka GT-SM3B aktyvumui. Charakterizuojant
GT-SM3B identiSkomis sglygomis atlikti pradiniai inkubavimai su skirtingy
grupiy junginiais: chelatoriais (EDTA, etilenglikolio tetraacto riigS§timi (EGTA)
(abiem atvejais 1 mM)), reduktoriais DTT, 2-ME, Tris(2-karboksietil)fosfinu
(TCEP) (visais atvejais 1 mM)), detergentais (Tween 20, Tween 40, Tween 60,
Tween 80, Triton X-100, Triton X-305 (visais atvejais 0,1 % (tiiris/tiiris) ir
1 % (turis/tiris))); Brij 35, Brij 58 (abiem atvejais 1 mM); natrio dodecilsulfatu
(NDS) (I mM ir 10 mM)), chaotropikais (guanidino-HCI (1 mM); karbamidu
(1 mM ir 10 mM)). Glicerolio (1 % (turis/turis) ir 5 % (tUris/taris)),
etilenglikolio (0,1 % (tris/tiiris) ir 1 % (tdris/tiiris)) bei fosforamidono (1 mM)
jtaka oligopeptidazés aktyvumui taip pat charakterizuota. Atlikus pradinj
GT-SM3B inkubavimg su nurodytais junginiais ir jvykdZius fermentines
reakcijas matuotas oligopeptidolizinis aktyvumas. Kontrolémis naudoti
konkretaus junginio taikytos koncentracijos ir GT-SM3B miSiniai po atlikto

pradinio inkubavimo, papildZius substratu.
2.15. GT-IU32 geno transkripcijos analizeé

Siekiant ~ detektuoti =~ GT-IU32  geno  transkripta,  jvertinant
G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimo temperatiiros jtaka peptidazés
transkripcijai, vykdyta atvirkStinés transkripcijos PGR (AT-PGR).

Suminés RNR i8skyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas
mM9 terpéje, palaikant 55 ar 70 °C. Inokuliatai pastariesiems kultivavimams
taip pat kultivuoti palaikant 55 ar 70 °C. Inokuliavimas identi§kas nurodytam

aprasant G. thermoleovorans DSM 15325 vidulasteliniy ir ekstralgsteliniy

49



baltymy iSskyrimg. Nepriklausomai 1§ trijy lasteliy méginiy, kamieng
kultivavus 55 ar 70 °C, suminé RNR i1Sskirta GeneJET RNA Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific) rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas. Lastelés
surinktos centrifuguojant 7000xg, 10 min., esant 4 °C, ir 15 min. palaikant 37 °C
lizuotos 40 U lizocimo (Carl Roth) buferyje 10 mM TRIS-HCI pH 8/20 °C
su 1 mM EDTA. Suminés RNR preparatai veikti RiboLock RNase Inhibitor
(Thermo Fisher Scientific), taikant gamintojo rekomenduojamg koncentracija.
Galimos DNR priemaiSos RNR preparatuose Salintos DNase I, RNase-free
(Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo rekomendacijas.

ISskirti suminés RNR preparatai naudoti atvirkStinés transkripcijos
reakcijai. Remiantis gamintojo rekomendacijomis, naudotas rinkinys
RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific).
Komplementarios DNR (kDNR) sintezei nuo RNR naudotas nespecifinis
pradmuo Random Hexamer Primer 1§ minéto rinkinio.

Naudojant GEOCOL ir LITCOL pradmeny poras (2 Ilentele)
AT-PGR miSinyje buvo 10x Taq buferis su (NH4),SO4, 2 mM MgCl,,
0,2 mM kiekvieno dNTP, 0,25 uM kiekvieno pradmens, 1,25 U rekombinantinés
Taqg DNR polimerazés (Thermo Fisher Scientific) ir 10 ng kDNR. AT-PGR
vykdyta: pradiné denatiiracija 2 min./95 °C; 30 gausinimo cikly, kuriy kiekvieng
sudaré 1 min./95 °C; 2 min./60 °C; ir 3 min./72 °C; galutiné elongacija 7 min./72 °C.
GT-IU32 geno transkripcijos analizés kontrolés ruostos atlieckant AT-PGR,
matrica naudojus suminés RNR preparatus.

Nepriklausomy dviejy transkripcijos analizés kartojimy rezultatai
palyginti. ISskirty suminés RNR preparaty degradacija, kDNR sintezés
efektyvumas bei AT-PGR rezultatai vertinti atlikus elektroforeze.

2.16. GT-IU32 geno klonavimas

Visos sekos GT-IU32 genas klonuotas | raiSkos vektoriy pET-28c(+)
peptidazés seka papildant N-galiniu SeSiy histidino liekany formuojamu
giminingumo inkaru ir T7 tipo inkaru bei inkarus skiriancia trombino atpazjstama

aminortigsciy seka. GT-IU32 genas pagausintas PGR matrica naudojant
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G. thermoleovorans DSM 15325 genoming DNR bei pradmeny porg LITCOL-F ir
LITCOL-R (2 lentel¢). Pradmenys parinkti, jvedant restrikcijos endonukleaziy
atpaZjstamas sekas, PRIMERSELECT komponentu i§ LASERGENE 6. Pradmeny
sudarymui naudotos U32 proteoliziniy fermenty Seimos Helicobacter-tipo
galimai kolagenaziy geny sekos 18 Geobacillus thermoleovorans NG80-2,
G. kaustophilus HTA426 bei Geobacillus sp. WCH70 genomy. Disertacijos
autorius apraSyta GT-IU32 geno klonavimag atliko vykdydamas pradinj
GT-IU32 charakterizavimg rengdamas magistro darbag.

GT-1U32-CGD produkcijai visos sekos GT-IU32 genas klonuotas i
raiskos vektoriy pCri-7a (150) mutuojant Leu’—Val. Tiksliné mutacija buvo
bitina vykdant klonuojamo geno sekos adaptavimg vektoriui bei kartu jgalino
nepapildyti GT-IU32 sekos aminoriigStimis. Klonavimui GT-1U32-CGD
produkcijai peptidazés geno seka pagausinta PGR matrica naudojant pET-28c(+)
ir visos GT-IU32 geno sekos konstrukta bei pradmeny porg U32pCriFw ir
U32pCriRv (2 lentel¢). Pradmenys sudaryti atsizvelgus | jvedamas restrikcijos
endonukleaziy atpazjstamas sekas bei atlieckamg mutavimg. GT-IU32 geno
PGR miSinyje buvo 10x cloned Pfu buferis, 2,5 U PfuTurbo DNR polimerazés
(Stratagene), 0,25 mM kiekvieno dNTP, 0,3 uM kiekvieno pradmens ir 20 ng
matricos. PGR vykdyta: pradiné denaturacija 2 min./95 °C; 30 gausinimo cikly,
kuriy kiekvieng sudar¢ 30 s/95 °C; 2 min./65 °C; ir 2 min./68 °C; galutiné
elongacija 10 min./68 °C. PGR produktas restriktuotas bei T4 DNR ligaze
liguotas 1 vektoriy pagal gamintojo rekomendacijas. Ligacijos produktai bei
sekoskaita patikrinta rekombinantiné plazmide, iSskirta i§ atrinktos kolonijos,
termoSoku transformuoti j E. coli BL21 (DE3), paruostas veikus CaCl,.
Transformantai iSséti ant agarizuotos LB terpés, papildytos kanamicinu 30 pg/mL,

ir kultivuoti 12 val., palaikant 37 °C.
2.17. Rekombinantinés GT-IU32 raiska ir gryninimas

Ruosiant inokuliatg E. coli BL21 (DE3) transformantai su viso GT-IU32 geno
raiSkos konstruktu pET-28c(+) kultivuoti LB terpéje su kanamicinu (30 pg/mL)
12 val., aeruojant 180 rpm, palaikant 37 °C. Pastargja kultiira 1 % (tUris/turis)
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inokuliuota LB terpé su kanamicinu. Inokuliuota kultira kultivuota
Erlenméjerio kolbose uzpildant ne daugiau kaip ketvirtadalj kolby tiirio identiSkai
kaip inokuliatas. Kultiirai pasiekus OTgq 0,6, rekombinantinés GT-1U32 raiska
4 val. indukuota 0,5 mM IPTG. Peptidazés raiska jvertinta NDS-PAGE. Taikytos
raiSkos parametry vertés parinktos disertacijos autoriui atlikus rekombinantinés
GT-IU32 raiskos E. coli BL21 (DE3) optimizavimg rengiant magistro darbg.

Jei kitaip nenurodyta, gryninimas vykdytas esant kambario temperatiirai.
E. coli BL21 (DE3) lastelés su rekombinantine GT-IU32 surinktos
centrifuguojant 7000%g, 20 min., esant 4 °C. Du kartus praplautos
ir resuspenduotos 50 mM TRIS-HCI pH 7,5/20 °C buferyje su 20 mM 2-ME
ir 250 mM NaCl bei 10 mM imidazolo, Igstelés lizuotos ultragarsu
(ciklas: 20 s pulsas (20 kHz, amplitude 35 %, 500 W); 40 s pauze; viso 20 cikly)
Saldant lede. Lizatas centrifuguotas 12000xg, 20 min., esant 4 °C.
Supernatantas filtruotas naudojant ¢ 0,22 pm pory filtra (Carl Roth).
Rekombinantiné GT-IU32 gryninta nikelio giminingumo chromatografija,
naudojant dervas HisPur Ni-NTA Resin (Thermo Fisher Scientific) arba
Ni-NTA agaroze (QIAGEN), atsizvelgus 1 gamintojy rekomendacijas.
UzneSus baltymy preparata, praplovimas vykdytas 50 mM TRIS-HCI
pH 7,5/20 °C buferiu su 20 mM 2-ME ir 250 mM NaCl bei 50 mM imidazolo.
Eliucija vykdyta 50 mM TRIS-HCI pH 7,5/20 °C buferiu su 20 mM 2-ME ir
250 mM NaCl bei 250 mM imidazolo. Atlikus gryninimg GT-IU32 preparatas
12 val. dializuotas tiiriy santykiu 1:3000, esant 4 °C. Rekombinantinés GT-IU32
preparato grynumas jvertintas NDS-PAGE.

2.18. GT-1U32 identifikavimas G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje

Vykdant natyvios GT-IU32 identifikavima iSskirtame
G. thermoleovorans DSM 15325 vidulgsteliniy baltymy preparate, atlikta
preparato NDS-PAGE. Poliakrilamido gelio fragmentas su tikétinai
i1§sidésciusia natyvia GT-IU32 ties baltymy molekuliniy masiy zymens 50 kDa
masés standartu iSpjautas. Natyvios GT-IU32 identifikavimui masiy

spektrometrija  biitiny  referentiniy  oligopeptidy  gavimui,  atlikus
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rekombinantinés GT-IU32 preparato NDS-PAGE, iSpjautas poliakrilamido
gelio fragmentas su rekombinantine peptidaze.

[$pjauty gelio fragmenty meéginiai saugoti 50 mM TRIS-HCI pH 7,4/20 °C
buferyje, esant 4 °C. Natyvi GT-IU32 identifikuota masiy spektrometrija
MALDI TOF/TOF tandemine LC-MS/MS (p< 0,05) veikiant tripsinu, Vilniaus

universiteto Biochemijos instituto Proteomikos centre (Vilnius, Lietuva).
2.19. Rekombinantinés GT-IU32 oligomerizacijos charakterizavimas

Analizinei gelfiltracijai, charakterizuojant GT-IU32 oligomerizacija bei
optimizuojant salygas, stabilizuojancias monomerinj peptidazés biivi, naudota
Superdex 200 10/300 GL (10 x 300 mm) (GE Healthcare) koloné¢lé.
Gelfiltracija, esant kambario temperatiirai, vykdyta atsizvelgus 1 gamintojo
nurodytas naudotos kolonélés parametry vertes, naudojant 20 mM TRIS-HCI
pH 7,5/20 °C buferj su 150 mM NaCl. Oligomerizacijos tyrimui GT-1U32
gryninta identiSkai kaip produkuojant GT-IU32-CGD, ta¢iau nevykdant ribotos
proteolizés bei antrosios preparatyvinés gelfiltracijos. Tiriant GT-IU32
oligomerizacijg, po gryninimo peptidazés preparato buferis pakeistas j analizinés
gelfiltracijos bufer; ultrafiltruojant Vivaspin 15 (Sartorius Stedim Biotech)
filtratoriais pagal gamintojo rekomendacijas. Pakeitus buferj, nevykdant
inkubavimo, vykdyta analiziné gelfiltracija. Tuo atveju, jei oligomerizacija
tirta po GT-IU32 preparato buferio pakeitimo vykdzius inkubavima, peptidazes
preparatas papildytas Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
(Roche Diagnostics), taikant gamintojo rekomenduojama koncentracija.

Vertinant reduktoriy (DTT (1 mM ir 5 mM), 2-ME (10 mM), TCEP (1 mM))
bei stiprios joninés jégos (NaCl (0,5 M)) jtakg GT-IU32 oligomerizacijai,
analiziné gelfiltracija vykdyta gelfiltracijos bufer; papildant nurodyty
koncentracijy junginiais. GT-IU32 preparato buferio pakeitimui j analizinés
gelfiltracijos buferj su taikyta konkretaus reduktoriaus koncentracija ar
0,5 M NaCl naudota ultrafiltracija. Jei peptidazés preparatas po buferio
pakeitimo inkubuotas prie§ analizing gelfiltracija, preparatas papildytas

Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail. Skirtingy junginiy jtaka
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GT-IU32 oligomerizacijai apibrézta palyginus peptidazés biiviy koncentracijy
santykj, stebétg veikiant nurodytos koncentracijos junginiu, su nustatytu biiviy
santykiu, analizing gelfiltracija vykdzius naudojant 20 mM TRIS-HCI
pH 7,5/20 °C buferj su 150 mM NaCl.

Detektuoty GT-1U32 oligomerizacijos biiviy molekulinés masés
apskaiiuotos naudojantis kalibracine kreive, sudaryta nustaCius zinomos
molekulinés masés baltymy standarty 1§ Bio-Rad ir GE Healthcare
gelfiltracijos kalibravimo rinkiniy eliucijos tiirius, kalibravimg vykdant

analizinés gelfiltracijos salygomis.
2.20. Kalcio ir cinko jony jtakos GT-IU32 termostabilumui jvertinimas

Siekiant jvertinti kalcio ir cinko jony jtaka rekombinantinés GT-1U32
termostabilumui, peptidazés preparatas po gryninimo 12 val. dializuotas pries
50 mM TRIS-HCI pH 7,4 buferi su 10 mM 2-ME arba 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4 bufer; su 10 mM 2-ME ir 1 mM CaCl,, arba 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4 buferj su 10 mM 2-ME ir I mM ZnCl,, arba 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4 bufer; su 10 mM 2-ME ir 1 mM CaCl, bei 1 mM ZnCl, tiriy
santykiu 1:3000, esant 20 °C. Atlikus dializ¢, méginiuose nustatyta GT-1U32
koncentracija. Rekombinantinés peptidazés 0,5 mg/mL koncentracijos
200 pL méginiai 1 val. inkubuoti, palaikant 37, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ir 95 °C.
Denatiiravusi GT-IU32 atskirta centrifuguojant 12000xg, 15 min., esant 4 °C.
Atskyrus denaturavusig GT-IU32, nustatyta likutiné peptidazés koncentracija.
Vertinant kalcio ir cinko jony jtaka, rekombinantinés GT-IU32 termostabilumas

50 mM TRIS-HCI pH 7,4 buferyje su 10 mM 2-ME laikytas kontrole.
2.21. GT-IU32-CGD preparato produkcija

Heterologiné GT-IU32 raiska vykdyta E. coli BL21 (DE3) kultivuojant
LB terp¢je, papildytoje kanamicinu (30 pg/mL), aeruojant 250 rpm, palaikant 37 °C.
Raiskos kamieno kulttirai pasiekus OTss, 0,8, rekombinantinés GT-IU32 raiska
5 val. indukuota 1 mM IPTG. Selenometioninu derivuojamos GT-IU32 heterologiné

raiSka atlikta identiSkai, taciau raiSkos kamieno kultivavimui taikyta jprastos
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sudeties M9 (147) terpe, papildyta aminoriigStimis metioning pakeitus
selenometioninu. Centrifuguojant 7000xg, 30 min., esant 4 °C, surinktos lastelés
su rekombinantine GT-1U32 du kartus praplautos buferiu A (50 mM TRIS-HCI
pH 8/20 °C su 20 mM 2-ME ir 250 mM NaCl) bei resuspenduotos j minétg
buferi, papildyta DNase I (Roche Diagnostics) ir Complete, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail, taikant gamintojo rekomenduojamas koncentracijas.
Lastelés lizuotos 1,35 kBar, palaikant 4 °C, naudojant auksto slégio lagsteliy
homogenizatoriy (Constant Systems). Homogenizato tirpi frakcija su GT-IU32
atskirta centrifuguojant 50000xg, 1 val.,, esant 4 °C. Gautas preparatas
filtruotas naudojant o 0,22 um pory filtrg (Merck Millipore). Rekombinantinés
GT-IU32 raiska jvertinta NDS-PAGE.

Vykdant nikelio giminingumo chromatografijg, preparatas su GT-IU32
uzneStas 1 Ni-NTA agaroze¢ (Invitrogen), ekvilibruota buferiu A.
GT-1U32 eliuuota buferiu B (50 mM TRIS-HCI pH 8/20 °C su 20 mM 2-ME ir
250 mM NaCl bei 150 mM imidazolo). IS dalies iSgrynintos GT-IU32
preparatas uznestas ] HiLoad 26/60 Superdex 75 (26 x 60 mm)(GE Healthcare)
kolonéle, ekvilibruota buferiu C (20 mM TRIS-HCI pH 8/20 °C su 1 mM TCEP
ir 150 mM NaCl). Atlikus gelfiltracijg, GT-IU32 preparato grynumas jvertintas
NDS-PAGE. Apjungus frakcijas su GT-IU32, preparatas iki 30 mg/mL
koncentruotas ultrafiltruojant Vivaspin 15 filtratoriais pagal gamintojo
rekomendacijas. Ribota rekombinantinés GT-IU32 proteolizé vykdyta
inkubuojant 48 wval.,, palaitkant 37 °C. Atlikus ribotg proteolizg,
GT-IU32-CGD atskirtas centrifuguojant 10000xg, 10 min., esant 4 °C.
Supernatantas filtruotas naudojant ¢ 0,22 um pory filtrg. GT-IU32-CGD
preparatas uznesStas | HiLoad 26/60 Superdex 75 kolon¢lg, ekvilibruota buferiu
D (20 mM TRIS-HCI pH 7,520 °C su 1 mM TCEP ir 50 mM NaCl).
Gelfiltracija iSgryninto GT-IU32-CGD preparatas iki 75 mg/mL koncentruotas
Vivaspin 15 ir 500 (Sartorius Stedim Biotech) filtratoriais pagal gamintojo
rekomendacijas bei papildytas 1 mM fenilmetansulfonilfluorido (PMSF).
GT-IU32-CGD preparato grynumas ir stabilumas jvertintas NDS-PAGE.
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2.22. GT-1U32-CGD kristalinimas bei rentgeno spinduliy difrakcijos duomeny

surinkimas ir apdorojimas

Parenkant palankias salygas GT-IU32-CGD kristalinimui, naudojant skirtingus
tirpaly rinkinius, kristalinimas vykdytas gary difuzijos metodu sédinciuose
lasuose 96 x 2-Suliné¢liy MRC plokstelése (Innovadyne). GT-IU32-CGD
preparato lasai suformuoti jneSant Cartesian Nanodrop robotu (Genomic
Solutions), Ispanijos nacionalinés moksliniy tyrimy tarybos Barselonos
molekulinés biologijos instituto Kristalinimo padalinyje (Barselona, Ispanija).
Kristalinimo plokstelés kristalinimo inkubatoriuje (Bruker) inkubuotos 168 val.,
nepriklausomai palaikant 4 ar 20 °C. Tinkamiausios salygos GT-1U32-CGD
kristalinimui 1§ parinkty palankiy GT-IU32-CGD kristalinimui sglygy atrinktos
ir taikytos kristalinant baltyma i§ pL eilés preparato tiirio 24-Sulinéliy Cryschem
kristalinimo plokstelése (Hampton Research). Natyvis ir selenometioninu
derivuoti GT-IU32-CGD kristalai, krio-apsaugoti pakopomis mirkant rezervuary
tirpaluose su did¢jancia glicerolio koncentracija iki 20-25 % (turis/turis).

Pilni difrakcijos duomeny rinkiniai surinkti kristalus Saldant skystu azotu
(Oxford Cryosystems), palaikant -173 °C. Natyvaus GT-IU32-CGD kristaly
difrakcijos duomenys surinkti naudojant PILATUS 6M pikseliy detektoriy
(DECTRIS) Europos sinchrotrono spinduliy linijoje ID29 (Grenoblis, Pranciizija).
Selenometioninu derivuoty GT-IU32-CGD kristaly difrakcijos duomenys surinkti
naudojant Quantum 315r CCD detektoriy (Area Detector Systems Corporation)
SOLEIL sinchrotrono spinduliy linijoje PROXIMA 1 (ParyZius, Pranciizija).
Surinkti difrakcijos duomenys (3 lentelé¢) apdoroti XDS programa (151) ir
SCALA komponentu (152) i§ CCP4 (153).

2.23. GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros sprendimas ir analizé

Vieno bangos ilgio anomaliné difrakcija, naudojant selenometionino
iSvesting, taikyta GT-IU32-CGD erdvinei struktiirai iSsprgsti SHELXD
programa (154). Kristaly difrakcijos duomenys (3 lentel¢) surinkti parinkus

bangos ilgj, atitinkant] maksimalig seleno absorbcijg. Simetrijos grupé nustatyta
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SHELXE programa (154). Pradinis GT-IU32-CGD erdvinés strukttiros modelis
sudarytas naudojant eksperimentinj elektrony tankio Zemélapj TURBO-FRODO
programa (155) Silicon Graphics Octane2 platformoje (Silicon Graphics
International), tikslintas PHENIX programa (156), BUSTER programa (157)
beit SHELXL programa (154). Modelis taikytas iSsprendZiant natyvig baltymo

3 lentelé. Kristalografijos duomenys.

Duomeny rinkinys Natyvus Selenometioninu derivuotas
GT-IU32 kristalas GT-1U32 kristalas

Erdviné grupé P2,2:24 P3,21

Gardelés parametrai, A a= 28,40; b= 36,3; c= 65,67 a=45,55; b=45,55; c= 60,9

Bangos ilgis, A 0,9724 0,9791

Atspindziy skaiCius 200643 131989

Unikaliy atspindziy skaicius 27941 26349

Rezoliucijos intervalas, A 32,8-1,1 (1,16—1,1)* 39,5-1,15 (1,21-1,15)

Pilnumas, % 98,8 (96) 99,7 (98,8)

Anomalinis pilnumas, % 97,2 (91)

Raulieta 0,116 (0,159) 0,036 (0,348)

Riim G R peas)” 0,125 (0,172) 0,045 (0,459)

Rpim™ 0,046 (0,066) 0,026 (0,296)

I/o(I) 13,7 (8,6) 19 (3,3)

B veiksnys (Vilsono), A’ 6,6 11,4

Vidutinis kartotinumas 7,2 (6,3) 5@.,7)

Rezoliucijos intervalas naudotas |oo-1,1 o-1,15

patikslinimui, A

Naudoty patikslinimui 27158 25557

atspindziy skaicius

Patikslinimo rinkinio atspindziy | 734 792

skaicius

Ririst.” 0,123 0,141

Rieprir.” 0,163 0,17

Baltymo atomy skaicius 760 692

Tirpiklio molekuliy skai¢ius 108 80

Ligandy skaicius katijonas; acetatas sulfatas

Vidutinis kvadratinis jungties 0,015 0,014

ilgio nuokrypis, A

Vidutinis kvadratinis kampo 2,33 2,44

nuokrypis, °

Vidutinis B veiksnys baltymo 10,4 18,3

atomams, A?

Pagrindinés grandinés issidéstymo kampo analizé™

Liekanos 85 78

ISskirtys - -

Viso liekany 87 80

“skliaustuose pateiktos vertés iSorinei sferai; “158; 159
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erdving struktiirg molekulinio pakeitimo metodu (160) Phaser programa (161).
Stereocheminiy GT-IU32-CGD erdvinés strukttiros charakteristiky vertés jvertintos
MolProbity programa (159) ir WHAT CHECK komponentu 1§ WHAT IF (162).
Saveikaujanc¢iy baltymy molekuliy sgveikos pavirSiai ir artimos molekuliy
atomy sgveikos nustatytos CNS programa (163). Baltymy porinés sgveikos pavirSiai
apskaiciuoti PISA serveriu (http:/www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html (164)).

Baltymy molekuliy pavirSiaus formos komplementarumas apskaiciuotas
SC komponentu (165) 1§ CCP4. I$sprestos GT-1U32-CGD erdvinés struktiiros
sugretinimas su charakterizuotomis baltymy erdvinémis struktiiromis atliktas

DALI serveriu (http:/ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/ (166)). GT-IU32-CGD

erdvinés struktiiros grafinis pateikimas paruostas TURBO-FRODO programa
ir UCSF Chimera programa (167).

2.24. GT-IU32 saveikos su RNR analize

Rekombinantines GT-IU32 in vitro sgveikos su RNR nustatymui bei
specifiSkumo jvertinimui vykdytos kibimo prie membranos ir elektroforezinio
mobilumo poslinkio analizés.

Pasirinktos RNR bei DNR fragmentas (4 lentel¢) pazyméti 5'-gale **P izotopu.
Zyméjimas radioaktyviu izotopu i§ ATP-y’°P (Hartmann Analytic) vykdytas
panaudojant T4 polinukleotidilkinaz¢ (Thermo Fisher Scientific), reakcija
vykdant pagal gamintojo rekomendacijas. Pazyméjus atliktas gryninimas
gelfiltracija, naudojant derva Sephadex G-25, Illiustra MicroSpin G-25
kolon¢lémis (GE Healthcare) pagal gamintojo rekomendacijas. Pazyméty RNR
ir DNR fragmento (abiem atvejais 4 pM/uL; 1750 cpm/pM) preparatams
naudotas 50 mM TRIS-HCI pH 7,5/30 °C buferis su 10 mM 2-ME.

Rekombinantinés GT-IU32 ir Zzyméty RNR ar DNR fragmento preparaty
skirtingy santykiy 25 pL tiirio sgveikos miSiniai 50 mM TRIS-HCI pH 7,5/30 °C
buferyje su 10 mM 2-ME inkubuoti 10 min., palaikant 30 °C. Vertinant
sgveikos specifiSkumg, po inkubavimo sgveikos miSiniai papildyti taikyta
nurodytos RNR ar DNR fragmento, nezyméty radioaktyviu izotopu, preparaty

koncentracija, inkubavimg pratesiant 10 min., palaikant 30 °C.
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4 lentelé. GT-1U32 sgveikos su nukleortigS§timis jvertinimui pasirinktos
nukleortigstys.
Nukleortigstis Seka, 5-3'

136 bp DNR fragmentas GTC GCT CTC GAC TTC GGC CCC CTG CCG CGC GGC GGT
CGT CGA GGC GCT CGA AAC CCG CGA CGC CGA CCG ACT
CGT CGT CCG CGC CGA CGG ACT CGA ACG CCG GTA CGA
CGC CGA CGC GAC CGG CTIT GCT CGT CGC C

E. coli suminé tRNR frakcija

27 nt vgRNR fragmentas ATG TTC AAA CGA TCA ATC TAC GTA TAA

poliuridilo rugstis

44 nt sarcino-ricino kilpos GGG GGG CUC UUC CUA GUA CGA GAG GAC CGG AAG GGA
fragmentas CGC ACC UC

26 bp dgRNR fragmentas UGG CCA CUA CAC CAU UGG UAA

Kibimo prie membranos analiz¢, esant kambario temperatiirai, vykdyta
pasitelkiant taskin; perneSimg ] membrany sistemg vakuuminiu filtravimu.
Membrany sistemos virSutiniam sluoksniui naudota Pure Nitrocellulose
unsupported 0,45 uM Transfer Membrane BC (AppliChem), viduriniam —
Amersham Hybond-N" (GE Healthcare) nailono membrana, apatiniam sluoksniui
naudojant Whatman Grade GB005 Gel Blotting Paper 1,5 mm (GE Healthcare).
Pernesimas atliktas membrany sistemg kiekvieno taSko atzvilgiu ekvilibravus
400 pL sgveikos miSinio buferio, pries perneSimg sgveikos miSinius skiedziant
miSinio buferiu iki 200 pL tirio. PerneSus sgveikos miSinius kiekvieno tasko
atzvilgiu atliktas praplovimas du kartus 200 pL. miSinio buferio. Galiausiai
membranoms leista i§dziiiti esant kambario temperatiirai. Rezultatai jvertinti
po 2 val. membrany ekspozicijos prie§ fosforescencin; ekrang FLA3000
phosphor imager (Fuji Photo Film) nuskaiCius ekranus. Densitometrija atlikta
AIDA Image Analyzer 4 (Raytest) programa.

Elektroforezinio mobilumo poslinkio analizé, esant kambario
temperattrai, vykdyta sgveikos miSinius iSskirstant 8 % poliakrilamido gelyje
nedenatiiruojan¢iomis sglygomis, palaikant ~7 V/cm jtampg. Elektrofozere
vykdyta jprastos sudéties TBE buferyje, naudojant 5x méginio buferj
(50 mM TRIS-HCI pH 7,5/20 °C buferis su 10 mM 2-ME ir 50 % (tiiris/tlris)
glicerolio bei 0,01 % (masé/tiiris) bromfenolio mélynojo), palaikius ~10 V/cm jtampa,
atliekant gelio ekvilibravimg buferiu. ISskirs€ius gelis praplautas distiliuotu

vandeniu bei 10 min. fiksuotas 50 % (taris/turis) metanolio ir 10 % (tris/tiiris)
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acto rugsties tirpalu. Fiksavimo tirpalas iSplautas distiliuotu vandeniu.
Fiksuotas poliakrilamido gelis 2 val. dziovintas vakuume, palaikant 70 °C.
Rezultatai jvertinti po 2 val. membrany ekspozicijos prie§ fosforescencinj

ekrang FLA3000 phosphor imager nuskai€ius ekranus.
2.25. Zimografija

Zimografija, esant kambario temperatiirai, vykdyta neredukuojanciomis
salygomis analogiSkai NDS-PAGE, naudojant 7,5 arba 12 % iSskirstanc¢iuosius
gelius su jpolimerintais homogenizuotais substratais: Zelatina (2 arba 5 mg/mL),
I tipo kolagenu 1§ ziurkés uodegos bei nefrakcionuoto kolageno preparatu i
jungiamojo audinio (abiem atvejais 5 mg/mL). Albuminas i§ jaufio serumo
(Carl Roth), kazeinas i$ karvés pieno (Fluka), elastinas i§ jaucio kaklo raiscio
(Sigma-Aldrich), keratinas 1§ vilnos (TCI EUROPE) (visais atvejais 5 mg/mL)
homogenizavus taip pat naudoti substratais zimografijai. Substratai jpolimerinimui
homogenizuoti 12 val. veikiant 100 mM acto riigstimi, esant 4 °C (144). Homogenizatai
12 val. dializuoti pries distiliuotg vanden;j ttiriy santykiu 1:3000, esant 4 °C.

NDS 1§ zimogramy geliy iSplautas 0,1 % (turis/turis) Triton X-100.
Pastarasis detergentas iSplautas gausiai praplovus 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4/20 °C buferiu arba 50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/20 °C buferiu.
G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenoliziniy peptidaziy detekcijai
zimogramy geliai inkubuoti naudojant detekcijai optimizuotus buferius:
50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C bufer; su 20 mM CacCl, arba 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4/60 °C buferj su 20 mM CacCl, ir 10 pM ZnCl,. GT-SM3B katalizinio
aktyvumo jvertinimui zimogramy geliai inkubuoti 50 mM HEPES-NaOH
pH 7,3/60 °C buferyje. Zimogramy geliai GT-IU32 aktyvumo jvertinimui
inkubuoti 50 mM TRIS-HCI pH 7,4/50 °C buferyje su 20 mM CaCl, ir
10 uM ZnCl, bei 200 mM NaCl ir 40 uM Brij 35. Jei kitaip nenurodyta,
zimogramy geliai inkubuoti 12 val., palaikant 60 °C. Katalizinis aktyvumas
vizualizuotas zimogramy gelius dazant PageBlue Protein Staining solution

pagal gamintojo rekomendacijas.
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2.26. Kiekybinis azokolio hidrolizés jvertinimas

Azokolis — I tipo kolagenas 1§ jungiamojo audinio, impregnuotas azo
dazu (Sigma-Aldrich), praplovus (168) fermentinei reakcijai 50 mM TRIS-HCl
pH 7,4/60 °C buferyje su 20 mM CaCl, naudojant 2 mg substrato. Reakcijos 1 mL
tirio miSinys 1 val. inkubuotas purtant 1000 rpm, palaikant 60 °C. Atlikus
inkubavimg, miSinys 10 min. Saldytas palaikant 4 °C. Nehidrolizuotas azokolis
atskirtas centrifuguojant 7000xg, 10 min., esant 4 °C. Hidrolizés intensyvumas
nustatytas matuojant fermentinés reakcijos supernatanto sugerties pokyt]
esant 520 nm, kontrole naudojant neinkubuotos fermentinés reakcijos
supernatantg. Azokolio hidrolizés aktyvumo vienetas apibréztas kaip kiekis
peptidaziy reakcijos salygomis, lemianciy 1 mg produkty susidarymag (57).

Specifinis azokolio hidrolizés aktyvumas iSreikStas vienetais mg baltymy.
2.27. Baltymy koncentracijos jvertinimas

Baltymy koncentracija matuota naudojant Coomassie (Bradford) Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas,
standartu pasitelkiant albuming. GT-SM3B ir GT-IU32 koncentracijos
jvertintos matuojant sugert] esant 280 nm, atsizvelgus ] molinj ekstinkcijos

koeficienty.
2.28. Statistiné analizé

Jei kitaip nenurodyta, n= 3-8, rezultaty vertes laikant statistiSkai patikimomis,

jei p< 0,05, pateikiant vidurkius + standartinius nuokrypius.

61



3. Rezultatai ir rezultaty aptarimas

3.1. Konstitutyviai G. thermoleovorans DSM 15325 produkuojamos

kolagenolizinés peptidazés

Charakterizuotas G. thermoleovorans DSM 15325 geb¢jimas produkuoti
termoaktyvias ir/ar termostabilias kolagenolizines peptidazes kokybiSkai
nustatytas geobacily kultivavimui naudojus agarizuotas selektyvias terpes.
Nustacius iSreikSta G. thermoleovorans DSM 15325 gebéjima produkuoti
kolagenolizines peptidazes sudarytomis peptidaziy raiSkos indukcijg
skatinusiomis sglygomis suformuluota prielaida, jog proteoliziniy geobacily
gebé¢jimg jsisavinti kolageng uZztikrina kolagenolizinio aktyvumo sinergizmas
veikus konstitutyviai bei induktyviai produkuotoms kolagenolizinéms peptidazéms.

Vykdzius G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimg mM9 terpéje,
nesalygojancioje induktyvios peptidaziy raiSkos, palaikius termofilo augimui
optimalius pH ir temperatiirg — pH 6,5 ir 60 °C (169), geobacilos konstitutyviai
produkavo kolagenolizines peptidazes. Atlikus kiekybin; kolagenoliziniy
peptidaziy konstitutyvaus produkavimo intensyvumo jvertinimg, vertinus
azokolio hidrolizés intensyvuma, didziausias kolagenolizés intensyvumas
nustatytas vélyvos eksponentinés fazés G. thermoleovorans DSM 15325
kultiirinio skys€io supernatante. Optimizavus kolagenoliziniy peptidaziy
1§ geobacily kultiirinio skys€io supernatanto i§skyrimg precipitacija iSstidzius
(NH4),SO,4, nustatyta, kad efektyviausiai konstitutyviai produkuotos
kolagenolizinés peptidazés precipitavo iSsiidzius imtinai nuo 60 iki 80 %
(NH4),SO, jsotinimu.

Vélyvos eksponentings fazes G. thermoleovorans DSM 15325, kultivavus
mM9 terp¢je kamienui optimaliomis sglygomis, kultirinio skyscio
supernatanto baltymy, precipitavusiy iSstidzius 60 % (NH,4),SO, isotinimu,
preparate kolagenolizinés peptidazés Zelatinos zimografija detektuotos tarp
100-130 kDa. G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuota
artima 120 kDa kolagenoliziné peptidazé (GT-KP120) demonstravo

zelatinolizin} aktyvumag 11-98 °C. Didesnés molekulinés masés geobacily
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konstitutyviai produkuotos 130 kDa kolagenolizinés peptidazes (GT-KP130)
zelatinolizinis aktyvumas nustatytas 37-98 °C. Kamieno konstitutyviai produkuotas
peptidazes visiSkai inaktyvavo EDTA ir EGTA (abiem atvejais 10 mM),
tuo tarpu Pefabloc SC (5 mM), fenantrolinas (10 mM) ir fosforamidonas (10 uM)
neinhibavo peptidaziy zelatinolizinio aktyvumo.

Disertacijos autorius G. thermoleovorans DSM 15325 geb¢jima
produkuoti kolagenolizines peptidazes bei detektuoty geobacily konstitutyviai
produkuoty GT-KP120 ir GT-KP130 pradinj charakterizavimg atliko
rengdamas bakalauro darba.

Siekus masiy spektrometrija identifikuoti G. thermoleovorans DSM 15325
konstitutyviai produkuojamas kolagenolizines peptidazes, iSskirti geobacily
kultiirinio skys¢io supernatanto baltymai, precipitave iSstidzius optimaliu
produkuojamy peptidaziy iSskyrimui imtinai 80 % (NH4),SO,4 jsotinimu.
Kamieno vidulgsteliniy kolagenoliziniy peptidaziy konstitutyvios raiSkos
jvertinimui 1Sskirti vidulgsteliniai baltymai. Vidulgsteliniy ir ekstralgsteliniy
baltymy iSskyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas taikius
salygas, identiSkas taikytoms vykdzius kamieno gebéjimo konstitutyviai
produkuoti kolagenolizines peptidazes jvertinimg. Kultivavimui taikyta
mM9 terpé, nesalygojanti peptidaziy raiSkos indukcijos. Inokuliavimui
kamieno kultiira taip pat kultivuota mM9 terpeje. G. thermoleovorans DSM 15325
baltymy preparaty ruoSimo parametrai uZztikrino geobacily vélyvos
eksponentinés fazés neinduktyviy kolagenoliziniy peptidaziy i§skyrima.

Vykdzius G. thermoleovorans DSM 15325 gebéjimo konstitutyviai
produkuoti kolagenolizines peptidazes pradinj jvertinimg, peptidazés detektuotos
zelatinos zimografija, neoptimizuota peptidaziy detekcijai. Plétojus geobacily
konstitutyviai produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy detekcija, naudojus
geobacily vidulasteliniy ir ekstralgsteliniy baltymy preparatus, atliktas zelatinos
zimografijos optimizavimas, kartu kokybiSkai jvertinus Zelatinos zimografijos
parametry jtaka detektuoty peptidaziy Zelatinoliziniam aktyvumui.

Zimografijai taikytos zelatinos koncentracijos zimogramy geliuose

sumazinimas nuo 5 mg/mL iki 2 mg/mL leido tiesiogiai lyginus su baltymy
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molekuliniy masiy Zymens molekulinés masés standartais nustatyti detektuoty
kolagenoliziniy peptidaziy molekulines mases zimogramose. AnalogiSkai
efektyvy NDS iSplovimg i§ zimogramy geliy uztikrino nuo 2,5 % (tris/turis)
iki 0,1 % (ttiris/tiiris) sumazinta Triton X-100 koncentracija (nepateikti rezultatat).

Zimografijos inkubacinio buferio — 50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C buferis
su 20 mM CaCl, ir 10 uM ZnCl, bei 200 mM NaCl ir 40 uM Brij 35 — optimizavimo
rezultatai leidzia teigti, jog 20 mM CaCl, biitinas GT-KP120 ir GT-KP130
aktyvumo uZtikrinimui. Pastaryjy kolagenoliziniy peptidaziy Zelatinoliziniam
aktyvumui 10 pM ZnCl, neturéjo jtakos, tac¢iau zimogramy gelius inkubavus
50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C buferyje su 20 mM CaCl,, geobacily
ekstralgsteliniy baltymy preparate detektuota artimos 100 kDa molekulinés
mases kolagenoliziné peptidazeé (GT-KP100). G. thermoleovorans DSM 15325
konstitutyviai produkuoty GT-KP100, GT-KP120 ir GT-KP130 aktyvumui
200 mM NaCl bei 40 puM Brij 35 jtaka nenustatyta. Vidulgstelinés
G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinés peptidazés nedetektuotos.
Geobacily konstitutyviai produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy katalizinio
aktyvumo kokybiniam ir kiekybiniam jvertinimui optimizuotomis salygomis
naudoti 50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C buferis su 20 mM CaCl, arba
50 mM TRIS-HCI pH 7,4/60 °C buferis su 20 mM CaCl, ir 10 uM ZnCl,.

Visiskai 10 pM Zn”" katijono slopinama GT-KP100, taikius 50 mM TRIS-HCI
pH 7,4/60 °C buferj su 20 mM CacCl,, demonstravo analogiska GT-KP120 ir
GT-KP130 substratinj specifiSkumg 19-80 °C peptidolizuodama Zelating ir
i§ dalies denatiiruota I tipo kolagena i§ Ziurkés uodegos bei i dalies
denatiiruota kazeing, o taip pat, skirtingai nei GT-KP120 ir GT-KP130,
i§ dalies denatiiruota albuming, bet nepeptidolizavo i§ dalies denatiiruoty
elastino ir keratino. GT-KP100 Zelatinolizinj aktyvumg inaktyvavo EDTA ir EGTA
(abiem atvejais 1 mM), fenantrolinas (1 mM) bei fosforamidonas (10 uM),
tuo tarpu Pefabloc SC (1 mM) peptidazés neinhibavo.

Fermenty identifikavimas masiy spektrometrija zimogramy méginiuose
galimas (170, 171), taciau pastaroji identifikavimo strategija negal¢jo biti

taikoma G. thermoleovorans DSM 15325 produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy
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detekcijai Zelating naudojus substratu. Geobacily ekstralgsteliniy baltymy preparate
i8skirtos kolagenolizinés peptidazés zelatinos ir I tipo kolageno i§ Ziurkés uodegos
zimografija detektuotos tarp 100-130 kDa (9 pav.). Zelatina ir homogenizuotas

kolagenas turi jtakos baltymy elektroforeziniam mobilumui (144, 172),
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100 % santykinio azokolio hidrolizés aktyvumo — 0,753 + 0,014 U/mg specifinio azokolio hidrolizés aktyvumo

9 pav. I$skirty kolagenoliziniy 10 pav. Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai
peptidaziy zelatinolizinio  produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy i$sidéstymo NDS-PAGE
aktyvumo detekcija zimografija.  gelyje nustatymas, vertinant azokolio hidrolizés intensyvuma.

todel, siekus patvirtinti kolagenoliziniy peptidaziy molekulines mases
nustatytas zimografija, nepriklausomai kolagenoliziniy peptidaziy tikétinas
iSsidéstymas NDS-PAGE gelyje nustatytas jvertinus azokolio hidrolizés
intensyvumg. GT-KP100, GT-KP120 ir GT-KP130 issidéstymas tarp 100-130 kDa
azokolio hidrolizés jvertinimu patvirtintas (10 pav.). Konstitutyviai produkuotos
kolagenolizinés peptidazés demonstravo tolydy mobilumg poliakrilamido
gelyje, nes buvo iSskirtos i§ gelio fragmenty vir§ 130 kDa. Kolagenolizinés
peptidazés neiSskirtos 1§ gelio fragmenty iki 100 kDa (10 pav.), kas velgi
patvirtino nustatytg kolagenoliziniy peptidaziy i§sidéstymg NDS-PAGE gelyje.

G. thermoleovorans DSM 15325 ekstralgsteliniy baltymy i§ baltymy
preparato elektroforezinio profilio analizuoto molekuliniy masiy intervalo tarp

100-130 kDa detekcija masiy spektrometrija patikimai (p= 0,01) identifikuoti

48 baltymai (http:/proteom.pl/lookatthis/index.php; méginys 207192165kuis_h7).
Identifikuoty baltymy homologiSkumas charakterizuoty funkcijy baltymams
leido in silico identifikuoti peptidazes, pasizymincias taip pat ir kolagenoliziniu

aktyvumu (5 lentel¢). Identifikuotos G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai
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produkuotos kolagenolizinés peptidazés homologiskos i§samiai charakterizuotoms
cinko peptidazéms 1§ M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio ir
M4 proteoliziniy fermenty Seimos (1). GT-KP120 ir GT-KP130 — atitinkamai
Pz-peptidazés A (DDBJ BAD99433.1; MEROPS M03.010; PDB 3AHM (63))
ir B (DDBJ BAD99434.1; MEROPS M03.007) homologai, GT-KP100 —
bacilolizino (GenBank AEV20496.1; MEROPS M04.014) homologas.
Konstitutyvi G. thermoleovorans DSM 15325 produkuoty Pz-peptidaziy A ir B 1§
G. collagenovorans MO-1 homology produkcija netiesiogiai patvirtino
numatytg (122) konstitutyvig Pz-peptidaziy A ir B raiSkag homology i8
G. thermoleovorans DSM 15325 sekose signaliniai peptidai in silico
nenumatyti (N. Kuisiené, nepublikuoti rezultatai), ta¢iau pastarosios homology 18
G. thermoleovorans DSM 15325 sekose signaliniai peptidai in silico
nenumatyti (N. Kuisien¢, nepublikuoti rezultatai), taciau pastarosios oligopeptidazés
detektuotos geobacily ekstralgsteliniy baltymy preparate. Tikétina, jog
Pz-peptidaziy A ir B homology 1§ G. thermoleovorans DSM 15325

5 lentelé. Identifikuotos G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinés peptidazés.

Fermentas, seka Molekuliné | Identifikuoty Identifikuoty peptidy sekos Dengimas, | Ivertis
masé, M, peptidy skaiCius %
Baciliolizino 59789 6 N®TFQLGGQAR” 15 332
homologas G™SGIFTYDGR™
GenBankAEV20496.1 N**PDWEIGEDIYTPGIAGDALR*™
Y*'GDPDHYSK*
Y*'TGTQDNGGVHTNSGIINK*®
A™LVYYLTPTSNFSQLR®
Pzpeptidazes A 66849 8 Y ERPDIAQLQASFQEALDSFR® |19 319
homologas ATfl‘%SAALQHEAMIg‘g9
Q'""LFALAETQLKT
DDBJ BAD99433.1 Y APAVVEDLQK™
T“LAQLQPFVESPDR'™
E"LDELYDELVHVR*"
L8 GFQNFVELGYAR™
S™PFADGAVASVVGHIER™®
Pzpeptidazes B 70213 2 L*YLILNHYLEGFR® 3 82
homologas A¥GSSDYPIEVLK™
DDBJ BAD99434.1

konstitutyvi produkcija analogiska bacilose charakterizuotai (173, 174) autolizés
nesglygotai citoplazminiy baltymy produkcijai | ekstralgsteling aplinka.
G. thermoleovorans DSM 15325 identifikuoti Pz-peptidaziy A ir B homologai

zimogramose detektuoti suformave homodimerus. Zelatinos zimogramose
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rekombinantiniai Pz-peptidaziy A ir B homologai i§ G. thermoleovorans DSM 15325
bei Geobacillus thermoleovorans 22 taip pat detektuoti suformave
homodimerus (N. Kuisien¢, nepublikuoti rezultatai). Pz-peptidazé B 1S
G. collagenovorans MO-1 geba homodimerizuotis (36), tuo tarpu geobacily
Pz-peptidazé A — monomerinis fermentas (36, 63).

G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai sekretuotas bacilolizino
homologas, priskirtinas termolizinams, detektuotas artimos 100 kDa molekulinés
mases, nors apskai¢iuota subrendusios kataliziSkai aktyvios proteazés
molekulés mase¢ yra 34,6 kDa. Masiy spektrometrija taip pat identifikuotas
geobacily sekretuotas, nesubrendgs, kataliziSkai neaktyvus, 57,2 kDa bacilolizino
homologas (5 lentel¢). Termoliziny oligomerizacija nenustatyta (175, 176),
tikétina, kad sekretuoto bacilolizino homologo identifikavimg tarp 100-130 kDa
lémé fermento molekuliy mobilumas sudarytomis salygomis. Bacilolizino
homologas 1§ G. thermoleovorans DSM 15325 katalizuodamas Zzelatinos,
1§ dalies denatiiruoto I tipo kolageno i§ ziurkés uodegos bei i§ dalies denattruoty
albumino ir kazeino peptidoliz¢ demonstravo, jprastai termolizinams, platy
substratinj specifiSkumg (125) bei termoaktyvuma, analogiska charakterizuotiems
bacilolizinams 1§ geobacily (177, 178). Sekretuotas bacilolizino homologas
neskaid¢ 1§ dalies denatiiruoty elastino ir keratino, bet hidrolizavo azokol;.
Bacilolizino homologo geb¢jimas hidrolizuoti azokol; leido patvirtinti
zimografija detektuoty G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuoty
peptidaziy iSsidéstymg NDS-PAGE gelyje. G. thermoleovorans DSM 15325
produkuoty Pz-peptidaziy A ir B charakterizuoti homologai azokolio
nehidrolizuoja (36), o termoliziny bei termoliziny homology gebéjimas
hidrolizuoti azokolj charakterizuotas (179, 180).

Zimogramy gelius inkubavus buferyje su 10 uM ZnCl, geobacily
sekretuotas bacilolizino homologas nedetektuotas. Aktyvumo slopinimas didele
Zn®" katijono koncentracija — tipiska M3 ir M4 proteoliziniy fermenty Seimy
peptidaziy charakteristika (181), visgi termolizinus inaktyvuoja mazesné Zn>"
koncentracija (182). Zimogramy geliy inkubavimui taikyta 20 mM Ca®" katijono

koncentracija buvo biitina efektyviam bacilolizino homologo autodegradacijos
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slopinimui ir/ar homologo termostabilumo uZztikrinimui (183, 184). Kalcio
katijonas buvo taip pat biitinas G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai
produkuoty Pz-peptidaziy homology aktyvumo detekcijai. G. collagenovorans MO-1
charakterizuoty Pz-peptidaziy kataliziniam aktyvumui Ca®" katijono jtaka
neisreiksta (36).

Peptidaziy inhibitoriy poveikio rezultatai patvirtino G. thermoleovorans DSM 15325
konstitutyviai produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy priskyrima cinko
peptidazéms ir kartu bacilolizino homologo priskirtinumg termolizinams.
Peptidaziy inhibitoriy poveikio rezultatai taip pat patvirtino kalcio katijono
svarba G. thermoleovorans DSM 15325 produkuoty peptidaziy aktyvumui.

Kolagenolizinés peptidazés, konstitutyviai produkuotos
G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavus terpéje be peptidaziy raiSkos
induktoriy, gliukozg taikius anglies ir energijos Saltiniu, homologiskos i§samiai
charakterizuotoms cinko peptidazéms. Detektavus pastargsias hidrolazes,
patvirtinta prielaida, jog G. thermoleovorans DSM 15325 gebe¢jima jsisavinti
kolageng uztikrina konstitutyviai ir induktyviai produkuojamos ekstralgstelinés
kolagenolizinés peptidazés. Funkcionuodamos identifikuotos geobacily
peptidazés tikétinai sudaro konstitutyvig kataboling kaskada, jgalinancia
kolageno bei kity tapusiy prieinamais aplinkoje baltymy jsisavinimg, svarby
lasteliy mitybai. Skaidomy baltymy oligopeptidai, transportuoti ; geobacilos
citoplazma, kartu tikétinai lemia induktyvig peptidaziy raiska, kas reikSmingai
didina aplinkos oligopeptidy ir/ar baltymy jsisavinimo efektyvuma.
G. thermoleovorans DSM 15325 geb¢jimas konstitutyviai produkuoti
ekstralgstelines kolagenolizines metalo peptidazes, tikétinai sudarancias konstitutyvig

kataboline¢ kaskada, atspindi proteoliziniy geobacily adaptacinj plastiSkuma.

3.2. M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimiui priskirtina

G. thermoleovorans DSM 15325 oligopeptidaze

Nustacius G. thermoleovorans DSM 15325 geb¢jimag konstitutyviai
produkuoti metalo oligoendopeptidazes, priskirtinas M3 proteoliziniy fermenty

Seimos M3B poseimiui, tikétinai su identifikuotais Pz-peptidaziy homologais,
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funkciskai sietinos homologiSkos metalo oligoendopeptidazés anotuotuose
geobacily genomuose identifikuotos in silico analize (N. Kuisieng,
nepublikuoti rezultatai). Geobacilos, kuriy genomai anotuoti, koduoja iSsamiai
charakterizuoty Pz-peptidaziy A ir B 1§ G. collagenovorans MO-1 homologus
bei tikétinai sekretuojamg M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimiui
priskirting galimai metalo oligoendopeptidazg. Termofiliniy bakterijy
sekretuojamos metalo oligopeptidazés iSlieka netirtos. Remiantis apibrézta
geobacily tikétinai sekretuojamos galimai metalo oligoendopeptidazes
charakterizavimo svarba bei tikétinu pastarosios peptidazés funkciniu
sinergizmu su geobacily konstitutyviai produkuojamomis Pz-peptidazémis ir/ar
kolagenolizinémis proteazémis, suformuluota tikétinos G. thermoleovorans DSM 15325
sekretuojamos metalo oligopeptidazés (GT-SM3B), priskirtinos M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poSeimiui, charakterizavimo strategija (N. Kuisiené,

nepublikuoti rezultatai).
3.2.1. GT-SM3B sekos analizé

Nuo chromosomos pagausinus GT-SM3B geno seka patvirtinta prielaida,
suformuluota remiantis in silico analize, jog G. thermoleovorans DSM 15325,
kaip ir geobacilos, kuriy genomai anotuoti, chromosomoje koduoja sekretuojama
metalo oligopeptidazg (N. Kuisien¢). Pagausinimui naudojus pradmeny pora
MO03007kaust1F ir M03007kaust1RRS, gautas ~1900 bp ilgio PGR produktas.
Sekoskaita nustatyta GT-SM3B geno seka, paskelbta GenBank suteikus Nr. KF779146.
GT-SM3B genas — 1857 bp ilgio, koduojantis 618 aminoriugsciy ilgio baltyma.
GenBank suteiktas baltymo ID AHG94995.1. Apskaiciuota GT-SM3B molekuling
mas¢ — 70,2 kDa, be numatyto 23 aminortig§¢iy signalinio peptido — 67,7 kDa.

GT-SM3B seka maziausiai skiriasi nuo galimai oligopeptidaziy F,
anotuoty geobacily genomuose, pastaryjy galimai oligopeptidaziy sekose
in silico numacius signalinius peptidus. Polipeptidy palyginimas leidzia teigti,
jog GT-SM3B yra 99,2 % identiSka G. thermoleovorans CCB_US3 UF5
oligopeptidazei F (GenBank AEV19421.1) ir 98,7 % identiSka Geobacillus sp. C56-T3
oligopeptidazei F (GenBank ADI26721.1). GT-SM3B seka nuo
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G. thermoleovorans CCB_US3 UF5 oligopeptidazés F skyrési penkiomis, o
nuo Geobacillus sp. C56-T3 oligopeptidazés F — aStuoniomis aminoragstimis.
Pastarieji GT-SM3B homologai — tikétinai sekretuojamos galimai oligopeptidazes,
homologiSkos oligopeptidazei F, priskyrus M3 proteoliziniy fermenty Seimos
M3B poseimiui, anotuotos nuskaitytuose genomuose (1). Geobacilos, kuriy
genomai anotuoti, taip pat koduoja vidulgsteling oligopeptidaze F (1). Geobacily
vidulasteliniy oligopeptidaziy F sekos maziau skiriasi nuo M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poseimio holotipinés oligopeptidazés F — vidulgstelinés
oligopeptidazes 1§ L. lactis (1) — nei nuo tikétinai sekretuojamy galimai oligopeptidaziy F
1§ geobacily. Vienintele charakterizuota geobacily vidulasteline oligopeptidaze
F islieka Pz-peptidazé B i§ G. collagenovorans MO-1. GT-SM3B palyginus su
vidulgstelinémis geobacily galimai oligopeptidazémis F nustatyta, jog GT-SM3B
identiSkumas svyruoja nuo 40,6 % identiSkumo Geobacillus sp. C56-T3
vidulastelinei oligopeptidazei F (GenBank ADI27671.1) iki 38,9 % identiSkumo
Geobacillus sp. G11MCI16 vidulastelinei oligopeptidazei F (GenBank EDY07555.1).

GT-SM3B analogiskai identiSka charakterizuotoms sekretuojamoms
oligopeptidazéms F (11 pav.). Lyginus GT-SM3B su B. amyloliquefaciens 23-7A
charakterizuota (79) sekretuojama oligopeptidaze PepFg, (GenBank AAQO08885.2;
MEROPS M03.007) nustatytas 40,3 % identiSkumas, o su charakterizuota (78)
sekretuojama Pz-peptidaze (DDBJ BAA13561.1; MEROPS MO03.007) 1S
B. licheniformis N22 — 38,5 % identiSkumas. GT-SM3B sekos identiSkumas
M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poseimio i§samiai charakterizuotos (69)
holotipinés peptidazés Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 oligopeptidazés F — PepF
(GenBank AAKO05825.1; MEROPS MO03.007) sekai (11 pav.) siekia 34,2 %
identiSkumo. G. collagenovorans MO-1 vidulastelinéms Pz-peptidazéms A ir B,
vieninteléms charakterizuotoms (36) termofily metalo oligopeptidazéms,
GT-SM3B atitinkamai 26,2 ir 39,5 % identiSka. GT-SM3B seka 25,3 % identiska
charakterizuotos erdvinés struktiiros Geobacillus stearothermophilus galimai
vidulastelinés oligoendopeptidazés (DDBJ BAD75248.1; MEROPS MO03.010;
PDB 2HIN (185)) Pz-peptidazés A homologo sekai.
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Nustatytas 41 % nevirSjjantis GT-SM3B  sekos identiSkumas
charakterizuoty metalo oligopeptidaziy sekoms pazymi fermento
charakterizavimo naujuma bei aktualuma.

Esminiai GT-SM3B sekos elementai uztikrinantys katalizinio tipo
sgveikg su cinko katijonu ir formuojantys fermento aktyvyji centra

konservatyvus cinko  oligopeptidaziy motyvas  His-Glu-Xaa-Xaa-His
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11 pav. GT-SM3B (GenBank AHG94995.1) palyginimas su M3 proteoliziniy fermenty
Seimos M3B poseimio holotipinés oligopeptidazés PepF (GenBank AAKO05825.1) i§
Lactococcus lactis subsp. lactis 11403 bei M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio
charakterizuoty tikétinai sekretuojamy PepFp, (GenBank AAQO08885.2) iS Bacillus
amyloliquefaciens 23-7A ir Pz-peptidazés i§ Bacillus licheniformis N22 (DDBJ
BAA13561.1) sekomis. IdentisSkos aminoriigStys pabrauktos (*). Konservatyvios
aminoriigs¢iy pakaitos pabrauktos (:). Numatyti signaliniai peptidai pazyméti pilka spalva,
tuo tarpu esminiai oligopeptidaziy aktyvyjj centrg formuojantys elementai — zalia spalva.
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(His*-Glu™'-Leu-Gly-His**) bei tre¢iasis cinko jono ligandas Glu (Glu*®)
nustatyti oligopeptidazés sekos in silico analize (11 pav.). Cinko jono ligandu
funkcionuojanti glutamato liekana uzZ cinko oligopeptidaziy motyvo sutinkama
bent uz 18 aminoriigs¢iy liekany (67). GT-SM3B sekoje glutamato liekana uz
His-Glu-Xaa-Xaa-His motyvo sutinkama toliau — uz 23 aminortigs§¢iy liekany.
M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio charakterizuotos geobacily
oligopeptidaziy erdvinés struktiiros patvirtino uz cinko oligopeptidaziy motyvo
uz 23 aminoriigs¢iy liekany sutinkamos glutamato liekanos funkcionavima
tre¢iuoju Zn>" ligandu (185, 63).

Nustatyta GT-SM3B domeniné organizacija tipiSka oligopeptidaziy F
sekoms (1). GT-SM3B sekoje in silico identifikuoti M3 proteoliziniy fermenty
Seimos M3B poSeimio oligopeptidaziy sekoms tipiSkas N-galinis domenas,

imtinai Glu'*°-

...-Arglsg, ir M3 proteoliziniy fermenty Seimos domenas, imtinai
Met*"*-..-Leu™” (11 pav.). Gluzincinams konservatyvus domenas, imtinai
Asp>*-..-Glu™’, taip pat identifikuotas GT-SM3B sekoje (11 pav.).
Charakterizuotos metalo oligopeptidazés — gluzincinai (1), taigi GT-SM3B
priskyrimas gluzincinams buvo tikétinas.

GT-SM3B geno priskyrimas operonui néra tikétinas, nes peptidazés
homology geny, anotuoty nuskaitytuose geobacily genomuose, priskyrimas
operonams in silico nenumatytas (141, 142).

Nustatytas GT-SM3B sekos homologiSkumas bakterijy oligopeptidazéms F,
priskiriamoms M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimiui, ir kartu
GT-SM3B sekoje identifikuoti konservatyviis sekos elementai bei GT-SM3B
sekos domenin¢ organizacija leidzia GT-SM3B priskirti M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poSeimiui, apjungian¢iam bakterijy metalo peptidazes,

pasizymincias iSskirtinai tik oligopeptidoliziniu specifiSkumu (1).
3.2.2. Rekombinantinés GT-SM3B optimizuota produkcija

GT-SM3B heterologiné produkcija taikytomis pradinémis raiSkos
salygomis neturéjo jtakos E. coli BL21 (DE3) augimui. Taikytomis salygomis

pasiekta GT-SM3B raiska didele iSeiga, taciau rekombinantiné oligopeptidaze
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raiSkos kamieno citoplazmoje agregavo prarasdama katalizinj aktyvuma.
Didele iSeiga produkuota rekombinantiné GT-SM3B be numatyto signalinio
peptido taip pat agregavo raiSkos kamieno citoplazmoje ir prarado aktyvuma
(nepateikti rezultatai). Nors GT-SM3B seka, buvo papildyta N-galiniu Sesiy
histidino liekany formuojamu giminingumo inkaru bei trombino atpaZjstama
aminorugsciy seka E. coli BL21 (DE3) atpazino, kaip in silico numatyta,
natyvy GT-SM3B signalin; peptida. Pradinés GT-SM3B raiskos salygos
uztikrino sglyginai menkos iSeigos rekombinantinés oligopeptidazés sekrecing
produkcija, nepakankamg tikslinj baltyma detektuoti NDS-PAGE, specifinis
produkuoto fermento aktyvumas 0,02 + 0,005 U/mg. Ivertinus GT-SM3B
heterologing raiska pradinémis salygomis, vykdytas tikslinio baltymo raiskos
optimizavimas siekiant parinkti sglygas, ribojan¢ias GT-SM3B agregavimag
E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje ir/ar padidinancias oligopeptidazes
sekrecinés produkcijos iSeiga.

Metalo oligopeptidaziy heterologiné raiska, indukavus maza IPTG
koncentracija, raiSkos indukcijos metus palaikius Zemg temperatiirg, tipisku
atveju uZtikrina didel¢ rekombinantiniy oligopeptidaziy raiSkos iSeiga bei
tirpumg (186). Visgi raiSkos temperattiros ir/ar induktoriaus koncentracijos
sumazinimas neribojo GT-SM3B agregavimo raiSkos kamieno citoplazmoje.
GT-SM3B raiskos iSeiga temperatiirg raiSkos indukcijos metu nuo 37 °C
sumazinus iki 30 ar 25 °C analogiskai padidéjo, bet raiSka 30 ar 25 °C neribojo
tikslinio baltymo agregavimo. IPTG koncentracija, taikyta raiSkos indukavimui,
taip pat teigiamai koreliavo su rekombinantinés GT-SM3B kiekiu, bet velgi
neribojo oligopeptidazés agregavimo. MaZesnis raiSkos kamieno kultiiros
tankis, pradéjus raiSkos indukcija, OTgo 0,5 palyginus su 0,8, nezymiai
padidino GT-SM3B raiskos iSeigg, bet netur¢jo jtakos agregavimui.
Rekombinantinés GT-SM3B agregavimo E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje
neribojo ir raiSkos indukcijos trukmés ilginimas nuo 2 iki 4 ir 12 val., lémgs
tolydy tikslinio baltymo kiekio mazéjima raiSkos kamieno citoplazmoje.
Heterologiné GT-SM3B raiSka neturé¢jo jtakos raiSkos kamieno augimo

dinamikai, nepriklausomai kokiomis saglygomis vykdyta oligopeptidazés raiska
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optimizavimo metu. Pastarasis rezultatas netiesiogiai patvirtina prielaida, jog
agregavusi GT-SM3B buvo kataliziSkai neaktyvi E. coli BL21 (DE3)
citoplazmoje. Parinkti sglygas ribojancias GT-SM3B agregavima heterologinés
raiSkos metu E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje nepavyko.

Didelé¢ rekombinantinés GT-SM3B sekrecinés produkcijos iSeiga
uZtikrinta rekombinantinés oligopeptidazés raiSka indukavus E. coli BL21 (DE3)
kultiirai pasiekus OTgoo 0,5, raiSka vykdzius 4 val., indukavimui taikius
0,5 mM IPTG, raiSkos indukcijos metu palaikius 30 °C. GT-SM3B produkcija
gryninimui vykdyta taikius minétas heterologinés raiSkos parametry vertes,
parinktas optimizavimo metu, optimalias rekombinantinés oligopeptidazes
sekrecijai. LB terpe, taikyta GT-SM3B sekrecinei produkcijai, pakeitus
MO terpe papildyta kazeino hidrolizatu 1 % (masé/turis), pasiekta tris kartus
efektyvesné sekrecinés produkcijos iSeiga, atitinkamai specifiniai aktyvumai
0,06 = 0,01 U/mg ir 0,14 + 0,02 U/mg. E. coli BL21 (DE3) sekretavus
GT-SM3B parinktoje terpéje, vykdzius fermento sekrecinj produkavimag ne
ilgiau 4 val., rekombinantinés oligopeptidazés degradavimo raiskos kamieno
ekstralastelinémis  proteazémis  nedetektuota.  Optimalios GT-SM3B
produkavimo salygos efektyvig fermento sekrecijag uztikrino tikétinai
pakeisdamos rekombinantinés oligopeptidazés agregavimo ir transportavimo i$
raiSkos kamieno citoplazmos pusiausvyrg. Didziausia GT-SM3B sekrecinés
produkcijos iSeiga pasiekta vykdzius rekombinantinés oligopeptidazés raiska
skurdesné¢je terpéje bei indukavus 0,5 mM IPTG koncentracija, todél tikétina,
jog maziau efektyvi heterologiné raiSka pakeicia pusiausvyra, efektyvindama
GT-SM3B sekrecija 1§ E. coli BL21 (DE3). Visgi vykdzius GT-SM3B
sekrecinj produkavimg ne maziau kaip pusé rekombinantinés GT-SM3B kiekio
agregavo raisSkos kamieno citoplazmoje.

GT-SM3B taikytas sekrecinis produkavimas anksciau rekombinantiniy
metalo oligopeptidaziy produkcijai nebuvo taikytas. M3 proteoliziniy fermenty
Seimos M3B poseimio peptidazés, produkuotos heterologine raiska, isliko tirpios
raiSkos kamieny citoplazmoje (123, 72). Vienintelé bakterijy metalo oligopeptidazé,
kurios sekoje numatytas signalinis peptidas, PgPepO 1§ P. gingivalis 381,
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produkuota heterologine raiSka, i8liko tirpia Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
citoplazmoje ir nebuvo sekretuota, raiskg indukavus 1 val., palaikius 25-28 °C (187).
Palanki gryninimui rekombinantinés GT-SM3B sekreciné produkcija uztikrino
nelinkusios agreguoti, subrendusios ir be papildomy nenatyviy polipeptido

sekos fragmenty, aktyvios GT-SM3B gavima.
3.2.3. Rekombinantinés GT-SM3B gryninimas

Rekombinantine GT-SM3B gryninta 1§ 500 mL raiSkos kulttros
kultiirinio skys¢io precipitacija iSsudzius (NH4),SO,4 bei anijony ir katijony
jony mainy chromatografija pasiekus 36 karty gryninimo efektyvuma.
Daugelis E. coli BL21 (DE3) sekretomo baltymy i§ GT-SM3B preparato
atskirti anijony mainy chromatografija. Katijony mainy chromatografija
GT-SM3B sukoncentruota bei i§ rekombinantinés oligopeptidazés preparato

atskirti like E. coli BL21 (DE3) sekretomo baltymai. GT-SM3B preparato

. kDa i 12 pav. GT-SM3B preparato grynumo bei
200 oligopeptidazés hidrolizinio aktyvumo jvertinimas.
¥ 150 — 1: GT-SM3B Zelatinos zimografija; 2: GT-SM3B

preparato  baltymy elektroforezinis  profilis;
M: PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific); 3: Zelatinos kontrolé;
' 4: Zelatinos oligopeptidy hidrolizés GT-SM3B
70 profilis; 5: I tipo kolageno kontrolé; 6: 1 tipo
kolageno oligopeptidy hidrolizés GT-SM3B
profilis; 7: Nefrakcionuoto kolageno preparato
kontrolé; 8: Nefrakcionuoto kolageno preparato
oligopeptidy hidrolizés GT-SM3B profilis.

. 120

100 |
85 |

NDS-PAGE ir Zelatinos zimografija patvirtintas GT-SM3B grynumas, kartu
detektavus oligopeptidazés homodimerizacijg (12 pav.). Viso iSgryninta 0,34 = 0,02 mg
rekombinantinés GT-SM3B, specifinis aktyvumas 5,3 + 0,03 U/mg. Gryninimo
metu rekombinantiné GT-SM3B buvo stabili ir nedemonstravo polinkio
agreguoti. Gryna rekombinantiné GT-SM3B oligopeptidazés méginio buferyje

taip pat buvo stabili bei neagregavo.
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3.2.4. Temperaturos jtaka GT-SM3B aktyvumui bei stabilumui

Rekombinantinés GT-SM3B peptidolizinio aktyvumo matavimas,
taikius deSimtj skirtingy temperatiiry, leido nustatyti, jog oligopeptidazé
aktyviausia 40 °C (13 pav.). Nustatytas GT-SM3B temperatiiros optimumas
artimas PepFg, peptidazés optimumui — 45 °C (79) bei reikSmingai nesiskiria
nuo Bacillus licheniformis Pz-peptidazés ir PgPepO peptidaziy aktyvumui
optimalios 37 °C temperatiiros (78, 187). Lyginus GT-SM3B aktyvumo
temperattirin; optimumg su charakterizuoty metalo oligopeptidaziy aktyvumui
optimaliomis temperatiiromis, tik G. collagenovorans MO-1 termoaktyviy
Pz-peptidaziy A ir B temperatiiry optimumai akivaizdziai vir§ija GT-SM3B
optimumg, atitinkamai 25 ir 30 °C (36). GT-SM3B maziau termoaktyvi, nei
galima tikétis charakterizavus fermentg, koduojamg obligatinio termofilo
G. thermoleovorans DSM 15325, kurio augimui optimali temperatiira yra 55-60 °C,
tuo tarpu bakterijos neaugo palaikius Zemesne nei 55 °C temperatira (169).
Charakterizuotos mezofiliniy bakterijy sekretuojamos metalo oligopeptidazés —
PepFg, peptidaze, B. licheniformis Pz-peptidaze, o taip pat PgPepO peptidaze,
kataliziSkai aktyviausios palaikius temperatiirg, identiSka arba analogiSka

mezofilo augimui palankiausiai temperatiirai.
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temperatara, °C laikas, val.
13 pav. Temperatiros jtaka GT-SM3B 14 pav. Temperatiros jtaka GT-SM3B

peptidoliziniam aktyvumui naudojant substratu
Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH.
100 % — 53 £ 0,03 U/mg, oligopeptidazes
peptidolizinis  aktyvumas ~ nustatytas  esant
oligopeptidazés aktyvumui optimaliai temperatiirai.
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stabilumui. GT-SM3B likutinis peptidolizinis
aktyvumas nustatytas substratu naudojant
Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH.
100 % — 3,6 = 0,06 U/mg, oligopeptidazes
peptidolizinis aktyvumas nustatytas esant 60 °C.



Ivertinus GT-SM3B aktyvumo priklausomybe nuo temperatiiros, stebétas
tolydus aktyvumo didéjimas nuo 10 °C iki aktyvumo maksimumo — 40 °C bei
analogiSkai tolydus aktyvumo maZéjimas vir§ oligopeptidazes aktyvumui
optimalios temperatiiros iki 80 °C. Fermento katalizinio aktyvumo priklausomybe
nuo temperatiiros atspindi varpo pavidalo kreivé, tuo tarpu katalizinio
aktyvumo maksimumas neisreikstas (13 pav.). GT-SM3B aktyvumas 50 ir 60 °C
sieké atitinkamai 84 ir 64 %, lyginus su nustatytu 40 °C maksimaliu
oligopeptidazés aktyvumu. Charakterizuota GT-SM3B iSsiskiria tolydziu
katalizinio aktyvumo maz¢jimu vir§ optimalios fermento aktyvumui
temperattiros 1ki 60 °C. Charakterizuoty metalo oligopeptidaziy aktyvumo
mazéjimas vir§ temperatiirinio optimumo, skirtingai nei GT-SM3B, iSreikstas.
Oligopeptidazes aktyvumas 10 °C sieke 18 % (13 pav.). Peptidolizinis GT-SM3B
aktyvumas prad¢jo iSreikStai mazéti vir§ 60 °C, nustatytas 70 °C sieké 34 %,
tuo tarpu 80 °C aktyvumas sumazéjo iki 2 %. GT-SM3B visiskai inaktyvavo
95 °C temperatiira (13 pav.). Charakterizuota oligopeptidazé demonstravo vieng
placiausiy efektyvaus aktyvumo — daugiau nei 50 % aktyvumo lyginus su
maksimaliu aktyvumu, intervaly, kada nors nustatyty metalo oligopeptidazei.

GT-SM3B demonstravo 71 % likutinio peptidolizinio aktyvumo po 1 val.
fermento preparato inkubavimo 60 °C (14 pav.). Ekstrapoliuotas GT-SM3B
termostabilumo pusperiodis (#,,), veikus minéta 60 °C temperatiira, — vir§ 1,5 val.,
oligopeptidazés ¢,,, veikus 70 °C, — apytiksliai 40 min., tuo tarpu 1 val.
inkubavimas 80 °C beveik visiSkai inaktyvavo GT-SM3B, likutinis
peptidolizinis aktyvumas mazesnis nei 2 % (14 pav.).

Charakterizuoto GT-SM3B termostabilumo palyginimas (6 lentel¢) su
charakterizuotais metalo oligopeptidaziy termostabilumais leidzia teigti, jog
oligopeptidazés  termostabilumas  analogiSkas  Pz-peptidazés A 1S
G. collagenovorans MO-1 termostabilumui, bet GT-SM3B neZymiai maZziau
termostabili nei Pz-peptidaz¢ B i§ G. collagenovorans MO-1. Bakterijy
sekretuojamy metalo oligopeptidaziy termostabilumas islieka fragmentiskai
charakterizuotu. Tikslingai tyrus B. licheniformis Pz-peptidazés termostabiluma,
nustatytas oligopeptidazés termostabilumas 50 °C, bet Pz-peptidaze inaktyvuoja
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6 lentelé. Charakterizuoty bakterijy metalo oligopeptidaziy termostabilumas.

Fermentas Bakterija tp Literattiros $altinis
GT-SM3B Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 40 min., 70 °C Parengta disertacija
PepF Desulfotalea psychrophila DSM 12343 30 min., 30 °C (188)

Pz-peptidaze Bacillus licheniformis N22 1 val., 50 °C (78)

Pzpeptidazé B Geobacillus collagenovorans MO-1 30 min., 75 °C (36)

Pz-peptidazé A 30 min., 70 °C

LEPI Lactococcus lactis subsp. cremonis H61 10 min., 55 °C (189)

LEPII 10 min., 65 °C (190)

inaktyvuoja temperatira, aukStesné nei 55 °C (78). PepFg, oligopeptidaze 1 val.
stabili 40 °C (79). GT-SM3B vienintel¢ charakterizuota termostabili ekstralgsteline
metalo oligopeptidazé, nes termostabilesné nei B. licheniformis Pz-peptidazé ir

PepFg, peptidaze ar charakterizuotos ne termoaktyvios metalo oligopeptidazés.
3.2.5. pH jtaka GT-SM3B aktyvumui bei stabilumui

Rekombinantiné¢ GT-SM3B demonstravo pH optimuma pH 7,3, analogiska
PgPepO peptidazés optimumui pH 6,8-7 (187) bei PepFp, peptidazés
optimumui pH 7 (79). B. licheniformis Pz-peptidazé, taip pat charakterizuota

sekretuojama metalo oligopeptidaze, aktyviausia Sarmingesnéje aplinkoje — pH

100 optimumas pH 7,8 (78). Palyginus
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—&— GT-SM3B pH aktyvumas 4 20
—O— GT-5M3B pH stabilumas

GT-SM3B optimumo analogiskumas

s 5 & 7 8 o 10 streptokoky oligopeptidazés F —

pH

PepB peptidazés pH optimumui
15 pav. pH jtaka GT-SM3B aktyvumui ir :
stabilumui. Skirtingy pH jtaka nustatyta esant 60 °C, pH 7.4 (191). GT-SM3B demonstravo
substratu  naudojant Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly- efektyvy aktyvuma — daugiau nei

Gly-Pro-Ala-OH. 100 % — 3,6+ 0,06 Uime, oligopepticazés

peptidolizinis aktyvumas nustatytas esant 60 °C. 50 % aktyvumo lyginus su maksimaliu
aktyvumu, imtinai pH 5-8 intervale (15 pav.). Veikus riigstiniu pH, oligopeptidazés
aktyvumas tolydzio mazéjo iki 44 % hidrolizinio aktyvumo pH 4 (15 pav.).
Nustatytas GT-SM3B aktyvumo priklausomybés nuo pH profilis demonstravo

poslinki i Sarminj pH — oligopeptidazés aktyvumas pH 8 virSijo peptidolizinj
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aktyvuma, detektuota pH 7 apytiksliai 7 %. GT-SM3B demonstravo iSreiksta
aktyvumo maz¢jimg virS pH 8 (15 pav.), detektuotas aktyvumas pH 10
nesieke 5 % (15 pav.). Rekombinantiné GT-SM3B buvo stabili pH 5-8, taciau
labiau rtgstiniy ar Sarminiy salygy poveikis GT-SM3B mazino fermento
aktyvumg. Likutinis GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas pH 4 ir 9 sieké 60 %,
pH 10 —40 % (15 pav.).

Charakterizuota oligopeptidazé buvo efektyviai aktyvi ir stabili pH 5-8,
palaikius 60 °C. Sutampanciy bei apimanéiy platy pH intervala GT-SM3B
aktyvumo ir stabilumo priklausomybés nuo pH profiliy charakteristikos — intervalo
plotis bei poslinkis j Sarminj pH, labiau analogiSkos ne mezofily sekretuojamy
metalo oligopeptidaziy profiliams, bet profiliams, biidingiems charakterizuotoms
vidulgstelinems metalo oligopeptidazéms 1§ laktokoky (189, 69) ir
G. collagenovorans MO-1 (36).

3.2.6. Metaly jony bei skirtingy junginiy jtaka GT-SM3B aktyvumui

Metaly chloridy ir skirtingy reagenty jtakos rekombinantinés GT-SM3B
aktyvumui jvertinimo rezultatai pateikti atitinkamai 7 ir 8 lentelése.

GT-SM3B aktyvumui neturéjo jtakos taikyta 1 mM Li", K, Sn*" ir
Ba®" katijony koncentracija bei padidinta 10 mM K" katijono koncentracija.
Rekombinantinés oligopeptidazés katalizinj aktyvumg nezymiai stimuliavo
1 ir 10 mM Ca®*" katijono koncentracijos. GT-SM3B aktyvuma 1 mM Na” ir
Mg*" jony koncentracijos stimuliavo apytiksliai 20 %. Visgi 10 ir 350 mM Na”
katijono koncentracijy stimuliacinis poveikis GT-SM3B aktyvumui reikSmingai
nesiskyré nuo minéto 1 mM Na" stimuliacinio efekto. GT-SM3B neZzymiai,
apytiksliai 6 %, slopino 1 mM Co®" jono, tuo tarpu 1 mM Mn**, Ni**, Cu**, Zn*
katijony koncentracija oligopeptidazés aktyvumg slopino apytiksliai 50 %.
Trivalentis Fe’" katijonas GT-SM3B peptidolizinj aktyvuma slopino daugiau nei 75 %.

Chelacija EDTA visiskai inaktyvavo GT-SM3B, taciau identiska 1 mM EGTA
koncentracija netur¢jo jtakos oligopeptidazés kataliziniam aktyvumui. Reduktoriy
1 mM koncentracijos jtaka GT-SM3B aktyvumui skirtinga. Oligopeptidazés
aktyvumg slopino DTT ir 2-ME atitinkamai daugiau nei 65 % ir 9 %.
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7 lentelé. Metaly jony jtaka GT-SM3B

TCEP stimuliavo GT-SM3B aktyvuma

aktyvumui. apytiksliai 10 %. Jvertinus detergenty
Metalo jonas® Santykinis aktyvumas, . . . . .
% poveiki charakterizuotos oligopeptidazés
Kontrolé 100™ .
aktyvumui nustatytas aktyvumo
Li’ 105,23 £ 0,63 v n
Na' 127,67 3,79 slopinimas nuo apytiksliai 14 % veikus
.
Na, 10mM 118,81+08 Triton X-100 taikyta 0,1 % (thris/tdris)
Na’, 350 mM 118,55+ 1,28
Mg** 121,33 + 3,09 koncentracija iki visiS8ko inaktyvavimo
K" 99,73 + 1,34 . . ..
- - i 10 mM NDS ir 1 mM Bryj 35 ar Brij 58.
K', 10 mM 101,47 +2,42
Ca** 102,73 £ 0,84 GT-SM3B aktyvumas iSliko nepakites
Ca’", 10 mM 105,56 + 0,01 . . .. 1
Sl veikus 1 ir 10 mM ur¢jos. Guanidino-HCl
Mn 49,12 + 3,98
Fe’' 23,83 +£2,45 taikyta 1 mM koncentracija slopino fermenta
Co™* 94,38 + 1,41 : . : . .
: : beveik 20 %. Glicerolio 1 % (tiris/turis
Ni** 57,7+5 % % ( )
Cu* 53,16+ 1,78 koncentracija ~ GT-SM3B  aktyvuma
Zn* 58,47+ 0,69
b b . . . . 0
S 96,78 £ 133 stimuliavo daugiau nei 11 9%, bet
Ba® 102,91 +2,02 glicerolio didesne¢ 5 9% (tiiris/tlris)
*jei kitaip nenurodyta 1 mM. koncentracija aktyvumag slopino

*100 % santykinio aktyvumo 3,4 + 0,06 U/mg

GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas, esant 60°C. . avtiksliai 24 %. Etilenglikolis taikytomis

koncentracijomis slopino GT-SM3B atitinkamai 7 ir 24 %. GT-SM3B
priskyrimg gluzincinams in silico analize patvirtino nustatyta chelatoriy,
dvivalen¢iy metaly jony bei fosforamidono jtaka oligopeptidazés aktyvumui.
Charakterizuotos  oligopeptidazés  visiSkas  inaktyvavimas EDTA  bei
fosforamidonu leidzia teigti, jog dvivalentis katijonas biitinas fermento
svarba GT-SM3B

katalizinio aktyvumo palaikymui. Metalo katijono

katalizinio aktyvumo uztikrinimui taip pat patvirtinta nustacius fermento
aktyvumo slopinimg DTT. Oligopeptidazés polipeptide nesutinkamos cisteino
liekanos, tod¢l aktyvumo slopinimas DTT sietinas su reduktoriaus geb¢jimu
chelatuoti katijonus (69). Charakterizuotas GT-SM3B aktyvumas néra
priklausomas nuo Ca®>" — priesingu atveju EGTA bity inaktyvavusi fermenta.
TipiSkai nuo cinko jono priklausomoms metalo peptidazéms (192)
Zn”" perteklius, taikius milimoline katijono koncentracija, reikimingai slopino

GT-SM3B aktyvuma.
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8 lentelé. Junginiy jtaka GT-SM3B

Charakterizuotos sekretuojamos

aktyvumui. ir termostabilios M3 proteoliziniy
Junginys Koncentracija | Santykinis - .
aktyvumas, % fermenty Seimos M3B poseimio
Kontrolé - 100° oligopeptidazés, analogiskai GT-SM3B
DTT 1 mM 28,09 + 6,59 , o o e o
TCEP L mM 11021 + 332 slopintos Fe”', Co™, Ni™ ir Cu™" jony
2-ME 1 mM 86,75 % 3,39 1 mM Koncentracija. Pz-peptidaziy
Karbamidas I mM 99,69 + 0,58 - B licheni . 2 .
10 M 98,47+ 0.32 18 . icheniformis N ir
Guanidino-HCl | 1 mM 78,74 1,92 G. collagenovorans MO-1
NDS 1 mM 52,83+ 0,9 - . .. .
0w ND aktyvumus Mn~" slopino maziau nei
Tween 20 0,1 % 67,08 + 3,17 GT-SM3B (78, 36). Charakterizuotos
1 % 36,09 £ 4,57 . . . C
: : oligopeptidazés katalizinis aktyvumas
Tween 40 0,1 % 58,42 +£2,76 £0Pep
2+ . . . .
1% 38,47 + 0,39 Mg intensyviau  stimuliuotas
0, .
Tween 60 0.1% 61,97:£0,57 nei G. collagenovorans MO-1
1% 22,776 £ 1,65
Tween 80 0,1 % 42,82+ 136 Pz-peptidazés B (36). Laktokoky
1% 14,53 + 0,86 oligopeptidazés F aktyvuma 1 M NaCl
Etilenglikolis 0.1 % 89,95 + 3,03 . ]
1% 76,04+ 121 koncentracija mazino 25 % (193),
Glicerolis 1% 115,52 + 3,81 taikytos Na® jono koncentracijos
5% 74,62+ 1,4 T
Triton X-100  [0,1 % 84,14 £ 0,85 imtinai ki 350 mM GT-SM3B
1% 63,62 +2,42 aktyvumg stimuliavo.
Triton X-305 0,1 % 40,69 + 1,97 . coq
1% 194208 Charakterizuota GT-SM3B isliko
Brij 35 1 mM ND efektyviai aktyvi — daugiau nei 50 %
Brij 58 1 mM ND

aktyvumo lyginus su maksimaliu
100 % santykinio aktyvumo 3,4 + 0,06 U/mg

GT-SM3B peptidolizinis  aktyvumas, substratu aktyvumu, veikus daugeliu junginiq,
taikius Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH . . . .
heksapeptida, palaikius 60 °C. kuriy jtaka oligopeptidazés
ND — nedetektuota . .

aktyvumui analizuota.

3.2.7. GT-SM3B homodimerizacija bei substratinis specifiSkumas

Grynos rekombinantinés GT-SM3B preparato NDS-PAGE nustatyta
oligopeptidazés homodimerizacija (12 pav.). Oligomeras, tikétina, homodimeras
suformuotas 67,7 kDa molekulinés masés GT-SM3B monomery, nes
oligomero molekuliné mase, lyginus su baltymy molekuliniy masiy Zymens

molekulinés masés standartais, artima 150 kDa. Rekombinantinés GT-SM3B
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preparato NDS-PAGE taip pat parod¢, jog charakterizuotos oligopeptidazeés
homodimero koncentracija mazesné nei monomero. GT-SM3B monomero ir
dimero hidrolizinis aktyvumas detektuotas Zelatinos zimografija (12 pav.).
Oligopeptidolizinio aktyvumo zonos zimogramose atitiko oligopeptidazés
oligomeriniy biiviy molekulinés mases, o katalizinio aktyvumo zony plotas bei
intensyvumas atittko GT-SM3B monomero ir homodimero koncentracijas,
jvertintas NDS-PAGE. Charakterizuotos GT-SM3B homodimerizacija buvo
tikétina atsizvelgus, jog oligopeptidazés charakterizuoti homologai — bacily
sekretuojamos oligopeptidazeés PepFg, ir B. licheniformis Pz-peptidaze,
1Sgryninti homooligomerizavosi formuodami dimerus (79, 78). Tikétina, jog
natyvus GT-SM3B in vivo biivis — suformuotas homodimeras, tuo tarpu in vitro
rekombinantinés oligopeptidazés oligomeriniai buviai egzistuoja dinaming¢je
pusiausvyroje, kurioje vyrauja homodimerui analogiSkai kataliziSkai aktyvus
monomeras. Sekretuojama M13 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazé
PgPepO — monomerin¢ oligopeptidazé (187). TipiSku atveju vidulgstelinés
bakterijy metalo oligopetidazés — taip pat monomerinés hidrolazés (194; 69, 193).

GT-SM3B substratinio specifiSkumo jvertinimo rezultatai, naudojus
substratais Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH heksapeptidg ir
trumpy grandiniy kolageno oligopeptidy miSinius, palaikius 60 °C, pateikti
9 lentel¢je. Oligopeptidazé intensyviausiai hidrolizavo sintetinj heksapeptida,
nustatytos reakcijos Ky, Ve 1t ke vertés, atitinkamai, — 2,17 £ 0,04 x 10° M;
2,65 + 0,03 x 10” pM/min ir 5,99 + 0,07 s”'. GT-SM3B specifinis peptidolizinis
aktyvumas 60 °C, beveik 36 % mazesnis, lyginus su oligopeptidazes
peptidolizés maksimumu 5,3 + 0,03 U/mg, pasiektu palaikius oligopeptidazés
aktyvumui optimaliag 40 °C temperatiirg. Specifinis GT-SM3B hidrolizinis
aktyvumas substratais taikius kolageno oligopeptidy miSinius, paruoStus i$
zelatinos ir 1 tipo kolageno 1i§ ziurkés uodegos, buvo analogiSkas.
Oligopeptidazés santykinis pastaryjy oligopeptidy miSiniy hidrolizes
aktyvumas trecdaliu mazesnis, lyginus su heksapeptido peptidolizés
intensyvumu. GT-SM3B substratinio specifiSkumo jvertinimui substratu

naudojant kolageno oligopeptidy miSinj, paruostg i§ nefrakcionuoto kolageno
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preparato i§ jungiamojo audinio, nustatytas maZziausias hidrolizinis GT-SM3B
aktyvumas. Proteolizinis GT-SM3B aktyvumas nenustatytas — oligopeptidazé
nehidrolizavo azokolio, reakcijg inkubavus 12 val., palaikius 30 ar 60 °C
(nepateikti  rezultatai). GT-SM3B hidrolizinis aktyvumas sékmingai
detektuotas NDS-PAGE (12 pav.). Kolageno oligopeptidy miSiniy hidrolizes
reakcijy inkubavimas 12 wval., palaikius 60 °C, padidino GT-SM3B
katalizuojamos hidrolizés kokybinés detekcijos NDS-PAGE tiksluma.

9 lentelé. GT-SM3B substratinis specifiSkumas.

Substratas Specifinis Santykinis
aktyvumas, U/mg |aktyvumas, %
Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH 3,4+0,06 100"
Oligopeptidy misinys i§ zelatinos 2,27+0,03 66,8 +£1,32
Oligopeptidy misinys is I tipo kolageno 2,19+0,07 644+32
Oligopeptidy misinys i§ nefrakcionuoto kolageno preparato | 1,42+ 0,2 41,8 + 14,08

100 % — GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas, palaikius 60°C.

Substratais taikius kolageno oligopeptidy miSinius i§ Zelatinos, I tipo kolageno
1§ ziurkés uodegos ir nefrakcionuoto kolageno preparato i§ jungiamojo audinio
nustatytas platus GT-SM3B substratinis specifiSkumas. Demonstravusi platy
oligopeptidolizinj specifiSkumg kolageno peptidams,GT-SM3B nedemonstravo
proteolizinio aktyvumo. M3 proteoliziniy fermenty Seimos M3B posSeimiui
priskiriamos peptidazés hidrolizuoja imtinai 5-23 aminortigs¢iy liekany
grandinés ilgio peptidus (69, 79). Zelatinos, I tipo kolageno i§ Ziurkés uodegos
ir nefrakcionuoto kolageno preparato i§ jungiamojo audinio homogenizavimas
acto rugstimi, o taip pat zimogramy geliy ir hidrolizés reakcijy inkubavimas,
palaikius 60 °C, lémé trumpy grandiniy kolageno oligopeptidy galin¢iy patekti
1 GT-SM3B aktyvyji centra miSiniy susidarymg. Charakterizuota GT-SM3B
santykinai intensyviau hidrolizavo Zzelatinos ir I tipo kolageno i§ Ziurkes
uodegos oligopeptidy miSinius nei nefrakcionuoto kolageno preparato i3
jungiamojo audinio oligopeptidy misinj. Zelatinos ir I tipo kolageno grandiniy
sekos identiskos, tuo tarpu nefrakcionuoto kolageno preparatg kartu su I tipo

kolageno grandinémis sudaro taip pat ir kity tipy kolageno polipeptidai.
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Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH galimg substratg oligopeptidaziy
aktyvumo jvertinimui (71, 78) charakterizuota GT-SM3B aktyviai hidrolizavo
tarp Gly-Gly ir/ar Pro-Gly aminoriig§¢iy liekany, nes M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poseimio peptidazéms nebiidingas aminopeptidolizinis
aktyvumas, kartu pastarosios Seimos M3B poSeimio oligopeptidazes
nehidrolizuoja peptidinio rySio toliau nei uz ketvirtos aminortgsties liekanos

link C-galinio peptido galo (69).
3.2.8. GT-SM3B funkciné svarba G. thermoleovorans DSM 15325

GT-SM3B substratinis specifiSkumas bei oligopeptidazés charakteristikos,
atsizvelgus 1 salygas, optimalias G. thermoleovorans DSM 15325 augimui,
leidzia esming GT-SM3B funkcijg sieti su bakterijy mityba. Charakterizuota
oligopeptidaz¢ koduojantis nuosaikus termofilas geba augti jsisavindamas
aplinkos baltymus (169). Kolageno jsisavinimg G. thermoleovorans DSM 15325
uztikrina  konstitutyviai ir induktyviai produkuojamos ekstralgstelinés
kolagenolizinés peptidazes. Analogiskai kolageno jsisavinimui
G. thermoleovorans DSM 15325 svarbios konstitutyvios ir induktyvios
oligopeptidazés, hidrolizuojan¢ios kolageno oligopeptidus  geobacilos
citoplazmoje. G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai j ekstralgsteline
aplinkg produkuoja kolagenolizines peptidazes, Pz-peptidaziy A ir B
homologus bei bacilolizino homologa, sudarancias kataboling kaskada,
uztikrinan¢ig efektyvy bakterijy aplinkoje tapusio prieinamu kolageno
jsisavinimg. Skaidydamos kolageno polipeptidus, konstitutyvios geobacily
katabolinés kaskados peptidazés, uZtikrindamos bakterijy mityba, kartu
uztikrina kolageno skaidymo efektyvinima, nes | geobacilos citoplazma
transportuoti kolageno oligopeptidai tikétinai indukuoja induktyviy peptidaziy
raiSkg. G. thermoleovorans DSM 15325 induktyvioms kolagenolizinéms
peptidazéms ir/ar oligopeptidazéms padidinus kolageno polipeptidy skaidymo
efektyvuma ekstralgstelinéje aplinkoje didéjanti kolageno oligopeptidy
koncentracija, tikétina, riboty G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviy
Pz-peptidaziy A ir B homology produkcija ] ekstralgsteling aplinka.
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Pz-peptidaziy A ir B homologai, G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavus
mM9 terpéje be peptidaziy raiSkos induktoriy, detektavus aktyvuma,
identifikuoti masiy spektrometrija geobacily ekstralgsteliniy baltymy preparate,
tuo tarpu charakterizuotos G. collagenovorans MO-1, manoma (122),
konstitutyvios Pz-peptidazés A ir B, detektuotos pastarosios geobacilos
citoplazmoje, kultivavus Luria (L) terpéje (36). G. collagenovorans MO-1
genomas néra nuskaitytas, todél néra zinoma, ar geobacilos koduoja GT-SM3B
homologa. Kultivavus L terpéje, G. collagenovorans MO-1 sekretuoja serino
subtilizinams priskiriamg kolagenolizing endopeptidaze (127, 128).

GT-SM3B konstitutyvi raiSka ir/ar konstitutyvi sekrecija néra tikétina.
Charakterizuotos ~ GT-SM3B  hidrolizinis  aktyvumas  nenustatytas
G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviy vidulgsteliniy baltymy
preparate. Geobacily konstitutyviai ] ekstralgsteling aplinkag produkuoty
baltymy preparate GT-SM3B masiy spektrometrija taip pat neidentifikuota
(nepateikti rezultatai). Nenumacius GT-SM3B geno operoninés organizacijos
veélgi netiesiogiai  patvirtinta tikétina GT-SM3B  induktyvi raiska
G. thermoleovorans DSM 15325.

Kolageno oligopeptidams G. thermoleovorans DSM 15325 indukavus
GT-SM3B raiS8kg bei sekrecija, ekstralgstelin¢je aplinkoje sekretuota
oligopeptidaz¢, veikdama katabolin¢je kaskadoje, hidrolizuoty trumpos
grandinés kolageno oligopeptidus, susidariusius geobacily ekstralgstelinéms
kolagenolizinéms peptidazéms skaidzius kolageno polipeptidus. GT-SM3B
oligopeptidolizinis aktyvumas geobacily ekstralgstelinéje aplinkoje leisty didinti
transportui | G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazma tinkamo ilgio kolageno
peptidy koncentracija. Pateke i G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazma
kolageno oligopeptidai bity hidrolizuojami vidulasteliniy oligopeptidaziy,
tikétina, Pz-peptidaziy A ir B homology, funkcionuojanciy citoplazmoje
geobacilai ribojus minéty Pz-peptidaziy homology produkcijg j ekstralgsteline
aplinka. Galimas GT-SM3B ir vidulgsteliniy G. thermoleovorans DSM 15325
metalo oligopeptidaziy substratinio specifiSkumo analogiSkumas, tipiskas

laktokoky bei laktobacily metalo oligopeptidazéms (193, 195), pagristai tikétinas.

85



GT-SM3B, funkcionuodama in vivo, skatinty kolageno ijsisavinimag
G. thermoleovorans DSM 15325, efektyvindama kolageno katabolinés kaskados
etapg tarp kolageno proteolizes ir oligopeptidy skaidymo geobacilos citoplazmoje.

M3  proteoliziniy fermenty Seimos M3B poSeimio bakterijy
oligopeptidazes, uZtikrinancios namy ruosos funkcijas, tiesiogiai nesietinos su bakterijy
mityba, charakterizuotos (74, 75). GT-SM3B néra konstitutyvi oligopeptidaze,
todél oligopeptidazés funkciné svarba namy ruoSos funkcijy uztikrinimui
mazai tikétina. Bacily sekretuojamos metalo oligopeptidazés, PepFg, i
B. amyloliquefaciens 23-7A (79) ir Pz-peptidazé i§ B. licheniformis N22 (78),
manoma, svarbios lasteliy mitybai, tuo tarpu P. gingivalis 381 sekretuojama

PgPepO oligopeptidazeé svarbi patogeno virulentiSkumo uZtikrinimui (76).

3.3. U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskirtina G. thermoleovorans DSM 15325
peptidaze

U32 proteoliziniy fermenty Seimai priskiriamos peptidazés iSlieka
nenustatyto katalizinio mechanizmo, tik fragmentiskai charakterizuotomis
hidrolazémis. Tirty U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy, produkuoty
patogeny, funkciné svarba virulentiSkumo uztikrinimui tiesiogiai nustatyta, bet
pastaryjy peptidaziy fiziologinés funkcijos néra detaliai suvoktos. Peptidaziy,
priskiriamy U32 proteoliziniy fermenty Seimai, substratinis specifiSkumas néra
tikslingai charakterizuotas, tipisku atveju U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazés demonstruoja kolagenolizinj aktyvuma. Tirty U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidaziy homology genai in silico identifikuoti visy gyvybés
domeny organizmy genomuose (1). U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy
tyrimo svarba apibrézta (7), atsizvelgus ] tikétinai savitg hidrolaziy katalizinj
mechanizmg ir erdvinés struktiiros organizacija bei fiziologiniy funkcijy svarba,
netiesiogiai pazymimg iSreikSto paplitimo organizmy genomuose. Termofiliniy
bakterijy koduojamos U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazés iSliecka netirtos.

Apibrézta U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy tyrimo svarba
bei kartu pastarosios Seimos peptidaziy fiziologinés funkcijos, tikétinai

svarbios geobacily gebéjimo jsisavinti kolageng uZztikrinimui, leido pagristi

86



G. thermoleovorans DSM 15325 peptidazes, priskirtos U32 proteoliziniy
fermenty Seimai, charakterizavimo svarbg. Galimai U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidazes koduojantys genai identifikuoti geobacily, kuriy genomai anotuoti,
chromosomose. Geobacilos viena uz kitos koduoja skirtingy molekuliniy masiy
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes. G. thermoleovorans DSM 15325
koduojamos ilgosios polipeptidinés grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazés (GT-IU32) genas identifikuotas uz trumposios polipeptidinés
grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaze (GT-TU32)
koduojancio geno, taip pat identifikuoto (196) geobacilos chromosomoje.
Pradin; GT-IU32 geno transkripcijos jvertinimg ir pradinj rekombinantinés
GT-1U32 charakterizavimg disertacijos autorius atliko rengdamas magistro
darbg. GT-IU32 tyrimo strategija plétota atsizvelgus 1 peptidazés pradinio

transkripcijos jvertinimo ir pradinio charakterizavimo rezultatus.
3.3.1. GT-1U32 sekos analize

Nuo chromosomos pagausinus GT-IU32 geno seka, patvirtinta prielaida,
suformuluota remiantis in silico analize, jog G. thermoleovorans DSM 15325,
kaip ir geobacilos, kuriy genomai anotuoti, chromosomoje koduoja
kolagenolizing peptidazg, homologiskg geobacily ilgosios grandinés
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazéms. Pagausinimui
naudojus pradmeny porg LITCOL-F ir LITCOL-R gautas ~1300 bp ilgio PGR
produktas. Sekoskaita nustatyta GT-IU32 geno seka, paskelbta GenBank suteikus
Nr. JN628020. GT-IU32 genas — 1269 bp ilgio, koduojantis 422 aminoriig§¢iy
ilgio baltymg. GenBank suteiktas baltymo ID AEP39604.1. Apskaiciuota
GT-IU32 molekuliné¢ masé — 47,9 Da.

GT-IU32 seka maziausiai skiriasi nuo galimai kolagenoliziniy peptidaziy,
anotuoty geobacily genomuose, pastargsias geobacily ilgosios 422 aminortigs¢iy
polipeptidinés grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazes
in silico priskyrus U32 proteoliziniy fermenty Seimos Helicobacter-tipo
kolagenazéms (1). Polipeptidy palyginimas leidzia teigti, jog GT-IU32 yra 99,5 %

identiSka geobacily ilgosios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
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peptidazéms (DDBJ BAD76834.1; GenBank ACX77635.1; GenBank ADI25985.1;
GenBank ADU94963.1; GenBank AEV20175.1; GenBank AGE23134.1;
GenBank ESU70462.1; DDBJ GADI2620.1; DDBJ GAJ58075.1;
GenBank KDE47364.1) ir 99,3 % identiska Geobacillus sp. A8 ilgosios grandinés
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazei (GenBank EQB96026.1).
GT-IU32 seka nuo tarpusavyje identiSky seky geobacily ilgosios grandinés
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy skyrési dviejomis, o nuo
Geobacillus sp. A8 ilgosios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidazés — trijomis aminoriig§timis. Lyginus su geobacily ilgosios grandinés
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazémis GT-IU32 seka labiausiai
skiriasi, identiSkumas tik 87,5 %, nuo Geobacillus stearothermophilus NUB3621
koduojamos ilgosios grandinés pastarosios Seimos galimai peptidazés
(GenBank EZP76253.1).

GT-1U32 sekos identiSkumas geobacily trumposios 309 aminorugsciy
polipeptidinés grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidazéms, in silico priskiriamoms U32 proteoliziniy fermenty Seimos yrrN
(Bacillus subtilis) grupés baltymams (1), svyravo nuo 36,7 % identiSkumo
G. stearothermophilus NUB3621 trumposios grandinés U32 proteoliziniy fermenty
Seimos galimai peptidazei (GenBank EZP76254.1) iki 34,1 % identiSkumo
tarpusavyje homologiskoms trumposios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos
galimai peptidazéms, koduojamoms Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542
(GenBank KIJX69648.1), Geobacillus thermoglucosidasius NBRC 107763
(DDBJ GAJ42350.1), Geobacillus sp. Y4.1MC1 (GenBank ADP73829.1),
Geobacillus  thermoglucosidasius C56-YS93 (GenBank AEH47084.1),
Geobacillus  thermoglucosidans TNO-09.020 (GenBank FEID45338.1).
ISreikStas 36,1 % identiSkumas, atsizvelgus | GT-IU32 homologiSkuma geobacily
trumposios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazémis, nustatytas
GT-1U32 palyginus su GT-TU32 seka, koduojama G. thermoleovorans DSM 15325
(A. Drutel ir N. Kuisien¢, nepublikuoti rezultatai).

U32 proteoliziniy fermenty Seimos holotipiné bei kartu Porphyromonas-tipo

kolagenaziy tipiné P. gingivalis ATCC 53977 charakterizuota (83)
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PrtC peptidazé (GenBank AAA25650.1; MEROPS U32.001) ir GT-IU32 yra
32,7 % identiskos (16 pav.). Polipeptidy seky 32,7 % identiskumas (16 pav.)
taip pat nustatytas GT-IU32 lyginus su tipine U32 proteoliziniy fermenty
Seimos Helicobacter-tipo kolagenaziy H. pylori P149 charakterizuota (96)
HPO0169 peptidaze (GenBank ACJ07326.1; MEROPS U32.002). U32 proteoliziniy
fermenty Seimos Salmonella-tipo kolagenaziy tipinei S. enterica subsp.
enterica ser. Typhimurium fagotipas DT104 koduojamai charakterizuotai (103)
Clg peptidazei (GenBank AAF42758.1; MEROPS U32.003) GT-IU32 seka
identiska 34,5 %. AnalogiSkas 34,6 % GT-IU32 identiSkumas nustatytas
U32 proteoliziniy fermenty Seimos yrrN (Bacillus subtilis) grupés baltymy
tipinei B. subtilis subsp. subtilis 168 genome anotuotai galimai peptidazei yrrN
(GenBank AIY94059.1; EMBL CAB14677.1; MEROPS U32.A02). Lyginus su
U32 proteoliziniy fermenty Seimos tipinémis peptidazémis, GT-IU32 seka
labiausiai skiriasi, identiSkumas atitinkamai tik 25,1 ir 21,1 %, nuo Memame-AA261
galimai peptidazes (Clostridium beijerinckii) ir homology tipinés koduojamos
Clostridium beijerinckii ATCC 35702 (GenBank AIU03030.1; MEROPS U32.004),
Clostridium beijerinckii NCIMB 8058 (GenBank ABR32921.1; MEROPS U32.004)
sekos bei YhbV baltymo (Escherichia coli) grupés baltymy tipinés
Escherichia coli K-12 MG1655 koduojamos galimai peptidazés YhbV
(GenBank AAA57962.1; MEROPS U32.A01).

Charakterizuotos erdvinés struktiiros M. kandleri AV19 koduojamos U32
proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazés Mk0906 (GenBank AAMO02119.1;
MEROPS U32.UPW; PDB 5D88 (113)) sekai GT-IU32 seka identiska 26,7 % (17 pav).
S. mutans GS-5 ser. ¢ genome tikéting operong sudarancioms U32 proteoliziniy fermenty
Seimos fragmentiskai in vitro charakterizuotoms (109, 98) peptidazéms smcol2
(GenBank AFMS81192.1; MEROPS U32.A02) ir smcoll (GenBank AAT66437.1;
MEROPS U32.002) (16 pav.) GT-IU32 seka identiska atitinkamai 24,1 ir 48,8 %.
GT-IU32 seka kartu identiSkai homologiska S. mutans UA159 koduojamoms
galimai peptidazéms SMU.759 (GenBank AANS58482.1; MEROPS U32.A02) ir
SMU.761 (GenBank AAN58483.1; MEROPS U32.002) (16 pav.), nes pastaryjy

baltymy sekos atitinkamai identiSkos smcol2 ir smcoll peptidaziy sekoms.
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GT-IU32 VYVIANIYAHNENI PGLDDY LRALEDAGVCGI IVADFLITETARRVAPELEVHLS TOQO SLTNWEAVQ FH———————— FKEE 151
PreC 0 mmmmmm—— MTIMRSVIDARQRAQI SAT IASDVA——AMTYANEIGVEVHLSTOLNISNAEALRFIALAMWSYWORE 65
HP0169 VY¥ATINGFPFNSQLELLEEHIYEMAELEPDAF I TARAPGVVELALEIAPHI PTHLS TOANVLNLLDRAQVE———————— ¥DL 140
smcell:5MU. 761 VYVAANMVTHEGNEIGAGAHFREJRDJGJDAVIVQDPAJIAICATDAPGJEIHJETQAEETNYETFEFW ———————— EEL 143
L L *
GT-SM3B GLERV-VLAREVGAEEIRQIKEE-VDIEIEAF THEAMC SAY SERCVLSNHMTARD SNRGGCCOSCRWDYDLYQLS--DGR 227
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16 pav. GT-IU32 (GenBank AEP39604.1) palyginimas su U32 proteoliziniy fermenty $eimos
holotipinés bei kartu Porphyromonas-tipo kolagenaziy tipinés PrtC peptidazés (GenBank
AAA25650.1) i8 Porphyromonas gingivalis ATCC 53977 bei U32 proteoliziniy fermenty
Seimos Helicobacter-tipo kolagenaziy tipinés HP0169 peptidazés (GenBank ACJ07326.1)
i§ Helicobacter pylori P149 ir U32 proteoliziniy fermenty Seimos fragmentiSkai
charakterizuoty, tarpusavyje identisky seky, smcoll peptidazés (GenBank AAT66437.1) i$
Streptoccocus mutans GS-5 ser. ¢ ir SMU.761 galimai peptidazés (GenBank
AANS58483.1) 1§ Streptoccocus mutans UA159 sekomis. IdentiSkos aminoriigstys
pabrauktos (*). Konservatyvios aminortig$¢iy pakaitos pabrauktos (:). Konservatyvus
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy motyvas paZzymétas Zalia spalva.

GT-IU32 —————— MLLK---NDRISEIIDGRRVIVEKPELLAPAGNLEKLEKIAVHYGADAVF IGGRQEYSLRANADNFTIEEIREGVE 71
Mk0S06 MTRRWYLCCSRHHLDTVPEDSDGIVVEPVIEH-———--———————————————————— GVATLLPRYPETYEVEDIV---D 51
X . % k% x % - * * HEHE
GT-IU32 FANRYGARVYVTANI—————-— YAHNENIPGLDDYLR-ALEDAGVCGI IVEDPLITETARRVEPRLEVHLSTQQSLTNWEA 144
Mk0S06 VAKDRGLSVQALMDFTCAGCEHLSPDGYPSLRSTLDYLASDLEVDGVVVADPYLVEVLATEYD LTVVVSHTRE--VDTP 128
x. % % .. . % % * X % krakkkk sk X % ek
GT-SM3B VQFWKEEGLERVVLA---—REVGAEEIRQIKERVDIEIEAFTHGAMC -—-SAYSGRCVLSNHMTAR ———-DSNRGGCC-— 211
Mk0OS06 EKAWHFERLGADVI TVDPALNSNEEEVSAIRERVSVELRTAVGAITFRDEVAFFERNLFS-HATREGIEVDEYRNNPYEP 207
Xe % % *e - Hke ek che o+ - Xk otk Kk k¥ * %
GT-IU32 ———QSCREWDYDLYQLSDGREI PLFEKGDAPFAMSAKDLNLIRAIPVMIELGVDSLEIEGRMESIHY VATVVSVYREVIDA 288
Mk0S06 MRERVVVWEVREELF——-DEVEILASGEP P o e e m oo e e 234
*: : ¥ro1: *oDo%
GT-IU32 YCADPDHFTIREEWVRE LEKCANRETAPSFFDGFPDYTNHMYGTHSLKTTREFAGLVLGYDPETGIATVQORNHFRPGDE 368
Mk0906 = = | ——mmmm e 234
GT-IU32 VEFFGPEIENFTQVIEKIWDEDGNE LDAARHPLOQIVEKFKVERPLFPYNMMREEN 422
Mk0S0& = | ——mmmm e 234

17 pav. GT-IU32 (GenBank AEP39604.1) palyginimas su U32 proteoliziniy fermenty
Seimos charakterizuotos erdvinés struktlros galimai peptidaze Mk0906 (GenBank
AAMO2119.1) 1§ Methanopyrus kandleri AV19 seka. IdentiSkos aminortigstys pabrauktos (*).
Konservatyvios aminoriig§¢iy pakaitos pabrauktos (:).
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Nustatytas 49 % nevirSijantis GT-IU32 sekos identiSkumas fragmentiskai
charakterizuoty peptidaziy, priskirty U32 proteoliziniy fermenty Seimai,
sekoms pazymi fermento charakterizavimo naujuma bei aktualuma.

Geobacily koduojamy U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidaziy sekose, kartu GT-TU32 sekoje (197), signaliniai peptidai nenumatyti.
GT-1U32 sekoje signalinis peptidas taip pat nenumatytas. FragmentiSkai
charakterizuoty U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy, detektuoty
kultiirinio skyscio supernatante (83, 95, 96), signaliniai peptidai in silico velgi
nenumatyti. Konservatyvus U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy motyvas
Glu-Xaa-Phe-Xaa-Xaa-Gly- [Ser/Ala] - [Leu/Ile/Val/Met] -Cys-Xaa-Xaa-
Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Cys-[Leu/Ile/Val/Met]-Ser (Glu'”-Ala-Phe'®'-Ile-His-Gly'*-
Ala'®-Met"*®- Cys'¥- Ser-Ala-Tyr-Ser-Gly'”>-Arg-Cys'**-Val-Leu'*°-Ser'"")
nustatytas GT-1U32 sekoje in silico analize (16 pav.).

Nustatyta GT-IU32 domeniné organizacija tipiSka geobacily ilgosios
grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy sekoms (1).
GT-1U32 sekoje in silico identifikuotas U32 proteoliziniy fermenty Seimos
domenas, imtinai Gly’>-...-Phe*** (16 pav.). Triptofano sintazés o subvieneto
fosfato jungimosi konservatyvus domenas, imtinai Pro*’-...-His"*? taip pat
tikétinai identifikuotas GT-IU32 sekoje (16 pav.). U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidaziy sekose tipisSku atveju tikétinai nustatomas TIM p/a-statinés
sanklodos fosfato jungimosi konservatyvus domenas (1).

Bakterijy genomuose anotavus daugiau nei vieng U32 proteoliziniy
fermenty Seimos galimai peptidaz¢ koduojantj gena, tipiSku atveju anotuoti
genai in silico priskiriami vienam operonui. U32 proteoliziniy fermenty Seimos
galimai peptidaziy SMU.759 ir SMU.761, koduojamy S. mutans UA159
genome, tirty geny operoniné organizacija numatyta (141). B. subtilis subsp.
subtilis 168 ir Y. ruckeri 150 tirti U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy
genai, in silico taip pat priskiriami operonams, atitinkamai, yrrMNOudk ir
yrpAB operonams (141, 142, 110). Geobacily, kuriy genomai anotuoti,
koduojamy trumpyjy ir ilgyjy grandiniy U32 proteoliziniy fermenty Seimos
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galimai peptidaziy genai in silico priskiriami operonams, sandara identiskiems
B. subtilis subsp. subtilis 168 genome numatytam yrrMNOudk operonui.

G. thermoleovorans DSM 15325 genomas néra nuskaitytas, todél
tikétinas GT-IU32 geno priskyrimas operonui in silico analizuotas jvertinus
G. thermoleovorans CCB_US3 UF5 anotuotame (GenBank CP003125.1)
genome koduojamo GT-IU32 homologo geno operoning organizacijg.

G. thermoleovorans CCB _US3 UF5 genai GTCCBUS3UF5 28730 ir
GTCCBUS3UF5 28720, atitinkamai koduojantys GT-TU32 ir GT-1U32
homologus, sudaro tikéting operong su GTCCBUS3UF5 28740 bei
GTCCBUS3UF5 28710 (18 pav.), koduojanciais atitinkamai kafeoil-KoA
O-metiltransferaze bei uridino kinaz¢ Udk. Transkripcijos veiksnj GreA

koduojan¢io GTCCBUS3UF5 28700 geno in silico priskyrimas numatytam

5-GAAAAGGAGGGAAGCAGC-3'

G. thermoleavarans CCB_US3_UF5

[ P T Pl AT P
= H— —
O-metiltransferaze i GT-TU32 homologas “ GT-IU32 homologas Udk kinaze

BTCCBUSSUFS 25720 GTCCBUSSUFS 25710

srecsussurs 2870 srecsussurs 28750

1 18 1

GT-TU32 GT-IU32
G. thermoleovorans DSM 15325

P —numatytas promatorius
0,5kb T - numatytas terminatorius

18 pav. U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy geny, koduojamy Geobacillus
thermoleovorans CCB_US3 UF5 ir Geobacillus thermoleovorans DSM 15325
chromosomose, genominés bei operoninés organizacijy palyginimas.
operonui galimas, bet mazai tikétinas. Numatytame G. thermoleovorans CCB_US3 UF5
operone GT-IU32 homologo genas koduojamas (18 pav.) uz GT-TU32 homologo
geno — geobacily genomams tipiSka trumposios ir ilgosios polipeptidinés
grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy geny
genoming organizacija taip pat identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325
chromosomoje (197).

Operono geny promotoriai numatyti, tuo tarpu policistroninés iRNR sinteze
gali biiti nuo p veiksnio nepriklausomu biidu terminuojama uz GT-TU32
homologo geno ir/ar uZ numatyto operono geny (18 pav.). Terminatorius uz

kafeoil-KoA O-metiltransferazés geno numatytas, bet maziau patikimai.
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Terminatoriaus seka nenumatyta uz GT-IU32 homologo geno. Numacius
tikétino G. thermoleovorans CCB_US3 UF5 operono geny koordinuoto
transkripcijos valdymo pobidj, galima teigti, jog GT-IU32 homologo bei
uridino kinazés Udk geny transkripcija negali biiti atsietai valdoma.

G.  thermoleovorans ~ CCB_US3 UF5  nuskaitytame  genome
anotuoto GT-IU32 homologo geno in silico nustatyta genominé ir
operonin¢ organizacija identiSka numatytai geobacily, kuriy genomai anotuoti,
GT-IU32 homology geny genominei ir operoninei organizacijai (141, 142).
GT-1U32 homologo 1§ G. thermoleovorans CCB_US3 UFS5 genui numatytas
analogiSkas GT-IU32 homologo genui 1§ G. kaustophilus HTA426
transkripcijos  valdymas (197). G. thermoleovorans DSM 15325
chromosomoje identifikuotas GT-TU32 ir GT-IU32 geny eiliSkumas
bei genus skiriancios sekos ilgis (A. Drutel ir N. Kuisien¢, nepublikuoti
rezultatai) identiSki pastaryjy geny homology eiliSkumui bei skiriancios sekos
ilgiui, nustatytiems geobacily anotuotuose genomuose (18 pav.), todel
G. thermoleovorans DSM 15325 chromosomoje tikétina GT-IU32 geno
genominé ir operoniné organizacija identiSka nustatytoms anotavus
nuskaitytus geobacily genomus. GT-IU32 geno transkripcijos valdymas,
neatsietas nuo bent uridino kinaz¢ Udk koduojanéio geno transkripcijos
valdymo, analogiskas in silico numatytam GT-IU32 homologo geno i§
G. thermoleovorans CCB_US3 UF5 ir G. kaustophilus HTA426 transkripcijos
valdymui, iSlieka pagrjstai tikétinu.

Nustatytas GT-IU32 sekos homologiskumas kolagenolizinéms peptidazéms,
priskiriamoms U32 proteoliziniy fermenty Seimai, ir kartu GT-IU32 sekoje
identifikuotas konservatyvus U32 proteoliziniy fermenty Seimos motyvas
bei GT-IU32 sekos domeniné organizacija, leidzia GT-IU32 priskirti
U32 proteoliziniy fermenty Seimai, apjungianciai nenustatyto katalizinio
mechanizmo fragmentiSkai charakterizuotas peptidazes, pasizymincias

kolagenoliziniu specifiSkumu (1).
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3.3.2. GT-IU32 geno transkripcija G. thermoleovorans DSM 15325

GT-1U32 geno transkripcija, palaikius 60 °C, nuo induktoriy nepriklause,

tuo tarpu  peptidazés geno  transkripcijos  priklausomybé  nuo
G. thermoleovorans DSM 15325 kultiiros augimo fazés nustatyta palaikius
optimalig nuosaikaus termofilo augimui 60 °C temperatiirag (169). Suminés
RNR preparaty iSskyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas
mM9 terpéje be oligopeptidy ir/ar baltymy — tipisky peptidaziy raiskos
induktoriy (112). GT-IU32 geno sekos transkriptas nustatytas geobacily
suminés RNR preparatuose, iSskirtuose 1§ eksponentinés augimo fazés
kultiros. G. thermoleovorans DSM 15325 7zities fazés kultiiros lgstelése
GT-IU32 geno transkriptas nenustatytas, taCiau nustaius imtinai nuo
133 nt GT-IU32 geno transkripto fragmenta, Zziities fazés geobacily lgstelése
nustatyta GT-IU32 geno transkripto degradacija nuo 5'-galo. Pradinj GT-IU32
geno transkripcijos G. thermoleovorans DSM 15325 jvertinimg disertacijos
autorius atliko rengdamas magistro darbg.

Temperatiiros jtakos GT-IU32 geno transkripcijai jvertinimas atliktas
tyrimo schema, taikyta vykdzius pradini GT-IU32 geno transkripcijos jvertinima.

GT-1U32 genas geobacily kultiiros Ziities fazés metu néra transkribuojamas,

0,7 1 bp M 1 2 3 4 5 & 7 8 9

10 11 12

3000
2500
2000

0,6 4

0:5 1 1500

0,4 1

1000

ot 600 nm

0,3 4 750

0,2 1

500

0,1 1

0 2 4 6 8 10

laikas, val.

19 pav. Suminés RNR preparaty iSskyrimui

20 pav. GT-IU32 geno transkripto detekcija

pasirinkti  Geobacillus  thermoleovorans suminiuose RNR preparatuose. 1-6: AT-PGR
DSM 15325 kultiros augimo momentai, produktai, gauti GEOCOL pradmeny pora,
geobacilas  kultivuojant mM9  terpéje, matrica naudojus iSskirty suminiy RNR
palaikant 55 °C ar 70 °C. preparaty, atitinkamai A”-C"°, kDNR;

7-12:  AT-PGR produktai, gauti LITCOL

pradmeny pora, matrica naudojus iSskirty suminiy
RNR preparaty, atitinkamai A-C”, KDNR.
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todel GT-IU32 geno transkripcija vertinta G. thermoleovorans DSM 15325,
18skyrus suminés RNR preparatus 1§ eksponentinés augimo fazés lasteliy (19 pav.),
kultivuoty mM9 terpéje palaikius termofilo augimui Zemiausig 55 °C ir
auksciausig 70 °C temperatiirg (169). ISskirty RNR preparaty stabilumas jvertintas
analizavus preparaty 16S bei 23S rRNR integralumg — preparaty degradacija
nenustatyta. AT-PGR naudojus GEOCOL ir LITCOL pradmeny poras, matrica
naudojus atvirkstinés transkripcijos reakcijy metu didele iSeiga paruostus kDNR
preparatus, GT-IU32 geno transkriptas detektuotas visuose preparatuose (20 pav.).
Suminés RNR preparatai iSskirti kamieng kultivavus mM9 terpéje, negalinioje
salygoti GT-IU32 geno transkripcijos indukcijos. Analizés rezultatai leidZia teigti,
jog eksponentinés augimo fazés metu G. thermoleovorans DSM 15325,
palaikius termofilo augimui Zemiausig ir auk$€iausig augimo temperatiirg,
transkribuoja GT-1U32 geng konstitutyviai.

Charakterizuota GT-IU32 geno transkripcija G. thermoleovorans DSM 15325
analogiSka GT-TU32 geno transkripcijos pobtidziui (196, 197). Nepriklausoma
GT-IU32 geno transkripcija néra tikétina — G. thermoleovorans DSM 15325
eksponentinés augimo fazés lastelése nustatyta velgi konstitutyvi bei nuo geobacily
kultivavimo temperatiiros nepriklausoma bicistroninés iRNR, koduojancios
GT-TU32 ir GT-IU32, transkripcija (197), patvirtinusi in silico numatyta koordinuota
pastaryjy baltymy operoninés organizacijos geny transkripcijos valdyma.

U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy geny transkripcija bei kartu
pastarosios Seimos peptidaziy geny transkripcijos valdymas tirti fragmentiskai.
S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium fagotipas DT104 koduojamas Clg peptidazés
genas transkribuojamas induktyviai (105). Methanococcoides burtoni DSM 6242 ir
Methanolobus psychrophilus R15 kultivavimas palaikius Zemesne nei augimui
optimali temperatiirg pastaryjy psichrofiliniy archéjy U32 proteoliziniy fermenty
Seimos galimai peptidaziy atitinkamai Mbur 1527 ir Mpsy 2191 geny transkripcijos
intensyvumui neturéjo jtakos (198, 199). B. subtilis subsp. subtilis 168 koduojamy
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy yrrN ir yrrO, priskirty in silico
numatytam yrrMNOudk operonui, transkripcijg slopina taip pat ir bacily kultivavimas
palaikius Zemg temperatiirg (117). Patvirtinus numatytg Y. ruckeri 150 geny,
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koduojanciy U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes YrpA ir YrpB,
operoning organizacijg (5 pav.) nustatyta, jog U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidaziy geny sudaryto yrpAB operono transkripcijg indukuoja taip

pat ir enterobakterijy kultivavimo terpés papildymas baltymais (110).
3.3.3. Vidulasteliné GT-1U32 raiska G. thermoleovorans DSM 15325

Natyvi GT-IU32 identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325 vidulasteliniy
baltymy preparate masiy spektrometrija. Natyvios peptidazés detekcija vykdyta
linijinés jony gaudyklés Zvalgos masiy spektrometrija bei masiy spektrometrija
daugybinés reakcijos sulyginimo stebésenos (MRM) metodu, pasitelkus
QTRAP 4000 masiy spektrometro trigubg kvadrupolj. G. thermoleovorans DSM 15325
lizato baltymy i§ analizuoto molekuliniy masiy intervalo detekcija jony gaudyklés
zvalgos masiy spektrometrija patikimai identifikuota skaitlinga baltymy jvairove

(nepateikti rezultatai), bet natyvios

1400 4 Lys-Pro-Glu-Leu-Leu-Ala-Pro-Ala-Gly-Asn-Leu-Glu-lys

\ GT-IU32  aptikti  nepavyko.

| Jautresnis  tiesioginés  detekcijos

Ala-Asn-Ala-Asp-Asn-Phe-Thr-lle-Glu-Glu-lle-Arg MRM metOdaS (200) naUdOjUS

Ala-lle-Pro-Val-Met-lle-Glu-Leu-Gly-Val-Asp-Ser-Leu-Lys

1000

intensyvumas, cps

800 4 ‘

referentinius oligopeptidus, gautus

600 \l |

, rekombinanting GT-IU32 proteolizavus
25 27 29 N 33 35 37 39 a1 43 45 47 43

laikas, min. tripsinu, tikslingai pritaikytas

400

21 pav. GT-IU32 aptikimas masiy spektrometrija natyvios GT-TU32 aptikimui
Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 lizato

baltymy frakcijoje. Natyvios GT-IU32 oligopeptidy — geobacily lizato baltymy frakcijoje.
eliucijos uzlaikymo trukmés detektuotos MRM e ) . .
metodu  pagal  690,4/728.4, 6984/760,4 ir Sulyginimui naudojus astuoniolikos

742,9/1104.6 jony m/z tranzicijas. referentiniy oligopeptidy rinkinj

detektuoti oligopeptidai: Lys-Pro-Glu-Leu-Leu-Ala-Pro-Ala-Gly-Asn-Leu-Glu-Lys
(Mascot jvertis 32, p= 0,01), Ala-Asn-Ala-Asp-Asn-Phe-Thr-Ile-Glu-Glu-Ile-Arg
(Mascot jvertis 31, p= 0,01) ir Ala-Ile-Pro-Val-Met-Ile-Glu-Leu-Gly-Val-Asp-
Ser-Leu-Lys (Mascot jvertis 35, p= 0,01) patikimai GT-IU32 identifikuojantys
G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje (21 pav.). Geobacily vidulgsteliniy
baltymy preparate masiy spektrometrija detektuota akivaizdziai maza natyvios GT-IU32
koncentracija. Konstitutyvios GT-IU32 raiskos G. thermoleovorans DSM 15325
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eksponentinés augimo fazés metu, kamieng kultivavus mM9 terp¢je, palaikius
optimalig augimui 60 °C temperatiirg (169), nustatymas masiy spektrometrija
patvirtino GT-IU32 geno transkripcijos jvertinimo rezultatus. Masiy spektrometrija
linijjinés jony gaudyklés zvalgos ir MRS metodais koncentruotame
G. thermoleovorans DSM 15325 ekstralgsteliniy baltymy preparate, iSskirtame
geobacilas kultivavus identiSkai lizato baltymy preparato iSskyrimui, natyvi
GT-IU32 neaptikta (nepateikti rezultatai) — in silico nenumatyta peptidazés sekrecija
nenustatyta. G. thermoleovorans DSM 15325 intensyviai augus neintensyvi
GT-1U32 raiska citoplazmoje bei nenustatyta peptidazés sekrecija netiesiogiai
pazymi taip pat ir specifines pastarosios hidrolazés funkcijas, tikétina,
nesietinas su lgstelés mityba.

U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy kokybiné ir/ar
kiekybin¢ detekcija proteomuose néra tikslingai vykdyta. Galimai peptidaziy,
in silico priskiriamy U32 proteoliziniy fermenty Seimai, lokalizacija ir/ar
lastelés fiziologijos jtaka pastaryjy peptidaziy raiSkai masiy spektrometrija
anks¢iau nebuvo tirta. Visgi U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidazés 1identifikuotos analizavus prokarioty proteomus bei analizavus
prokarioty proteomy adaptyvuma. GT-IU32 homologas patikimai identifikuotas
Geobacillus thermoleovorans T80 eksponentinés augimo fazés proteome vykdzius
geobacilos citoplazminés frakcijos tirpiy baltymy identifikavimg (201).
U32 proteoliziniy fermenty Seimos B. subtilis subsp. subtilis 168 koduojamos
yrrN ir yrrO galimai peptidazes identifikuotos bacilos citoplazmoje netiesiogiai
nustacius mazg yrrN ir yrrO koncentracijg (202). Bacily proteomuose yrrN ir
yrrO homologai masiy spektrometrija taip pat identifikuoti citoplazmoje
netiesiogiai nustac¢ius mazg yrrN ir yrrO homology koncentracija (203, 204).
Bacillus licheniformis DSM 13 nustatyta konstitutyvi yrrN ir yrrO homology
raiSka (204). U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazé Mbur 1527
patikimai identifikuota psichrofilinés arch¢jos M. burtoni DSM 6242 proteome
(205). Acholeplasma laidlawii PG8 koduojama ACL 0345 galimai peptidaze,
in silico priskirta U32 proteoliziniy fermenty Seimai, netiesiogiai nustacius

induktyvig raiska, identifikuota bakterijos proteome (206).
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3.3.4. GT-IU32 oligomerizacija

GT-IU32 raiskos E. coli BL21 (DE3) jvertinimas NDS-PAGE kartu leido
detektuoti rekombinantinés peptidazés tikétinai homotetramerg (22 pav.).
Grynos rekombinantinés GT-IU32 preparato gelfiltracija peptidazés gebéjima
oligomerizuotis in vitro patvirtino. GT-IU32 monomerai detektuoti frakcijose
tarp 44-75 kDa, kas atitiko apskaiciuotg rekombinantinés peptidazeés molekuling
mas¢ — 51,5 kDa, jungési suformuodami homodimera, detektuota frakcijose
tarp 75-158 kDa (23 pav.). GT-IU32 preparato gelfiltracija patikimai patikslinti
fermento homooligomero pradinio molekulinés masés nustatymo NDS-PAGE
rezultatai ir paneigta GT-IU32 homotetramerizacija. Peptidazés monomery

susijungimas ] trimerg mazai tikétinas — trimerinés U32 proteoliziniy fermenty

kDa

200 22 pav. Rekombinantinés GT-IU32 preparato grynumo,

homooligomerizacijos bei peptidazés oligomeriniy buviy
kolagenolizinio aktyvumo jvertinimas. 1: GT-IU32 i§
dalies denatiruoto 1 tipo kolageno zimografija
neredukuojanciomis salygomis; 2: GT-IU32 preparato
baltymy elektroforezinis profilis neredukuojanciomis
salygomis; M: PageRuler Unstained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific); 3: GT-IU32 preparato baltymy
elektroforezinis profilis redukavus 2-ME; 4: GT-IU32
raiskos E. coli BL21 (DE3) jvertinimas NDS-PAGE
neredukuojanciomis s3glygomis.

50

Seimos peptidazés néra Zinomos. RaiSkos kamieno lizate tirpi rekombinantiné
GT-1U32 gelfiltracijos buferyje agregavo, nustatyta agregato molekuliné¢ masé
vir§ 440 kDa (23 pav.). Gelfiltracija GT-IU32 agregatas charakterizuotas
stabiliu oligomeriniu buviu. Santykiniy GT-IU32 monomero ir homodimero
koncentracijy priklausomybé in vitro demonstravo nusistovincig dinaming
pusiausvyrg, kurioje vyrauja monomeras. GT-IU32 monomero vyravimas,
lyginus su dimero koncentracija, akivaizdus NDS-PAGE (22 pav.). Nustatyta
homooligomerizacijos dinaminé pusiausvyra ribojo GT-IU32 agregavimo
gelfiltracijos buferyje charakterizavima. Visgi mazai tikétina, jog agreguoty tik

i$skirtinai GT-IU32 dimeras arba monomeras (207).
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Rekombinantinés GT-IU32 monomery tarpusavio sgveika homodimero
molekuléje nebuvo suardyta denattiruojanciomis saglygomis — vykdzius NDS-PAGE,
tuo tarpu NDS-PAGE naudojus méginio buferj su 20 mM 2-ME rekombinantinés
GT-IU32 homodimeras nedetektuotas (22 pav.). GT-IU32 sekoje sutinkamos astuonios
Cys (Cys'?, Cys'™, Cys™, Cys™'’, Cys*!!, Cys*™, Cys™, Cys™™) lickanos (16 pav.).

Geobacily koduojamy ilgyjy grandiniy U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy

187 194 210 211 214 290 309 _
sekose Cys , Cys™, Cys™ ", Cys™, Cys™ konservatyvis identiskai

GT-IU32 sekai. Atsizvelgus 1 NDS-PAGE

, Cys 7, Cys

nustatytg GT-IU32 homodimerizacijos 100
ribojimg 2-ME ber GT-IU32 sekos 2 * |

, mA

60

atspindimg peptidazés polinkj potencialiai

A 280 nm

0

sudaryti disulfidinius tiltelius, gelfiltracija

20 4

analizuota reduktoriy jtaka GT-IU32

oligomerizacijai. ! 6 : 1

taris, mL

Rekombinantinés U32 proteoliziniy
23 pav. GT-IU32 oligomeriniy biiviy
molekulinés masés nustatymas analizine
gelfiltracija neredukuojanciomis sglygomis.
Eliucijos turiai, atsizvelgus 1 kolonélés
zimografija vykdZius neredukuojan¢iomis ~ kalibravima, apytiksliai iki 6 mL — vir§

440 kDa, 7-8,5 mL — 75-158 kDa, 8,5-
salygomis (98). Analizine gelfiltracija nustatyta 9,5 mL — 44-75 kDa.

fermenty Seimos peptidazés smcoll

homodimerizacija nustatyta Zelatinos

U32 proteoliziniy fermenty Seimos holotipinés PrtC peptidazés dimerizacija,
taciau kokio tipo jungtimis rekombinantiniai monomerai jungési suformuodami
PrtC homodimerg nebuvo tirta (83). Rekombinantin¢ U32 proteoliziniy fermenty
Seimos galimai peptidazé Mk0906 gryninta gelfiltracija, redukavus 2 mM DTT
koncentracija (113). Rekombinantinés SA1440 galimai peptidazes 1§ S. aureus 113,
priskiriamos U32 proteoliziniy fermenty Seimai, homodimerizacija drusky
tilteliais nustatyta gelfiltracija (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai).
Siekiant  jvertinti joninés jégos jtaka GT-IU32  oligomerizacijai,
rekombinantinés peptidazés preparatas veiktas 0,5 M NaCl.

Reduktoriai in vitro ribojo GT-IU32 oligomerizacijg. Rekombinantinj fermenta
redukavus 5 mM DTT (24A pav.), 10 mM 2-ME (24B pav.) ar | mM TCEP (24C pav.)

peptidazés homodimeras ir agregatas gelfiltracija nenustatyti. Rekombinantinj
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fermentg silpniau redukavus 1 mM DTT koncentracija, nustatytas peptidazés
homooligomerizacijos  dinaminés  pusiausvyros poslinkis  monomero
koncentracijos did¢jimo kryptimi, taCiau visiSkai taikyta DTT koncentracija
GT-IU32 homodimerizacijos ir agregacijos neribojo. Stipri joniné jéga nekeité
peptidazés homooligomerizacijos dinamingés pusiausvyros (nepateikti rezultatai).

GT-IU32 charakterizavimo metu redukavus, ribojus peptidazés
homooligomerizacija, tirpus monomerinis rekombinantinés peptidazés biivis
efektyviai stabilizuotas. Rekombinantinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos
galimai peptidazés SA1441 ir SA1440 1§ S. aureus 113 buvo linkusios
agreguoti, iSlikdamos tirpios tik redukuojan¢iomis sglygomis (S. Trillo-Muyo,
nepublikuoti rezultatai). Rekombinantiné smcoll peptidazé buvo netirpi
raiSkos kamieno citoplazmoje (98). Linkusios agreguoti rekombinantinés
GT-TU32 oligomerizacijg analizavus NDS-PAGE detektuotas tik monomerinis
galimai peptidazés oligomerinis biivis (196, 197).

Daugelis U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy — monomeriniai
baltymai (107, 109), tac¢iau U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes,
gebancios oligomerizuotis suformuodamos homodimerg, taip pat fragmentiSkai

charakterizuotos (83, 98). Vienintelé charakterizuotos erdvinés struktiiros

A B C

, mAU
AU
A 250 e MAU

6 8 10 4 6 8 10

tiris, mL tdris, mL

24 pav. Redukcijos A: 5 mM DTT; B: 10 mM 2-ME; C: 1 mM TCEP jtaka GT-IU32
oligomerizacijai, nustatant oligomeriniy biiviy molekulines mases analizine gelfiltracija.
Eliucijos turiai, atsizvelgus j kolonélés kalibravima, apytiksliai iki 6 mL — vir§ 440 kDa,
7-8,5 mL — 75-158 kDa, 8,5-9,5 mL — 44-75 kDa.

U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazé¢ Mk0906 kristalinosi
suformavusi homodimerg, monomerams tampriai dideliu pavirSiaus plotu

susijungus Zn~ katijono koordinavimu bei hidrofobinémis ir vandenilinémis

jungtimis (6 pav.) (113). Charakterizuotas in vitro rekombinantinés GT-IU32
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monomery susijugimas ] homodimera, tikétinai disulfidiniais tilteliais, taip pat
netiesiogiai nustatytas vertinus smcoll peptidazés substratinj specifiSkuma (98).
Rekombinantinés GT-IU32 monomeras — in vitro vyraujantis peptidazés biivis,
visgi GT-IU32 homodimeras — tikétinai natyvus fermento oligomerinis biivis,

in vivo uztikrinantis fiziologines funkcijas G. thermoleovorans DSM 15325.
3.3.5. Kalcio ir cinko jony jtaka GT-IU32 termostabilumui

Peptidaziy, priskiriamy U32 proteoliziniy fermenty Seimai, katalizinio aktyvumo
mechanizmas nenustatytas (5), ta¢iau EDTA inaktyvavo in vitro fragmentiSkai
charakterizuotas U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes (83, 94, 98).
Kalcio ir cinko katijony jtaka U32 proteoliziniy fermenty Seimos holotipinés
PrtC peptidazeés kataliziniam aktyvumui tirta (83), tuo tarpu charakterizuoty
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy termostabilumas ar galima
minéty metaly katijony jtaka peptidaziy termostabilumui islieka netirta.

GT-IU32 termostabilumo jvertinimo rezultatai (25 pav.) parode, jog in vitro
rekombinantinés peptidazés monomeras stabilus palaikius Zzemesng nei 55 °C
temperatiirg. GT-IU32 termostabilumas tolydZzio mazejo 37-55 °C (25 pav.),
veikus pastargja temperatiira ekstrapoliuotas fermento ¢, — vir§ 1,2 val. Kalcio
katijonas netur¢jo jtakos peptidazés termostabilumui. Analizavus termostabiluma,
GT-IU32 preparata papildzius taikyta 1 mM Ca®" koncentracija, ¢, buvo
beveik identiSki nustatytiems kontrolinémis sglygomis (25 pav.).
Ekstrapoliuotas rekombinantinio GT-IU32 monomero ¢;,, veikus 55 °C bei
1 mM Ca®" — vir§ 1,1 val. Cinko jonas reik§mingai didino GT-IU32 monomero
termostabilumg (25 pav.). Charakterizuoto fermento monomero termostabilumo
mazéjimas 37-55 °C, veikus 1 mM Zn*", i§liko tolydziu, bet neisreikstu. Visgi,
veikus cinko jonu, GT-IU32 prarado, kaip ir kontrolinémis salygomis,
termostabilumg vir§ 55 °C (25 pav.). Nustatytas GT-IU32 ¢,, fermentg
palaikius 55 °C, veikus 1 mM Zn*", apytiksliai 1,7 val. Galimas sinergistinis
efektas, didinantis GT-IU32 termostabilumg, rekombinantinés peptidazes

. 24+ . 2+ .. .
monomerg veikus 1 mM Ca™ ir Zn® koncentracijomis, nenustatytas.
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Kalcio ir cinko katijonais veikus GT-IU32, nustatytas ¢, analogiSkas
nustatytiems ¢, peptidaze veikus tik 1 mM Zn*" (25 pav.).

Cinko katijono svarba U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy
erdvinés struktiiros organizacijai patvirtinta iSsprendus galimai peptidazés
Mk0906 homodimero erdving struktiirga. Mk0906 monomery sasajos tipo
sgveika su cinko katijonu bei hidrofobinés ir vandenilinés jungtys uztikrina

monomery tarpusavio sgveika dimero molekuléje (113). Homodimeras — taip

‘ pat tikétinai natyvus GT-IU32
o oligomerinis buvis, ta¢iau GT-IU32
monomery s3gsajos tipo sgveika
su cinko katijonu néra tikétina —

GT-IU32 polipeptido  sekoje

ekstrapoliuotast,,, val
[}

O R R s B i silico nenustatyti jungimosi
temperatira, “C

25 pav. Kalcio ir cinko jony jtaka GT-IU32
monomero termostabilumui.

motyvai, uZztikrinantys sgveika
su metalo katijonu, taip pat ir
archéjinés Mk0906 galimai peptidazés sekos motyvai, kuriy cisteino ir histidino
lickanos funkcionuoja Zn>" ligandais. Mk0906 homodimero monomery
simetriskas Zn®" jono koordinavimas konservatyviais Cys® ir His'® (7 pav.)
nesietinas su katijono svarba kataliziniam aktyvumui (113). Cinko jono jtaka,
didinanti rekombinantinés GT-IU32 monomero termostabilumg, jvertinta
peptidazés oligomerizacija visiSkai ribojanciomis salygomis, sietina su erdvinés
peptidazés monomero struktiiros stabilizavimu déka monomero sgveikos su
katijonu, bet taip pat nesietina su Zn>" svarba kataliziniam GT-IU32 aktyvumui.
Zinoma ribota jvairové (68) jungimosi motyvy, kuriy nei vienas nustatytas
GT-1U32 sekoje, uztikrinanciy fermento molekulés katalizinio tipo sgveika su
cinko katijonu, tuo tarpu struktiirinio tipo GT-IU32 monomero sgveika su cinko
jonu, koordinuojamu nenustatytos sekos jungimosi motyvo/-y ligandais
funkcionuojan¢iy aminortgsciy liekany, islieka tikétina. Skirtingy funkcijy
baltymams biidingas molekulés erdvinés struktiiros stabilumo ir/ar

termostabilumo uztikrinimas struktiirinio tipo sgveika su cinko katijonu (208, 209).
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GT-IU32 genas transkribuojamas G. thermoleovorans DSM 15325 augus
55-70 °C, taCiau in vitro nustatytas salyginai mazas rekombinantinés
peptidazés monomero termostabilumas, taip pat ir veikus taikyta cinko jono
koncentracija. Didesnis nei monomero GT-IU32 homodimero — tikétinai
natyvaus peptidazés biivio, termostabilumas, déka monomery tarpusavio
sgveikos ir monomery struktiirinio tipo sgveikos su cinko katijonais, paaiskinty
fermento stabiluma bei kartu funkcionalumg G. thermoleovorans DSM 15325

fiziologinémis sglygomis.
3.3.6. GT-IU32 aktyvumas bei substratinis specifiSkumas

Rekombinantinés GT-IU32 aktyvumg jvertinus zimografija nustatyta, jog
peptidaze katalizuoja i$ dalies denatiiruoto I tipo kolageno i§ Ziurkés uodegos
peptidoliz¢ tuo atveju, jei zimografija vykdyta neredukuojan¢iomis sglygomis.
Zimografija atlikus neredukuojanciomis sglygomis — neribojus GT-IU32
oligomerizacijos, kolagenolizinio aktyvumo zona zimogramose stebéta virs
100 kDa, kas atitiko GT-IU32 homodimero molekuling mase. GT-IU32 monomero
kolagenolizinis aktyvumas nenustatytas. Rekombinantin¢ kolagenolizin¢ peptidaze
neskaidé¢ zelatinos, o taip pat i$ dalies denattiruoty albumino, kazeino, elastino,
keratino. Disertacijos autorius rekombinantinés GT-IU32 aktyvumo bei
substratinio specifiSkumo pradinj jvertinimg atliko rengdamas magistro darba.

Plétojus GT-IU32 tyrimg, peptidazés homodimero kolagenolizinis
aktyvumas zimografija  detektuotas kokybiSkai jvertinus  aktyvumo
intensyvumg (22 pav.). Masiy spektrometrija analizavus zimogramos
kolagenolizinio aktyvumo zong, patvirtintas GT-IU32 kolagenolizinis
aktyvumas (nepateikti rezultatai). GT-IU32 aktyvumo detekcija zimografija,
atsizvelgus | rekombinantinés peptidazés monomero termostabiluma, vykdyta
zimogramy gelius inkubavus 20 val., palaikius 50 °C temperatiirg. 1 tipo
kolageno 1§ ziurkés uodegos homogenizavimas acto riigStimi bei substrato
in vitro inkubavimas 50 °C lémé oligopeptidy susidaryma, ribojusj GT-1U32
aktyvumo kiekybinj jvertinimg, taciau kokybiSkai peptidazés aktyvumas bei

aktyvumo intensyvumas in vitro patikimai jvertinti zimografija.
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Nustatytas 1SreikStas GT-1U32 aktyvumo substratinis specifiSkumas substrato
aminortgs¢iy grandinés sekai bei erdvinei strukttirai biidingas U32 proteoliziniy
fermenty Seimos Porphyromonas-tipo kolagenazéems (84, 83, 85, 86, 94),
taip pat tikétinas nedetalizuoto substratinio specifiSkumo U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidazéms. GT-IU32 homodimeras hidrolizavo 1§ dalies
denatiiruota I tipo kolageng 1§ Ziurkés uodegos, bet neskaid¢ 1§ dalies
denatiiruoto I tipo kolageno i$ jauc¢io odos (197), kas vélgi atspindi iSreiksta
peptidazeés substratinj specifiSkuma.

Charakterizuotas rekombinantinés GT-IU32 substratinis specifiSkumas
analogiSkas PrtC, HP0169 ir smcoll peptidaziy kolagenolizinio aktyvumo
specifiSkumui. Holotipiné U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaze PrtC i$
P. gingivalis ATCC 53977 peptidolizuoja taip pat ir temperatiira denatiiruotg
[ tipo kolagena, bet nehidrolizuoja Zelatinos (83). HPO169 peptidaze
peptidolizuoja homogenizuota 1 tipo kolageng i§ jaucio odos (96).
FragmentiSkai charakterizuota smcoll peptidazé taip pat proteolizuoja I tipo
kolageng i$ jaucio odos ir hidrolizuoja Zelating (98). Rekombinantin¢ GT-IU32
nehidrolizuoja nedenattiruoto I tipo kolageno — kolagenoliziné peptidaze
nehidrolizavo azokolio reakcijas inkubavus 20 val., palaikius 30 ar 50 °C
(nepateikti rezultatai). U32 proteoliziniy fermenty Seimos Porphyromonas,
Helicobacter ir Salmonella tipy kolagenazés 1§ mezofily nedenatiiruoty I tipo
kolageng proteolizuoja (83, 96, 109).

FragmentiSkai in vitro charakterizuotos U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidazés — vangios hidrolazés. Rekombinantiniy U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidaziy katalizinis aktyvumas in vitro reikSmingai
kokybiSkai ir/ar kiekybiSkai patikimai detektuotas taikius ilgus reakcijy
inkubavimus (83, 85, 96, 98, 109). GT-IU32 kolagenolizinis aktyvumas taip pat
vangus — patikimai kokybiskai detektuotas zimogramose zimogramy gelius inkubavus
bent 20 val., palaikius 50 °C temperatiirag. Visgi dalies U32 proteoliziniy
fermenty Seimos galimai peptidaziy aktyvumas in vitro, taikius ilgus reakcijy
inkubavimus, nedetektuotas. Rekombinantinés galimai peptidazés GT-TU32

aktyvumas zelatinos ir I tipo kolageno i$ jaucio odos zimografija nedetektuotas
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zimogramy gelius inkubavus 18 wval., palaikius 37 ar 60 °C (196, 197).
Rekombinantiné galimai peptidazé Mk0906 neredukuojanciomis sglygomis,
taikius jvairius reakcijy parametrus, neskaidé I tipo kolageno i§ Ziurkes
uodegos, reakcijas inkubavus taip pat ir 16 val., palaikius 37 °C, bei kazeino
reakcijas inkubavus 4 val., palaikius 37 °C (113).

Katalizinio aktyvumo bei substratinio specifiSkumo charakteristikos,
budingos GT-IU32, analogiskos nustatytoms U32 proteoliziniy fermenty Seimos
fragmentiskai in vitro charakterizuotoms peptidazéms. GT-IU32 homodimero
kolagenolizinis aktyvumas, nenustacius peptidazés monomero katalizinio aktyvumo,
tikétinai patvirtina homodimerizacijos svarbg peptidazés funkcionalumui
in vivo bei leidzia teigti, jog GT-IU32 homodimeras — tikétinai natyvus peptidazes
oligomerinis biivis. U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy PrtC ir smcoll
kataliziSkai aktyviis taip pat tik homodimerai, todél gebanciy homodimerizuotis
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy homodimerai — tikétinai in vivo

funkcionalus natyvus oligomerinis biivis (83, 98).
3.3.7. GT-1U32 kristalinimas

Rekombinantinés GT-IU32 kristalinimui naudoti skirtingi tirpaly rinkiniai.
Kristalinimas vykdytas gary difuzijos metodu sédinCiuose lasuose, nepriklausomai
palaikius 4 ar 20 °C. Siekus parinkti salygas, uZtikrinancias kolagenolizinés
peptidazés kristalinimg, taikytos GT-IU32 koncentracijos tarp 40-80 mg/mL
neredukavus arba peptidazés oligomerizacijg ribojus, redukavus 5 mM DTT ar
20 mM 2-ME. Taikytomis saglygomis rekombinantiné GT-IU32 demonstravo iSreiksta
polinkj agreguoti, taciau neprecipitavo formuodama kristalus. Salygy, uztikrinanciy
U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidaziy SA1441 ir SA1440 i$
S. aureus 113, taip pat demonstravusiy isreiksta polinkj agreguoti, kristalinima,
parinkti nepavyko (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai). Rekombinantinés U32
proteoliziniy fermenty Seimos galimai peptidazés Mk0906 kristalinimas
vykdytas gary difuzijos metodu sédinciuose lasuose, palaikius 25 °C, naudojus

10 mg/mL koncentracijos baltymo preparata 20 mM TRIS-HCI pH 7,5/25 °C

105



buferyje su 2 mM DTT ir 200 mM NaCl, naudojus 2,5 M natrio acetato
pH 7/25 °C rezervuaro tirpalu, uztikrino Mk0906 kristalinima (113).

Plétojus GT-IU32 erdvinés struktiiros tyrimo strategija, siekta charakterizuoti
peptidazés erdvine struktiirg, charakterizavus tikéting GT-IU32 domeny erdvines
struktiiras, atsizvelgus, jog izoliuoti domenai geba palaikyti natyvig erdving
struktirg (210, 211). GT-IU32 domenai ribota proteolize (212, 213) izoliuoti
s¢kmingai. Ribota rekombinantinés GT-IU32 monomero proteolizé chimotripsinu A,
tripsinu, trombinu, subtilizinu, kaspaze ar ulilizinu, taikius jvairius reakcijy
parametrus, neuZztikrino, proteolizés produkty molekulines mases nustacius
NDS-PAGE, peptidazés monomero domeny izoliavimo (nepateikti rezultatai).
Patikimai i§ dalies iSgryninta GT-IU32 monomera j N-galinj, imtinai Met'-...-His*>>,
37,5 kDa domena (GT-IU32-NGD) ir C-galinj, imtinai Ser’’-...-Asn**,
10,4 kDa domeng (GT-IU32-CGD) proteolizavo vélyvos eksponentinés augimo
fazés E. coli BL21 (DE3) serino proteazé/-¢s. GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD
molekulinés masés patvirtinos masiy spektrometrija, izoliuoty GT-IU32 monomero
domeny polipeptidy sekos patvirtintos Edmano degradacija ir masiy spektrometrija
(nepateikti rezultatai). Izoliuoto GT-IU32-NGD agregacija in vitro ribojo salygy,
uztikrinan¢iy domeno kristalinimg, parinkimg, tuo tarpu GT-1U32-CGD
in vitro 18liko tirpiu — tinkamiausios saglygos domeno kristalinimui atrinktos.

GT-IU32 sekos N-galiniy domeny U32 proteoliziniy fermenty Seimos domeno,
imtinai Gly”-...-Phe’?, ir triptofano sintazés a subvieneto fosfato jungimosi
domeno, imtinai Pro*'-..-His', in silico identifikavima (16 pav.) patvirtino
GT-IU32-NGD izoliavimas ribota proteolize. Numacius GT-IU32 antring
struktiira nustatyta, jog GT-IU32 sekos regionas, imtinai Asp**’-...-Arg>", néra
struktiirizuotas, raiSkos kamieno proteazés/-iy gebéjimas hidrolizuoti GT-IU32

polipeptida tarp His*"-Ser”*

aminortgs¢iy liekany taip pat netiesiogiai atspindi
regiono nestruktiirizuotuma. GT-IU32 sckos regionas, imtinai Pro™”-...-Arg™ (16 pav.),
numatytas peptidazés izoliuoty domeny jungties regionas, tikétinai uztikrinantis
GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD lankstumg tarpusavio atzvilgiu. Tikétinas GT-IU32
erdvings strukttiros labilumas galimai ribojo peptidazés kristalinimg — tipiskai

labilios erdvinés struktiiros organizacijos baltymams (211).

106



3.3.8. GT-1IU32-CGD kristalinimas ir erdvinés struktiiros sprendimas

Tinkamiausios salygos natyvaus GT-IU32-CGD kristalinimui — kristalinimas
palaikius 20 °C, naudojus 75 mg/mL koncentracijos baltymo preparatag 20 mM TRIS-HCI
pH 7,5/20 °C buferyje su 1 mM TCEP ir 50 mM NaCl bei 1 mM PMSF,
naudojus 100 mM natrio acetato, 200 mM amonio acetato ir 30 % (mase/tiiris)
polietilenglikolio 4000 pH 4,6/20 °C rezervuaro tirpalu. Tinkamiausios salygos
selenometioniniu derivuoto GT-IU32-CGD kristalinimui — identiSkos salygoms,
tinkamiausioms natyvaus GT-IU32-CGD kristalinimui, ta¢iau naudojus 100 mM
natrio citrato, 2 M (NH,),SO4 pH 5,5/20 °C rezervuaro tirpalu. Natyvus ir
selenometioninu derivuotas GT-IU32-CGD precipitavo formuodamas aukstos
skiriamosios gebos atitinkamai ortorombinius, priklausancius P2,2,2, erdvinei
grupei, uztikrinusius 1,1 A maksimalia rezoliucija (3 lentelé) ir trigonalius,
priklausan¢ius P3,21 erdvinei grupei, uztikrinusius 1,15 A maksimalig
rezoliucija (3 lentel¢), kristalus su viena baltymo molekule asimetriniam vienetui.

GT-IU32-CGD erdviné struktiira iSspresta (S. Trillo-Muyo) déka
selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD vieno bangos ilgio anomalinés
difrakcijos. Sprendus selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD erdving
struktiirg, nustatyti du seleno atomai baltymo monomerui asimetriniame
vienete. GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros modelis, apémgs visos baltymo
polipeptidinés grandinés 18sidéstyma, sudarytas remiantis surinktais difrakcijos
duomenimis, naudotas natyvaus GT-IU32-CGD kristalo  struktiiros
iSsprendimui. Asimetriniame vienete nustatyta viena natyvaus GT-1U32-CGD
molekulé, katijonas — tikétina Na” katijonas, acetato anijonas ir 108 tirpiklio
molekulés. Esminiai kristalografijos duomeny surinkimo ir galutinio molekulés
erdvinés struktiiros modelio sudarymo parametrai pateikti 3 lenteléje.

Natyvaus GT-IU32-CGD kristale apskaiciuotas tirpiklio kiekis sudare tik
24,5 %, Matjuso koeficiento Vy; 1,63 A’/Da (214). Selenometioninu derivuoto
GT-IU32-CGD kristale apskaiciuotas tirpiklio kiekis sudaré 30 %, Matjuso
koeficiento Vy 1,75 A’/Da. Analizavus natyvaus GT-IU32-CGD kristalo
kristaling gardele (26 pav.), nustatytas kompaktiskas baltymo molekuliy
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18sidestymas kristale, molekuléms tarpusavyje
sgveikavus  tiesiogiai  struktiirizuotais
tirpiklio molekuliy pavirSiniais sluoksniais.
Natyvaus GT-IU32-CGD molekuliy
suformuotame kristale beveik nesutinkami
tirpiklio  kanalai.  Kiekviena natyvaus
GT-IU32-CGD kristalo kristalinés gardelés

26 pav. GT-IU32-CGD molekulés, baltymo molekulé tampriai sgveikauja su
pazymétos geltona spalva, sgveika su

gretimomis GT-IU32-CGD molekulémis ~ gretimomis baltymy molekulémis
iSsidéstant kritale 136 artimomis molekuliy atomy
sgveikomis. Natyvaus GT-IU32-CGD molekuliy tarpusavio sgveiky
plotas — 3480 A?, sudaro 65 % viso molekulés paviriaus ploto, tipisku atveju
pastaroji baltymy kristaly charakteristika tarp 15-49 9% (215). Dideliu
pavirSiaus plotu sgveikaujanc¢iy natyviy GT-IU32-CGD molekuliy pavirSiaus
formos komplementarumas 0,69 (26 pav.). Tarpusavyje tampriai sgveikaujanciy
baltymy molekuliy pavirSiaus formos komplementarumas tipisSku atveju tarp
0,64-0,76 (165). Natyvaus GT-IU32-CGD molekuliy iSsidéstymas kristale
vienas kompaktiskiausiy charakterizuoty baltymy kristalams. Natyvaus ir
selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD kristaluose apskaiciuotas tirpiklio
kiekis reikSmingai maZesnis nei biidinga baltymy kristalams, tipisku atveju
mazo tirpiklio kiekio baltymy kristalai geba stipriau difraguoti (216).

Stiprus GT-IU32-CGD kristaly geb¢jimas difraguoti jgalino iSspresti
GT-IU32-CGD  erdving struktiirg aukSta rezoliucija. GT-IU32-CGD
koordinatés ir strukttiriniai veiksniai paskelbti PDB, suteikus identifikacin] koda
4HE6 natyvaus GT-IU32-CGD modeliui ir identifikacini koda 4HES

selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD modeliui.
3.3.9. GT-IU32-CGD erdviné struktira

GT-IU32-CGD erdviné struktiira — kompaktiska bei iSkreipta atvira S-stating,
suformuota astuoniy f-juosty, atitinkamai f1-48 f-laksto (27A pav.). Statinés

sankloda suformuoja iSsuktas, iSriestas ir arkas suformuojantis antilygiagretus
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[-laksStas. Nustatyta f-laksSto f-juosty topologija — S6-55-7-2-p1-58-53-54,
[-juosty tarpusavio sgveikos atitinkamai -1; +3; +1; -6; -1; +2; +3 (27A pav.).
Krastinés f-juostos p4 ir f6 nesgveikauja tarpusavyje pagrindiniy grandiniy
jungtimis. Tobulos statinés sanklodai artima sankloda iSsidésCiusios f-juostos
p4 ir f7 su p1-p3 ir S8 (27A pav.), taip pat nesgveikauja tarpusavyje pagrindiniy
grandiniy jungtimis. Tarpe tarp S-laksto kradty iSsidésto Phe’”, GIn™', Lys™ ir Arg*?
Soninés grandinés (27B pav.). Statine suformuojantis f-lakstas apsiaucia hidrofobing
ertme, formuojama Ala*?, val®, Tyr348, Ala®”, Val™, Ala®®, Phe’®, Val'®, Phe’”,
17, Phe’”, 1™, GIn™, Ala®’, val'™, Phe™, Vval'®, Leu*?, Asn™® ir Met™®
Soniniy grandiniy, tuo tarpu statinés pavirSiuje dominuoja hidrofiliniy
aminoriigi¢iy liekany $oninés grandinés. Statinés pavirSiuje Asp” Arg™,
Gl Arg™, Gl Arg"® ir Asp™+-Arg™ Soninés grandinés sudaro drusky

tiltelius (27C pav.). Katijonas — tikétina, Na" katijonas, ir acetato anijonas
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27 pav. GT-IU32-CGD erdviné struktiira. A: GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros sankloda bei
p-juosty sudaromy sgveiky topologija; B: GT-IU32-CGD hidrofobing ertme formuojancios
aminortigs¢iy liekanos; C: GT-IU32-CGD erdvingje struktiiroje charakterizuoti drusky tilteliai.

sgveikauja su statinés pavirSiuje i$sidés¢iusiy aminoriigs¢iy liekany Soninémis
grandinémis. Trikampe¢ bipiramiding katijono koordinavimo sfera suformuoja

penki deguonies atomai, atitinkamai Asn®”® O°', Gly’” 0, Ile’’® O, tirpiklio
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molekulé ir simetridkai sietinas Asp>”> O”. Acetato anijono karboksilato vienas
deguonies atomy saveikauja su His*® N, Arg’”® N"* atomais ir tirpiklio molekule,
likes deguonies atomas saveikauja su Arg>® N° atomu, tirpiklio molekule ir

358 N82

simetriSkai sietinu Gln atomu. GT-IU32-CGD polipeptidinés grandings,

3. -Phe’*! ir Asn*?, neformuoja S-statinés sanklodos (27A pav.).

imtinai Se

GT-IU32-CGD erdving struktiirg suformuoja imtinai Ala**-..-Glu™' (16 pav.),
nes pirmosios astuonios ir paskutiné ribota proteolize izoliuoto domeno
polipeptidinés  grandinés aminoriigSciy liekanos néra  struktiirizuotos.
GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD lankstumas tarpusavio atzvilgiu uztikrinamas
numatyto nestruktiirizuoto jungties regiono (16 pav.) netiesiogiai patvirtintas
i§sprendus  GT-IU32-CGD erdving struktiirag, charakterizavus imtinai
Ser*-...-Phe*"! nestruktirizuotuma. spresta GT-IU32-CGD erdviné struktiira patvirtino

GT-IU32 domeninés organizacijos charakterizavimo ribota proteolize rezultatus.
3.3.10. GT-1U32-CGD erdvinei struktiirai giminingos erdvinés struktiiros baltymai

Gretinus su charakterizuotomis baltymy erdvinémis struktiiromis
nustatyta, jog GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros sankloda giminingiausia
transliacijos elongacijos veiksniy
LepA/EF4 (PDB 3CB4 (217)), EF-Tu
(PDB 2C77 (218)) ir EF-1a. (PDB 1SKQ (219))
bei transliacijos terminacijos veiksnio
eRF3 (PDB 3E20 (220)) domeny erdviniy
struktiry sanklodai — Z jvertis tarp 10,9-11,

vidutinis  kvadratinis  jungties  ilgio 28 pav. GTIU3-CGD  erdvinés

nuokrypis tarp 1,7-2 A, sugretinus 78-80  struktiiros sanklodos, pazymétos geltona
spalva, sugretinimas su LepA/EF4,

aminoriigs¢iy liekany grandiniy ilgio paZyméta Zalia spalva, EF-Tu, pazyméta
. . L raudona spalva, EF-1a, pazyméta mélyna
polipeptidy  iSsidestyma (28 pav.). gpalva, bei eRF3, pazyméta violetine
o i i ) ! o
GT-IU32-CGD  erdvinés  struktiros P erdviniy s tsanklodomis
sugretinimas su giminingomis baltymy erdvinémis struktiiromis leido nustatyti
analogiSkas sanklodos architektiiras ir topologijas kartu nustaius analogiskai

sudaromas jungtis, nors gretinty polipeptidy sekos tik 8-19 % identiskos.
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GT-IU32-CGD erdvinei struktiirai giminingos erdvinés struktiiros
domenai charakterizuoti transliacijos elongacijos ir terminacijos veiksniy
struktiirose, taip pat charakterizavus N-galinj guanino nukleotido jungimosi
domeng (221). Elongacijos veiksniy GT-IU32-CGD erdvinei struktiirai
giminingos erdvinés struktiiros domenai sgveikauja su aminoacilintomis tRNR
bei su antibiotikais, kei¢ianciais ribosomy veikimg (221, 218).

Nustatytas GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros sanklodos giminingumas
transliacijos veiksniy domeny erdviniy struktiiry sanklodai (28 pav.), leidZia

teigti, jog GT-IU32-CGD tikétinai yra GT-IU32 sgveikos su RNR domenas.
3.3.11. GT-IU32 sgveika su RNR

Nustatytas GT-IU32-CGD erdvinés struktiiros giminingumas transliacijos
veiksniy domeny, saveikaujan¢iy su tRNR, erdvinei struktiirai leido
suformuluoti prielaida, jog GT-IU32 geba specifiskai sgveikauti su
nukleortig§¢iy molekulémis.

Pradinis GT-IU32 saveikos su nukleoriigstimis nustatymas atliktas
taikius E. coli suming tRNR frakcijg. Kibimo prie membranos analize
rekombinantinés GT-IU32 monomero in vitro sgveika su tRNR
nustatyta (29A pav.). Sgveikos miSiniams taikius 4 pM zymétos tRNR, o
GT-IU32 monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM nustatyta tiesiogine
sgveikaujan¢iy monomero ir zymétos tRNR koncentracijos priklausomybé nuo
GT-IU32 monomero koncentracijos. Densitometrija nustacius sgveikaujanciy
GT-IU32 monomero ir zZymétos tRNR koncentracijg, saveikos miSiniams
taikius skirtingus stechiometrinius monomero ir tRNR koncentracijy santykius
nustatyta (29A pav.), jog GT-IU32 monomeras in vitro saveikauja su viena
tRNR molekule. GT-IU32 monomero in vitro saveikos su tRNR specifisSkumas
nustatytas (29B pav.), jvertinus nezyméty tRNR gebéjimg, taikius
nezymetos E. coli suminés tRNR frakcijos koncentracijas tarp 4-160 pM,
pakeisti sgveikaujanCias Zymeétas tRNR, atsizvelgus ; GT-IU32 monomero
sgveikos su tRNR stechiometrinj santykj (222). GT-IU32 sgveika su tRNR

nustatyta bei nustatytos sgveikos stechiometrija ir specifiSkumas tirti
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peptidazés oligomerizacijg ribojus redukavus 10 mM 2-ME koncentracija.
Rekombinantinés GT-IU32 oligomerizacija neredukuojanciomis sglygomis ar
redukavus 2 mM 2-ME koncentracija neturéjo jtakos GT-IU32 sgveikai su
tRNR (nepateikti rezultatai).

Pletojus GT-1U32 in vitro saveikos su nukleortigi¢iy molekulémis tyrima,
jvertintas GT-IU32 monomero sgveikos su nukleoriigS§timis specifiSkumas,
taikius pasirinktas RNR ar DNR fragmentag (4 lentel¢). Kibimo prie
membranos analize nustatyta nespecifiska rekombinantinés GT-IU32
monomero in vitro sgveika su 136 bp ilgio DNR fragmentu (29C pav.).

Nustatyta GT-IU32 monomero in vitro sgveika su VgRNR,
neformuojanciomis antrinés struktiiros — 27 nt ilgio vgRNR fragmentu ir poliuridilo
rugsties molekule — taip pat nebuvo specifiska (29D ir 29E pav.). GT-IU32
monomeras in vitro su VERNR, formuojancia antring struktiirg — 44 nt ilgio
sarcino-ricino kilpos fragmentu bei 26 bp ilgio dgRNR fragmentu, sgveikavo
specifiSkai (29F ir 29G pav.). Sgveikos miSiniams taikius 4 pM zyméto 44 nt ilgio
sarcino-ricino kilpos fragmento ar zyméto 26 bp ilgio dgRNR fragmento, o
GT-1U32 monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM, nustatyta (29F ir 29G pav.)
tiesioginé sgveikaujan¢iy monomero ir zyméto 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos
fragmento ar Zymeéto 26 bp ilgio dgRNR fragmento koncentracijos
priklausomyb¢é nuo GT-IU32 monomero koncentracijos. Specifisky GT-1U32
monomero sgveiky su tRNR, 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu ir
26 bp ilgio dgRNR fragmentu nustatytos sgveiky K vertés, atitinkamai, — 2,86 = 0,43 nM;
3,25 £ 0,19 nM ir 3,97 £ 0,21 nM. Kibimo prie membranos analize in vitro
patikimai nustatytas GT-IU32 monomero geb¢jimas specifiSskai sgveikauti su
vgRNR, formuojanc¢ia komplementarius dvigrandzius antrinés strukttros
elementus ir su dviejy komplementariy RNR grandiniy dgRNR fragmentu.

Elektroforezinio mobilumo poslinkio analizés rezultatai patvirtino GT-IU32
monomero geb¢jimg specifiSskai in vitro sgveikauti su tRNR, 44 nt ilgio

sarcino-ricino kilpos fragmetu ir 26 bp ilgio dgRNR fragmentu (30 pav.).
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29 pav. GT-1U32 sgveikos su
nukleoriigStimis nustatymas bei saveikos
specifiskumo  jvertinimas  kibimo prie
membranos analize. A: GT-IU32 gebéjimo
sgveikauti su E. coli sumine tRNR frakcija
jvertinimas, taikius 4 pM Zymétos tRNR, o
GT-IU32 monomero koncentracijai svyravus
tarp 0,4-4 pM; B: GT-IU32 saveikos su
E. coli sumine tRNR frakcija specifiskumo
jvertinimas, taikius 4 pM sgveikaujanciy
GT-IU32 ir zymétos E. coli suminés tRNR
frakcijos, o nezymétos E. coli suminés tRNR
frakcijos  koncentracijai  svyravus tarp
0,4-160 pM; GT-1U32 sgveikos C: su 136 bp
DNR fragmentu, D: su 27 nt vgRNR
fragmentu, E: su poliuridilo ragsties
molekule, F: su 44 nt ilgio sarcino-ricino
kilpos fragmentu, G: su 26 bp dgRNR
fragmentu nustatymas bei nustatyty sgveiky
specifiskumo jvertinimas. C-G nustatant GT-
IU32 monomero saveika su nukleortigstimi
taikyta 4 arba 8 pM GT-IU32 koncentracija ir
4 pM zymétos nukleoriig§ties. C-G nustatant
GT-1U32 monomero saveikos su
nukleoriigstimi specifiSkumg taikyta 4 pM
saveikaujan¢iy ~ GT-IU32  ir  Zymétos
nukleortigsties, nezymétos nukleoriigSties
koncentracijai svyravus tarp 0,4-160 pM.
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GT-IU32 homodimero gebéjimas specifiskai in vitro sgveikauti su vgRNR,
formuojancia komplementarius dvigrandZius antrinés struktiiros elementus,
ir su dviejy komplementariy RNR grandiniy dgRNR fragmentu sgveikos miSiniy

1.2 34 5 6 F 8 9 101112 13 14 A5

16 A7 18 19 ‘20 21 22:33 24
5 = .

30 pav. GT-IU32 sagveikos su dgRNR specifiskumo bei sgveikos specifiSkumo RNR
grandinés sekai jvertinimas elektroforezinio mobilumo poslinkio analize. 1: 4 pM Zyméta
E. coli suminés tRNR frakcija; 2-4: GT-IU32 saveika su zyméta E. coli suminés tRNR
frakcija, taikant atitinkamai 2, 4 arba 8 pM GT-IU32 ir 4 pM Zymétos E. coli suminés
tRNR frakcijos; 5-6: GT-IU32 sgveikos su E. coli suminés tRNR frakcija specifiSkumo
jvertinimas, taikant 4 pM saveikaujanciy GT-IU32 ir zymétos E. coli suminés tRNR
frakcijos, ir nezymétos E. coli suminés tRNR frakcijos 4 arba 8 pM; 7-12: GT-1U32
sgveikos bei sgveikos specifiSkumo su 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmentu jvertinimas,
analogiskai kaip pateikta 1-6; 13-18: GT-IU32 saveikos bei sgveikos specifisSkumo su 26 bp
dgRNR fragmentu jvertinimas, analogiskai kaip pateikta 1-6. 19-24: GT-IU32 sgveikos su
dgRNR specifiskumo RNR grandinés sekai jvertinimas. 19-20: 4 pM neZymétos E. coli
suminés tRNR frakcijos gebéjimas pakeisti 19: su GT-IU32 sgveikaujancio 4 pM Zyméto
44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento, 20: su GT-IU32 saveikaujancio 4 pM zZyméto 26 bp
dgRNR fragmento; 21-22: 4 pM nezyméto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento
gebéjimas pakeisti 21: su GT-IU32 saveikaujancios 4 pM zymétos E. coli suminés tRNR
frakcijos, 22: su GT-IU32 sagveikaujanCio zyméto 4 pM 26 bp dgRNR fragmento;
23-24: 4 pM nezyméto 26 bp dgRNR fragmento gebéjimas pakeisti 23: su GT-IU32
sgveikaujancios 4 pM Zzymétos E. coli suminés tRNR frakcijos, 24: su GT-1U32
saveikaujancio 4 pM zymeéto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento. Raudonos rodyklés
zymi GT-IU32 oligomeriniy buviy sgveikg su nukleortigstimis.

i§skirstymo poliakrilamido gelyje metu GT-IU32 suformavus homodimerus
taip pat nustatytas elektroforezinio mobilumo poslinkio analize (30 pav.).
Saveikos miSiniams taikius 4 pM Zymeétos tRNR, zyméto 44 nt ilgio sarcino-
ricino kilpos fragmeto ar zymeéto 26 bp ilgio dgRNR fragmento, o GT-1U32
monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM, sgveikos miSinius i$skirscius

poliakrilamido gelyje, kokybiskai nustatyta (30 pav.) tiesioginé sgveikaujanciy
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monomero ir Zymétos tRNR, Zymeéto 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos
fragmento ar zyméto 26 bp ilgio dgRNR fragmento koncentracijos
priklausomybé nuo GT-IU32 monomero koncentracijos. Elektroforezinio
mobilumo poslinkio analize nustatytos GT-IU32 monomero ir homodimero
in vitro sgveikos su 27 nt ilgio vgRNR fragmentu, poliuridilo rugsties molekule
ir 136 bp ilgio DNR fragmentu nebuvo specifiSkos (nepateikti rezultatai).
Kibimo prie membranos ir elektroforezinio mobilumo poslinkio
analizémis jvertinus GT-IU32 sgveikos su nukleorigS§timis specifiSkuma,
nustatytas iSreikStas peptidazés gebéjimas specifiSkai in vitro saveikauti su

dgRNR, taciau GT-IU32 saveikos specifiSkumas dgRNR grandinés sekai
2 4 6 8 10 12 7 9 11

31 pav. GT-IU32 saveikos su dgRNR specifiskumo RNR grandinés sekai jvertinimas kibimo
priec membranos analize. 2-4: 4 pM nezymétos E. coli suminés tRNR frakcijos gebéjimas
pakeisti 2: su GT-IU32 sgveikaujancio 4 pM zyméto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento,
4: su GT-IU32 sgveikaujancéio 4 pM zyméto 26 bp dgRNR fragmento; 6-8: 4 pM nezyméto
44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento gebéjimas pakeisti 6: su GT-IU32 saveikaujancios 4 pM
zymeétos E. coli suminés tRNR frakcijos, 8: su GT-IU32 sgveikaujancio Zyméto 4 pM 26 bp
dgRNR fragmento; 10-12: 4 pM nezyméto 26 bp dgRNR fragmento gebéjimas pakeisti 10: su
GT-IU32 saveikaujancios 4 pM zymétos E. coli suminés tRNR frakcijos, 12: su GT-IU32
saveikaujancio 4 pM zyméto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento. 1,3,5,7,9,11 kontrolés
atitinkamai 2,4,6,8,10,12 — 4 pM saveikaujanciy GT-IU32 ir Zymétos nukleoriigsties.

nenustatytas — peptidazé specifiskai sgveikavo su skirtingy seky dgRNR (31 ir 30 pav.),
gebanciomis pakeisti viena kitg specifiSkos GT-IU32 sgveikos su dgRNR
atzvilgiu (31 ir 30 pav.). GT-IU32 sgveikos su nukleoriigs§timis specifiSkumag
taip pat patvirtino nustatyta tiesioginé sgveikaujanciy peptidazés ir
nukleoriigs§ties koncentracijos priklausomybé nuo peptidazés koncentracijos,
tik tuo atveju jei GT-IU32 sgveikavo su nukleoriig§timi specifiskai. Kibimo
prie membranos analize netiesiogiai nustatytg GT-IU32 homodimero gebéjima
specifiskai sgveikauti su tRNR patvirtino elektroforezinio mobilumo poslinkio
analizés rezultatai. Sgveikos miSiniy iSskirstymo poliakrilamido gelyje metu,
GT-1U32, silpniau redukavus, suformavo homodimerus, todél elektroforezinio

mobilumo poslinkio analize tiesiogiai kokybiskai jvertintas taip pat ir GT-IU32
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homodimero sgveikos su tRNR, 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu ar
26 bp ilgio dgRNR fragmentu specifiSkumas. GT-IU32 homodimeras in vitro
sgveikavo su dgRNR specifiskai.

Specifiskos rekombinantinés GT-IU32 sgveikos su dgRNR neribojo
taikyta 2 ar 10 mM 2-ME koncentracija. Kalcio ir/ar cinko jonai nebuvo bitini
GT-IU32 saveikos su dgRNR uZtikrinimui — tipiSku atveju minéty metaly
katijonai bitini baltymy sgveikos su dgRNR uztikrinimui (223, 224). Baltymai
sgveikauja su ne trumpesne nei 9-10 bp ilgio dgRNR (225, 226),
rekombinantinés GT-IU32 monomeras giminingiausiai sgveikavo su tRNR ir
44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu, tuo tarpu monomero saveika su
26 bp ilgio dgRNR fragmentu buvo maziau gimininga. GT-IU32 monomero
specifiSkos in vitro saveikos su dgRNR vienos giminingiausiy baltymo sgveiky
su RNR, atsizvelgus ] charakterizuotos erdvinés struktiiros baltymy kompleksy
su RNR kiekybiskai nustatyta komplekso molekuliy tarpusavio sgveiky
giminingumag (227). GT-1U32 sgveikos specifiSkumas dgRNR grandinés sekai
nenustatytas. TipiSku atveju baltymy sgveikos su dgRNR domenai néra
specifiski RNR grandinés sekai, taciau specifiskai sgveikauja su iSskirtinai tik
A erdvinés formos dgRNR spiralés grandiniy 2'-hidroksilo grupémis ir fosforo
rugsties liekanomis (228, 229, 230).

Nustacius GT-IU32 gebejima specifiskai in vitro sgveikauti su dgRNR,
patvirtinta prielaida, jog GT-IU32 geba specifisSkai sgveikauti su nukleortigsciy
molekulémis. Baltymai, gebantys sgveikauti su RNR, tipiSku atveju sgveikauja
su RNR daugiau nei vienu domenu (231). Visgi specifiska GT-IU32 monomero
in vitro sgveika su viena tRNR molekule netiesiogiai patvirtino peptidazés
sgveikg su dgRNR vienu domenu. GT-IU32 homodimerizacija netur¢jo jtakos
peptidazés saveikai su nukleoriigStimis, todél tikétina, jog GT-IU32
homodimerizacijg bei specifiska sagveika su dgRNR uztikrina nepriklausomai
funkcionuojantys ~ GT-IU32  monomero  domenai.  GT-IU32-CGD
funkcionavimas GT-IU32 sgveikos su dgRNR domenu iSlieka pagrjstai
tikétinu. GT-IU32 specifiskai in vitro saveikavo taip pat ir su tRNR, taiau

nustatytas peptidazes sgveikos su nukleortig§timis specifiSkumas néra identiskas
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transliacijos veiksniy, kuriy struktiirose charakterizuoti GT-IU32-CGD
erdvinei struktirai giminingos erdvinés struktiiros domenai, sgveikos su

nukleortigstimis specifiSkumams (232, 221, 233, 234).
3.3.12. GT-IU32 funkciné svarba G. thermoleovorans DSM 15325

GT-IU32 charakteristikos leidZia fermento funkcing svarbg sieti su baltymy
peptidolize G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje. Peptidolizuodama
natyvius substratus GT-IU32 uZtikrina, tikétina, namy ruoSos funkcijas, todel
in vivo peptidazé¢s aktyvumas grieztai reguliuojamas. Nustatytas GT-IU32
geb¢jimas specifiskai in vitro sagveikauti su dgRNR jgalino tikétinais fermento
in vivo substratais apibrézti su RNR tikétinai sgveikaujancius baltymus,
svarbius lgstelés RNR funkcijy uztikrinimui ir/ar valdymui.

G. thermoleovorans DSM 15325 koduojamas GT-IU32 genas
transkribuojamas konstitutyviai kamieno kulttiros eksponentinés ir stacionarios
augimo faziy metu. Neintensyvi GT-IU32 raiSka geobacilos citoplazmoje taip pat
netiesiogiai patvirtino fermento geb¢jima in vivo uZtikrinti namy ruoSos
funkcijas. Patogeny U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy svarba bakterijy
virulentiSkumui in vivo patikimai nustatyta, nors pastaryjy virulentiSkumo
veiksniy fiziologinés funkcijos néra detaliai suvoktos (95, 96, 108, 110). Tipisku
atveju patogenai, koduojantys U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazes,
yra proteolizinés bakterijos, sekretuojancios skirtingas kolagenazes (82, 235),
tatiau U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy — vangiy kolagenaziy,
svarba patogeny kolagenolizinio potencialo uztikrinimui menka (85, 236, 95, 108).
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy funkciné svarba patogenams
nesietina su audiniy kolonizavimu ir/ar kolageno jsisavinimu pagrjstai tikétina.
Galimai peptidazes, in silico priskirtinas U32 proteoliziniy fermenty Seimai,
koduojanciy geny anotavimas nepatogeny genomuose taip pat atspindi tikéting
U32 proteoliziniy fermenty Seimos funkcinj heterogenisSkuma (7, 1).

GT-IU32 18 G. thermoleovorans DSM 15325 nuosaikaus termofilo,
jsisavinan¢io kolagena (169), funkcijos in vivo negali biiti sietinos su

virulentiSkumu. Natyvios GT-IU32 katalizinis aktyvumas nenustatytas
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detektavus geobacily kolagenolizines peptidazes, o masiy spektrometrija
GT-IU32 identifikuota tik vidulgsteliniy baltymy preparate, todél peptidazés
specifinés funkcijos nesietinos su bakterijy mityba taip pat tikétinos.

ISreikStas GT-IU32 specifiSkumas substrato aminoriigs¢iy grandinés sekai
bei erdvinei struktiirai pazymi peptidazés griezta substrating specializacija,
tikétina, jog in vivo GT-IU32 peptidolizuoja geobacily baltymy kolagenui
analogiSkos erdvinés struktiiros domenus. Skirtingos funkcinés svarbos baltymai
su kolagenui analogiSkos struktiiros domenais identifikuoti Firmicutes tipo
bakterijose (237, 31, 32). U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy
geb¢jimas peptidolizuoti hidrofobinius baltymy seky regionus netiesiogiai
patvirtintas charakterizavus galimai peptidazés Mk0906 erdvine struktiira.
Mk0906 struktiiroje nustatytas tikétinas aktyvusis centras, prieinamas tik
hidrofobiniy aminoriig§¢iy grandinéms ar hidrofobinéms molekuléms (113).

Palyginus GT-IU32 domening organizacijg su U32 proteoliziniy fermenty
Seimos peptidaziy domenine organizacija nustatyta, jog U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidazéms tipiSku atveju nebudingas GT-IU32-CGD.
Geobacily koduojamy ilgosios polipeptinés grandinés U32 proteoliziniy
fermenty Seimos galimai peptidaziy sekose GT-IU32-CGD identifikuotas,
taciau geobacily koduojamy trumposios polipeptidinés grandinés U32 proteoliziniy
fermenty Seimos galimai peptidaziy sekose, taigi ir GT-TU32 sekoje,
GT-IU32-CGD neidentifikuotas. Mk0906 struktiiroje domenas, analogiskas
GT-IU32-CGD, taip pat nenustatytas (113).

ReikSmingas GT-IU32-CGD  erdvinés struktiiros  giminingumas
transliacijos veiksniy domeny erdvinei struktiirai leido GT-IU32 funkcing
svarbg sieti su transliacija, taCiau pastaroji prielaida nepatvirtinta. GT-IU32
specifiskai in vitro sgveikavo su tRNR bei 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos
fragmentu, taCiau analogiSkai gimininga specifiska peptidazés monomero
in vitro saveika su 26 bp ilgio dgRNR fragmentu taip pat nustatyta.
Rekombinantinés GT-IU32 sgveikos su RNR specifiSkumas néra identiSkas
transliacijos veiksniy sgveikos su RNR specifiSkumams, todél atspindi

neanalogiSka kaip transliacijos veiksniy GT-IU32 sgveikos su RNR
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molekulémis fiziologing svarba G. thermoleovorans DSM  15325.
Rekombinantinés GT-IU32 monomeras GTP nehidrolizavo, monomero jtaka
transliacijai in vitro taip pat nenustatyta (nepateikti rezultatai). Patikimai
nustatyta GT-IU32 specifiSka sgveika su dgRNR netiesiogiai pazymi
peptidazés svarbg namy ruoSos funkcijy uztikrinimui. ApibréZus baltymus su
kolagenui analogiSkos struktiros domenais, sgveikaujanCius su RNR
molekulémis, svarbius RNR funkcijy uZztikrinimui ir/ar valdymui, GT-IU32
tikétinais in vivo substratais, galima teigti, jog peptidazés katalizuojamos
peptidolizés fiziologiné svarba sietina su RNR funkcijomis ir/ar funkcijy
valdymu lastel¢je.

Natyvios GT-IU32 aktyvumo reguliavimas néra charakterizuotas,
visgl in vivo pagristai tikétinas peptidazes funkcijy valdymas skatinus arba
ribojus GT-IU32 homodimerizacijg ir/ar saveikg su RNR molekulémis.
Tikétinas GT-IU32 reguliavimas keiCiant peptidazés sgveikos su dgRNR
giminingumg kartu leidZia GT-IU32-CGD tikétino peptidazés sgveikos su
RNR domeno funkcine svarbg sieti su GT-IU32 funkcijy valdymu. Grieztas
GT-IU32 in vivo uztikrinamy funkcijy valdymas netiesiogiai patvirtinas
GT-1U32 geng in silico priskyrus operonui bei in vitro nenustacius natyvios
GT-IU32 homodimero katalizinio aktyvumo. GrieZtas kolagenolizinio
aktyvumo reguliavimas taip pat numanomas U32 proteoliziniy fermenty
Seimos holotipinei PrtC peptidazei 1§ P. gingivalis ATCC 53977 (83).

Plétojus GT-1IU32 funkcijy tyrima, siekta geobacilos genome iSveiklinti
peptidazés geng bei jvertinti kiekvienos U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidaziy motyvo aminoriigSties svarbg peptidazés fiziologinéms funkcijoms,
taCiau nesékmingas G. thermoleovorans DSM 15325 kompetentiSkumo
optimizavimas ribojo GT-IU32 funkcijy in vivo tyrima (nepateikti rezultatai).
GT-IU32 charakteristikos, nustatytos fermenta tyrus in vitro, nepatvirtino
GT-IU32 svarbos kolageno jsisavinimui, tafiau leidzia peptidazés aktyvumo
fiziologing svarbg sieti su namy ruoSos funkcijy uZztikrinimu. Tikétina
GT-IU32 funkciné svarba G. thermoleovorans DSM 15325 patvirtina U32

proteoliziniy fermenty Seimos funkcinj heterogeniskuma.
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4. Rezultaty apibendrinimas

Geobacilos — biosferoje placiai paplitusios bacilos, sutinkamos skirtingose
ekoniSose (238). Efektyvy geobacily adaptacinj plastiSkumag aplinkai uztikrina
taip pat ir produkuojami, tipiSku atveju, termoaktyvis ir/ar termostabilis
kataboliniai fermentai (239, 240). Geobacily skirtingy kataboliniy fermenty gausa
leidzia geobacily Igsteléems mitybai jsisavinti daugelj junginiy (241, 242, 243,
244, 245, 246). Proteolizinés geobacilos taip pat placiai paplitusios skirtingose
ekoniSose (127, 247, 169). Geobacily peptidazes tirtos charakterizavus svarbg
lastelés fiziologijai ir/ar mitybai (127, 36). Visgi anotuoty geobacily genomy
in silico analiz¢ leidzia teigti, jog geobacily peptidazés, taigi ir kolagenolizinés
peptidazes, tirtos fragmentiSkai. Geobacily, gebanciy augti jsisavinus kolagena,
kolagenolizinis potencialas néra tikslingai tirtas. TipiSku atveju, taikius
selektyvias terpes, detektavus geobacily gebéjima skaidyti kolageng, svarby
lasteliy mitybai, formaliai apibréziama, jog detektuota kolagenolizinj
potencialg uZtikrina induktyviai produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy,
sudaranciy kataboling kaskada, sinergizmas (13, 10, 9). Tuo tarpu numanoma
konstitutyviai produkuoty kolagenoliziniy peptidaziy svarba geobacily ar kity
termofiliniy bakterijy kolagenolizinio potencialo uztikrinimui islieka netirta,
todel termofily  kolagenolizinis  potencialas  iSlieka  fragmentiSkai
charakterizuotu. Termofiliniy bakterijy kolagenolizés fiziologiné svarba bei
eiga iSlieka nedetalizuotomis, nes pradiniai kolageno katabolizmo etapai néra
detaliai charakterizuoti.

Siekus nustatyti bei charakterizuoti geobacily konstitutyvy kolagenolizinj potencialg
zimografija detektuotos konstitutyviai G. thermoleovorans DSM 15325
produkuotos kolagenolizinés peptidazes. Geobacily ekstralasteliniy baltymy preparate
detektuotos kolagenolizinés peptidazés sékmingai identifikuotos masiy
spektrometrija. Nustatyta G. thermoleovorans DSM 15325 vélyvos eksponentinés
augimo fazés konstitutyvy kolagenolizinj potencialg uztikrina Pz-peptidaziy A
ir B homologai bei bacilolizino homologas. G. thermoleovorans DSM 15325

konstitutyvios katabolinés kaskados, jgalinancios kolageng pradéti skaidyti tik
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kolagenui tapus prieinamu lgsteléms, charakterizavimas tiesiogiai patvirtino
numanytg geobacily konstitutyviy kolagenoliziniy peptidaziy svarbg kolageno
isisavinimui (122). Konstitutyvig kaskada sudaranciy peptidaziy aktyvumo
sinergizmo esminé fiziologiné svarba geobacily mitybai pradiniy kolageno
katabolizmo etapy metu akivaizdi. Funkcionuodamos konstitutyvios kolagenolizinés
peptidazés kartu tikétinai didina kolageno jsisavinimo efektyvuma, nes
kolageno oligopeptidai, transportuoti j geobacilos citoplazma, indukuoja
kolagenoliziniy peptidaziy produkcija. G. thermoleovorans DSM 15325
konstitutyvaus kolagenolizinio potencialo charakterizavimas, jgalinantis
nuosekliai suvokti geobacily kolagenolizinio potencialo fiziologing svarbg bei
kolageno skaidymo eiga, kartu pazymi geobacily, o taip pat netiesiogiai kity
termofiliniy proteoliziniy bakterijy adaptacinj plastiSkuma.

Konstitutyviai  G. thermoleovorans DSM 15325  produkuotos
kolagenolizinés peptidazés, homologiskos i§samiai charakterizuotoms cinko
peptidazéms (36, 248), todel G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvios
katabolinés kaskados kolagenoliziniy peptidaziy tyrimas nebuvo plétotas.
Nenustacius G. thermoleovorans DSM 15325 fragmentiskai charakterizuoty
kolagenoliziniy peptidaziy homology, geobacily kolagenoliziniy peptidaziy
tyrimas plétotas fragmentiskai charakterizuoty kolagenoliziniy peptidaziy
homologus identifikavus in silico analize anotuoty geobacily genomuose.
Siekus charakterizuoti tikétinai su geobacily konstitutyviomis kolagenolizinémis
peptidazémis funkciskai sietinas metalo oligoendopeptidazes plétota GT-SM3B
charakterizavimo strategija. GT-IU32 tirta siekus charakterizuoti geobacily
nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiskai tirty proteoliziniy fermenty
Seimy kolagenolizines peptidazes.

Klonuotos GT-SM3B ir GT-IU32 se¢kmingai produkuotos heterologine
raiSka E. coli, taikius optimizuotas raiSkos parametry vertes, pasiekus dideles
rekombinantiniy peptidaziy iSeigas. Rekombinantiné GT-SM3B, skirtingai nei
rekombinantiné GT-IU32, agregavo raiSkos kamieno citoplazmoje, taciau
raiSkos kamienas sekretavo rekombinanting oligopeptidazg. Anksciau

rekombinantiniy metalo oligopeptidaziy produkavimui netaikyta sekreciné
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produkcija optimizavus sékmingai uZtikrino efektyvy tirpios GT-SM3B
gavimg. Charakterizuotos G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinés
peptidazes, optimizavus gryninimo eigg, iSgrynintos pasiekus beveik visiSka
daugiau nei 95 % grynumg. Gryninimo metu bei méginio buferyje
rekombinantiné GT-SM3B iSliko stabili ir tirpi, tuo tarpu demonstravusios
polinkj agreguoti rekombinantinés GT-IU32 tirpus blivis gryninimo metu bei
meéginio buferyje stabilizuoti redukavus optimizuota 2-ME koncentracija.
GT-SM3B sekoje identifikuoti konservatyviis sekos elementai tipiSki
metalo oligopeptidazéms, o nustatyta GT-SM3B domenin¢ organizacija tipiSka
charakterizuoty oligopeptidaziy F sekoms (1). Visgi GT-SM3B charakterizavimo
naujumg bei aktualumg pazyméjo charakterizuotos oligopeptidazés seka lyginus
su charakterizuoty metalo oligopeptidaziy sekomis nustatytas tik 40,3 %
identiSkumas PepFg, oligopeptidazei 1§ B. amyloliquefaciens 23-7A (79).
GT-SM3B tipiskai sekretuojamoms metalo oligopeptidazéms (78, 79) gebéjo
homodimerizuotis. GT-SM3B monomeras ir dimeras, palaikius optimalius
pH ir temperatiirg — pH 7,3 ir 40 °C, peptidolizavo Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-
Pro-Ala-OH tarp Gly-Gly ir/ar Pro-Gly aminortigsciy liekany, reakcijos Ky, Ve 1t ke
vertés, atitinkamai, — 2,17 + 0,04 x 10° M; 2,65+ 0,03 x 10” pM/min ir 5,99 + 0,07 s
Pastarasis sintetinis heksapeptidas oligopeptidaziy kinetiniy charakteristiky
nustatymui anksciau néra naudotas, tod¢l GT-SM3B kinetinés charakteristikos
nelygintos su  charakterizuoty metalo oligopeptidaziy  kinetinémis
charakteristikomis. Demonstravusi vieng pladiausiy efektyvaus aktyvumo
intervaly, kada nors nustatyty metalo oligopeptidazei, GT-SM3B efektyvus
peptidolizinis aktyvumas nustatytas taip pat ir tarp 40-60 °C. Charakterizuotos
geobacily oligopeptidazés Pz-peptidazés A ir B 1§ G. collagenovorans MO-1
reikSmingai labiau termoaktyvios nei GT-SM3B, vienintel¢ charakterizuota
termostabili sekretuojama metalo oligopeptidazé, tuo tarpu GT-SM3B
termostabilumas analogiskas geobacily charakterizuotoms oligopeptidazéms (36).
GT-SM3B buvo efektyviai aktyvi ir stabili pH 5-8. Charakterizuoty laktokoky
ir geobacily metalo oligopeptidaziy aktyvumo bei stabilumo priklausomybé

nuo pH (189, 69, 36) analogiska charakterizuotai pH jtakai GT-SM3B
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aktyvumui bei stabilumui. Metaly katijony jtaka charakterizuoty metalo
oligopeptidaziy, taigi ir GT-SM3B aktyvumui — analogiska (69, 78, 36, 79).
Biotechnologijoje naudojamy junginiy jtaka oligopeptidaziy aktyvumui néra
tikslingai charakterizuota. GT-SM3B isliko efektyviai aktyvi veikus daugeliu
biotechnologijoje naudojamy junginiy, kuriy jtaka oligopeptidazes aktyvumui
tikslingai analizuota. Nustatytas platus GT-SM3B oligopeptidolizinis
specifiSkumas kolageno peptidams taip pat pazymi charakterizuotos
oligopeptidazes biotechnologinj pritaikomuma.

GT-1U32 sekoje identifikuotas konservatyvus sekos motyvas tipiskas
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazéms, o GT-IU32 domeniné organizacija
tipiSka geobacily ilgosios grandinés U32 proteoliziniy fermenty Seimos galimai
peptidaziy sekoms (1). GT-IU32 charakterizavimo naujuma bei aktualuma taip
pat paZzymi charakterizuotos peptidazés seka lyginus su charakterizuotomis
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy sekomis nustatytas tik 48,8 %
identiSkumas tarpusavyje identiSky seky fragmentiSkai charakterizuotoms
smcoll ir SMU.761 peptidazéms, atitinkamai i§ S. mutans GS-5 ser. c ir
S. mutans UA159 (98, 100).

GT-1U32 gebéjo homodimerizuotis disulfidiniais tilteliais.
Charakterizuotos U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazés tipisku atveju yra
monomeriniai baltymai (107, 109), tac¢iau U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazés, gebancios homodimerizuotis, taip pat charakterizuotos (83, 98, 113).
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidazés homodimerizacija disulfidiniais
tilteliais nustatyta (98), taCiau taip pat nustatyta U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidaziy homodimerizacija drusky tilteliais (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai)
ar cinko jono koordinavimu bei hidrofobinémis ir vandenilinémis jungtimis (113).
GT-IU32 dimeras tipiSkai termoaktyvioms kolagenolizinéms peptidazéms (8)
peptidolizavo 1§ dalies denatiiruota kolagena, tuo tarpu monomero aktyvumas
nedetektuotas. Tuo atveju, jei geban¢iy homodimerizuotis charakterizuoty U32
proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy aktyvumas detektuotas kataliziskai,
aktyvis tik homodimerai (83, 98). GT-IU32 demonstravo termostabilumg 37-55 °C.
Charakterizavus GT-IU32 termostabilumg taip pat jvertinta kalcio ir cinko jony
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jtaka charakterizuotos peptidazés monomero termostabilumui. Kalcio katijonas
neturéjo jtakos GT-IU32 termostabilumui, tuo tarpu cinko katijonas reikSmingai
didino charakterizuotos peptidazés monomero termostabilumg. Galimas kalcio
ir cinko jony sinergistinis efektas GT-IU32 termostabilumui nenustatytas.
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy termostabilumas ar kalcio ir
cinko katijony jtaka termostabilumui anksCiau nebuvo tirta, taciau cinko
katijono svarba U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy struktiiros
organizacijai patvirtinta charakterizavus Mk0906 homodimero erdving
struktiirg (113). Nustatytas iSreikStas GT-IU32 aktyvumo substratinis specifiSkumas
substrato aminortig§¢iy grandinés sekai bei erdvinei struktiirai — charakterizuotos
peptidazés homodimeras peptidolizavo tik i§ dalies denatiiruotg I tipo kolagena
1§ ziurkés uodegos — tipisSkas detalizuoto substratinio specifiSkumo U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidazéms (83, 86, 94). GT-IU32 demonstravo vangy
kolagenolizinj aktyvumg. Charakterizuotos U32 proteoliziniy fermenty Seimos
peptidazes tipisku atveju taip pat vangios kolagenolizinés peptidazes (83, 96, 98, 109).
Ribota proteolize izoliavus GT-IU32 monomero domenus, islikes tirpiu
GT-1U32-CGD, optimizavus gryninimo eigg iSgrynintas pasiekus beveik visiska
daugiau nei 95 % grynuma. Gryninimo metu bei méginio buferyje GT-IU32-CGD
i8liko stabiliu ir tirpiu. GT-IU32-CGD erdviné struktira iSspresta auksta
rezoliucija, nes charakterizuotos erdvinés struktiiros domenas precipitavo
formuodamas kompaktiSkos kristalinés gardelés ir zemo tirpiklio kiekio kristalus,
gebejusius stipriai difraguoti. GT-IU32-CGD erdviné struktiira — kompaktiSka
bei iskreipta atvira S-statiné, suformuota astuoniy antilygiagreCiy f-juosty f-laksto.
Skirtingai nei galima tikétis, nustatytas reikSmingas GT-IU32-CGD erdvineés
struktiros giminingumas transliacijos veiksniy domeny erdvinei strukturai
(217, 218, 219, 220). Elongacijos veiksniy GT-IU32-CGD giminingos erdvinés
struktiros domenai sgveikauja su tRNR (221). Charakterizuotas GT-IU32
gebéjimas specifiSkai in vitro sgveikauti su dgRNR netiesiogiai patvirtino
GT-IU32-CGD funkcionavimg GT-IU32 sgveikos su dgRNR domenu. Virusy
peptidaziy, gebanciy sgveikauti su RNR, domeninei organizacijai tipisku atveju

budingas vienas sgveikos su nukleortigStimi domenas (249, 250).
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Nors peptidaziy gebé¢jimas sgveikauti su RNR molekulémis charakterizuotas
(251, 252, 250), taciau pastaroji proteoliziniy fermenty charakteristika néra
tipiSka (1). Charakterizuotos peptidazes, saveikaujancios su RNR, priskiriamos
skirtingoms asparto riigsties, cisteino arba serino peptidaziy tipy Seimoms (1).
Prokarioty ir eukarioty peptidaziy, kuriy gebé¢jimas sgveikauti su vgRNR
nustatytas, uZtikrina namy ruoSos funkcijas, taigi pastaryjy hidrolaziy
aktyvumas grieztai reguliuojamas (252, 253). Virusy peptidazes,
sgveikaujanc¢ios su RNR, svarbios virusy baltymy polipeptidy brendimui bei
virusy replikacijai (254, 255). Tikslingai tyrus virusy peptidaziy sgveikos su
RNR specifiSkuma bei sgveikos jtaka peptidaziy funkcionalumui, nustatyta, jog
virusy peptidaziy vgRNR grandinés sekai specifiska in vivo sgveika su vgRNR
svarbi peptidaziy funkcionalumo reguliavimui (251, 254, 255).

Charakterizuota GT-IU32 domeniné organizacija — GT-IU32-NGD ir
GT-IU32-CGD jungiami tikétinai domeny lankstuma tarpusavio atzvilgiu
uztikrinanc¢io nestruktiirizuoto jungties regiono — patvirtino U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidaziy numatyta moduling domenin¢ organizacija (1).
GT-IU32-CGD erdviné struktura charakterizuota, tac¢iau GT-IU32 erdviné
struktira iSlieka neiSspresta, neiSsprendus GT-IU32-NGD, demonstravusio
iSreik§ta  polink; agreguoti, erdvinés struktiiros. Pradinio GT-IU32
charakterizavimo metu GT-IU32 erdviné struktira in silico nenumatyta, nes
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy erdvings strukttiros nebuvo tirtos
(D. Kazlauskas, nepublikuoti rezultatai). Schacherl et al., 2015 charakterizuota
Mk0906 erdvine struktiira — iSkreipta TIM p/a-statiné. Pastaroji galimai
peptidazé¢  iSlicka  vienintele  charakterizuotos  erdvinés  struktiiros
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaze. Mk0906 seka in silico atitinka
GT-IU32-NGD, tuo tarpu Mk0906 struktiiroje domenas, analogiskas GT-IU32-CGD,
nenustatytas (113). GT-IU32-NGD sekos identiSkumas Mk0906 sekai
nepakankamas in silico patikimai numatyti GT-IU32-NGD erdving struktiira.
Visgi nustatytas GT-IU32 sekos homologiskumas Mk0906 bei GT-IU32 sekoje
tikétinai nustatytas TIM p/a-statinés sanklodos fosfato jungimosi domenas

TIM p/o-statinés sanklodos GT-IU32-NGD erdvinés struktiiros organizacija
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netiesiogiai patvirtino. NenustaCius GT-IU32 homodimerizacijos jtakos
charakterizuotos peptidazés sgveikai su nukleortigstimis, tikétina, jog GT-IU32
homodimerizacija bei sgveika su nukleortig§timis uZtikrina nepriklausomai
funkcionuojantys GT-IU32 monomero domenai. GT-IU32-CGD tikétino
sgveikos su dgRNR domeno svarba GT-1U32 homodimerizacijai néra tikétina,
tuo tarpu GT-IU32-NGD tikétino katalizinio domeno svarba GT-IU32
homodimerizacijai pagrjstai tikétina. GT-IU32 gebéjo homodimerizuotis
disulfidiniais tilteliais, o charakterizuotos peptidazés sekoje cisteino liekanos
sutinkamos tik GT-IU32-NGD sekoje. GT-IU32 homodimero tikétino
labilumo, lemiamo GT-IU32-CGD lankstumo disulfidiniais tilteliais
susijungusiy GT-IU32-NGD atzvilgiu, svarba GT-IU32 monomero sgveikai su
dgRNR akivaizdi. GT-IU32-NGD struktiirinio tipo sgveika su cinko katijonu,
reikSmingai didinusiu GT-IU32 monomero termostabilumg, iSlieka pagristai
tikétina — GT-IU32-CGD saveika su minétu katijonu, charakterizavus domeno
erdving, struktiirg nenustatyta.

Pagausinus GT-SM3B ir GT-IU32 geny sekas bei in vitro detektavus GT-SM3B
ir GT-IU32 aktyvuma, patvirtinta prielaida, jog G. thermoleovorans DSM 15325
chromosomoje koduoja sekretuojamg M3 proteoliziniy fermenty Seimos
M3B poseimio metalo oligopeptidaze ir ilgosios grandinés U32 proteoliziniy
fermenty Seimos peptidaze. GT-IU32 geno transkripcijos ir GT-IU32 raiSkos
charakterizavimas G. thermoleovorans DSM 15325 taip pat patvirtino, jog
GT-IU32 genas, kaip ir GT-TU32 genas (196, 197), néra pseudogenas.

GT-SM3B ir GT-IU32 — termoaktyviy bei termostabiliy kolagenoliziniy
endopeptidaziy charakteristikos leidzia apibrézti neanalogiska charakterizuoty
peptidaziy homodimery, tikétina, in vivo funkcionaliy natyviy oligomeriniy
buviy funkcine svarbg G. thermoleovorans DSM 15325. Numacius GT-SM3B
geno induktyvig raiSka bei sekrecijg ir in vitro charakterizavus GT-SM3B
kolagenolizinj aktyvuma, substratais naudojus kolageno oligopeptidy miSinius,
netiesiogiai patvirtinta charakterizuotos oligopeptidazés svarba
G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai. Charakterizavus eksponentinés

augimo fazés metu konstitutyvig, nuo kultivavimo temperatiiros nepriklausoma
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GT-1U32 geno transkripcija bei neintensyvig GT-1U32 raiska ir in vitro
detektavus GT-IU32 vangy kolagenolizinj aktyvuma, kartu nustacius iSreiksta
substrating specializacijg, nepatvirtinta charakterizuotos peptidazés svarba
G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai. Bakterijy kolagenoliziniy peptidaziy
sgveikos su kolagenu domenai (8, 9), charakterizavus GT-IU32 domening
organizacija, nenustatyti, tuo tarpu charakterizuotai peptidazei bidingas
GT-IU32-CGD, tikétinai uZtikrinantis charakterizuota GT-IU32 iSreikSto
gimimingumo specifiSka saveika su dgRNR. GT-IU32 sekos elementai,
atitinkantys Mk0906 struktiiroje nustatyta tikéting aktyvyji centra, prieinama
tik hidrofobinéms aminoriig§¢iy grandinéms ar hidrofobinéms molekuléms (113),
neidentifikuoti. Visgi GT-IU32-NGD tikétino GT-IU32 katalizinio domeno
struktiirinés organizacijos elementai, uZtikrinantys aktyviojo centro prieinamuma
mazos molekulinés masés fibriliniams substratams, bet ribojantys globuliniy
substraty patekimg j aktyvyji centra, pagristai tikétini — GT-IU32 homodimeras
peptidolizavo tik i§ dalies denatiiruota kolageng. GT-IU32 homodimeras
geobacilos citoplazmoje, tikétina, peptidolizuoja su RNR molekulémis
sgveikaujan¢iy baltymy, svarbiy lastelées RNR funkcijy uZtikrinimui ir/ar
valdymui, kolagenui  analogiSkos  struktiiros = domenus.  GT-IU32
charakteristikos leidzia charakterizuotos peptidazés funkcine svarbg sieti su
namy ruosos funkcijy uztikrinimu G. thermoleovorans DSM 15325.
Charakterizavus  G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai
produkuoty ekstralgsteliniy kolagenoliziniy peptidaziy svarba proteoliziniy
geobacily kolagenolizinio potencialo wuztikrinimui, taip pat netiesiogiai
nustatytas  geobacily  gebéjimas  adaptyviai  valdyti  konstitutyviy
kolagenoliziniy metalo peptidaziy produkcija j ekstralgsteling aplinkg bei
kolageno jsisavinimo efektyvinimg. Proteoliziniy geobacily pradiniy kolageno
jsisavinimo etapy  valdymo charakterizavimo svarba  pazymi
G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinio potencialo tyrimo plétotés
svarbg. GT-SM3B ir GT-IU32 charakterizavimo rezultatai taip pat pazymi
charakterizuoty endopeptidaziy tyrimo plétotés svarbg. GT-SM3B svarba
kolageno oligopeptidy jsisavinimui bei G. thermoleovorans DSM 15325

127



adaptaciniam plastiSkumui in vivo iSlieka nedetalizuotas. Charakterizuotos
oligopeptidazés apibréztas biotechnologinis pritaikomumas taip pat islieka
nedetalizuotas. GT-1U32 kolagenolizinis aktyvumas patvirtintas, taciau
katalizinis mechanizmas iSlieka nenustatytas. U32 proteoliziniy fermenty
Seimos funkcinis heterogeniSkumas netiesiogiai patvirtintas, nepatvirtinus
GT-1U32 svarbos G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai, taciau pagrjstai
tikétina GT-IU32 svarba namy ruoSos funkcijy uztikrinimui in vivo iSlieka
nedetalizuota. Svarbu plétoti GT-IU32 tyrimg atsizvelgus ] pagristai tikéting
GT-IU32 ir GT-TU32 tarpusavio saveika G. thermoleovorans DSM 15325 (197).
Charakterizuotos erdvinés struktiiros GT-IU32-CGD, tipiSku atveju nebudingo
U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy domeninei organizacijai,
tikétinai uztikrinamos GT-IU32 specifiSkos saveikos su dgRNR funkciné
svarba iSlieka nedetalizuota, tuo tarpu analogiski GT-IU32-CGD domenai visgi
identifikuoti charakterizuoty U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy
sekose (1), taip pat ir U32 proteoliziniy fermenty Seimos holotipininés PrtC
peptidazés sekoje (9).

Charakterizuoty GT-SM3B ir GT-1U32 priskirtinumas proteoliziniy
fermenty Seimoms patvirtintas (1, 256). GT-SM3B priskirta M3 proteoliziniy
fermenty Seimos M3B poseimio oligopeptidazéms F — MEROPS M03.007 (1).
GT-IU32 priskirta U32 proteoliziniy fermenty Seimos Helicobacter-tipo
kolagenazéms — MEROPS U32.002 (256). GT-IU32-CGD analogiski domenai
sekmingai identifikuojami U32 proteoliziniy fermenty Seimos peptidaziy sekose (137).
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ISvados

1. Optimaliomis augimui salygomis G. thermoleovorans DSM 15325
eksponentinés augimo fazés metu konstitutyviai | ekstralgsteling aplinka
produkavo Pz-peptidaziy A ir B bei bacilolizino homologus.

2. GT-SM3B - termostabili cinko oligoendopeptidazé, gebanti
homodimerizuotis.

3. GT-SM3B monomerui  ir  homodimerui  biidingas  platus
oligopeptidolizinis aktyvumas kolageno oligopeptidams.

4.  GT-IU32 identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325 vidulasteliniy
baltymy preparate masiy spektrometrija. Eksponentinés augimo fazés
metu GT-IU32 konstitutyvi raiska nepriklausé nuo G. thermoleovorans DSM 15325
kultivavimo temperatiiros.

5. Termoaktyvus GT-IU32 homodimeras peptidolizavo 1§ dalies denatiiruota
I tipo kolageng. GT-IU32 homodimerizavosi disulfidiniais tilteliais bei
specifiskai in vitro sgveikavo su dgRNR. Cinko katijonai didino GT-IU32
monomero termostabiluma.

6.  Auksta skiriamgja geba iSspresta GT-IU32-CGD erdving struktiira — kompaktiska
bei iSkreipta atvira f-statine, suformuota aStuoniy antilygiagrec€iy S-juosty

[-laksto, gimininga transliacijos veiksniy domeny struktiirai.
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