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Santrumpų sąrašas 

2-ME – 2-merkaptoetanolis 

AT-PGR – atvirkštinės transkripcijos PGR 

DTT – ditiotreitolis 

EDTA – etilendiaminotetraacto rūgštis 

EGTA – etilenglikolio tetraacto rūgštis 

IPTG – izopropil-β-D-tiogalaktopiranozidas 

L – Luria 

LB – Luria-Bertani 

NDS-PAGE – natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio elektroforezė 

mM9 – modifikuota M9 

PGR – polimerazinė grandininė reakcija 

PMSF – fenilmetansulfonilfluoridas 

TCEP – tris(2-karboksietil)fosfinas 

 

GT-KP100 – G. thermoleovorans DSM 15325 100 kDa kolagenolizinė peptidazė 

GT-KP120 – G. thermoleovorans DSM 15325 120 kDa kolagenolizinė peptidazė 

GT-KP130 – G. thermoleovorans DSM 15325 130 kDa kolagenolizinė peptidazė 

GT-SM3B – G. thermoleovorans DSM 15325 sekretuojama M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimio peptidazė 

GT-IU32 – G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinės U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazė 

GT-IU32-NGD – G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinės U32 

proteolizinių fermentų šeimos peptidazės N-galinis domenas 

GT-IU32-CGD – G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinės U32 

proteolizinių fermentų šeimos peptidazės C-galinis domenas 

GT-TU32 – G. thermoleovorans  DSM 15325 trumposios grandinės U32 

proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazė 
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Įvadas 

Proteolizinių fermentų* – peptidinio ryšio hidrolazių – svarba organizmams 

daugialypė. Katalizuodamos peptidinio ryšio hidrolizę peptidazės uţtikrina 

daugelį namų ūkio funkcijų bei baltymų įsisavinimą. Genomuose peptidazių 

genai sudaro 2-5 % visų genų (3). 

Organizmų evoliucija lėmė proteolizinių fermentų specializaciją bei 

savitų charakteristikų derinių, optimalių funkcijų uţtikrinimui, įgijimą, todėl 

peptidazių erdvinės struktūros, katalizinių ir reguliavimo mechanizmų 

charakteristikos heterogeniškos (4). Charakterizuoto katalizinio mechanizmo 

proteoliziniai fermentai priskiriami asparto rūgšties, cisteino, glutamo rūgšties, 

metalo, serino, treonino, mišraus mechanizmo peptidazėms arba asparagino 

liazėms, tuo tarpu nenustatyto katalizinio mechanizmo peptidazės formaliai 

priskiriamos vienam tipui (2, 5). Serino ir metalo peptidazės dominuoja 

organizmų genomuose (6). Nenustatyto katalizinio mechanizmo peptidazių 

genai sudaro maţiau nei vieną procentą visų peptidazių genų (2). 

Proteoliziniai fermentai aktyviai tiriami, visgi didţioji peptidazių 

įvairovės dalis išlieka netirta (7, 2). Organizmų genomuose konservatyvių bei 

paplitusių galimai peptidazių genų, taip pat ir homologiškų nenustatyto 

katalizinio mechanizmo peptidazėms, įvairovė taip pat išlieka fragmentiškai 

tirta (7). Daugelio išsamiai charakterizuotų in vitro peptidazių funkcionalumas 

in vivo išlieka netirtas (4). 

Nepatogeninių bakterijų koduojamų kolagenolizinių peptidazių įvairovė 

fragmentiškai charakterizuota, tuo tarpu patogeninių bakterijų kolagenolizinių 

peptidazių įvairovė bei funkcinė svarba detaliai charakterizuotos (8, 9). 

Termofilinių proteolizinių bakterijų kolagenolizinis potencialas, tipišku atveju 

nustatomas tiriant bakterijų gebėjimą augti įsisavinant baltymus, tikslingai 

nebuvo tirtas (10), todėl termofilinių bakterijų kolageno įsisavinimo eiga bei 

fiziologinė svarba išlieka fragmentiškai charakterizuotos.  

                                                 
*Proteolizinių fermentų nomenklatūra ir klasifikacija pateikta atsiţvelgus į MEROPS duomenų bazės peptidazių 

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

Nustatyti G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvių peptidazių 

kolagenolizinio aktyvumo svarbą kolageno įsisavinimui bei charakterizuoti 

M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio oligopeptidazę ir 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazę. 

Uţdaviniai 

1. Nustatyti G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimą konstitutyviai 

produkuoti kolagenolizines peptidazes bei identifikuoti detektuotus 

fermentus. 

2. Charakterizuoti G. thermoleovorans DSM 15325 sekretuojamą 

M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio oligopeptidazę. 

3. Nustatyti ilgosios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazės raišką G. thermoleovorans DSM 15325 bei charakterizuoti 

fermentą. 

4. Charakterizuoti G. thermoleovorans DSM 15325 ilgosios grandinės 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazės erdvinę struktūrą. 

Ginamieji teiginiai 

1. G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimas konstitutyviai į ekstraląstelinę 

aplinką produkuoti kolagenolizines peptidazes atspindi proteolizinių 

geobacilų adaptyvų plastiškumą. 

2. GT-SM3B – termostabili plataus substratinio specifiškumo cinko 

oligoendopeptidazė. 

3. GT-IU32 charakteristikos rodo U32 proteolizinių fermentų šeimos 

struktūrinį bei funkcinį heterogeniškumą. 

4. GT-IU32 specifiškai in vitro sąveikauja su dgRNR. 
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Mokslinis naujumas 

Numatytas termofilinių bakterijų gebėjimas konstitutyviai produkuoti 

kolagenolizines peptidazes pirmą kartą patvirtintas detektavus 

G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuotas kolagenolizines 

peptidazes. Charakterizavus G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvių 

peptidazių kolagenolizinio aktyvumo sinergizmą, pirmą kartą nustatyta, jog 

termofilinės bakterijos pradeda skaidyti kolageną ekstraląstelinėje aplinkoje 

veikiant konstitutyvių kolagenolizinių peptidazių katabolinei kaskadai. 

GT-SM3B iš G. thermoleovorans DSM 15325 yra pirmoji 

charakterizuota termofilinių bakterijų sekretuojama metalo oligopeptidazė bei 

pirmoji metalo oligopeptidazė, kuriai pritaikytas sekrecinis produkavimas. 

Nustatytų GT-SM3B charakteristikų derinys, lyginant su tirtų metalo 

oligopeptidazių charakteristikomis, išsiskiria, nes GT-SM3B būdingos 

charakteristikos anksčiau nustatytos charakterizuojant termoaktyvias metalo 

oligopeptidazes arba mezofilinių bakterijų metalo oligopeptidazes. 

GT-IU32 iš G. thermoleovorans DSM 15325 yra pirmoji charakterizuota 

termofilinių bakterijų U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazė bei pirmoji 

bakterijų peptidazė, kurios specifiška sąveika su dgRNR nustatyta. Numatyta 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių modulinė domeninė organizacija 

pirmą kartą patvirtinta charakterizavus GT-IU32 domeninę organizaciją. 

Izoliuotas GT-IU32-CGD – pirmasis išspręstos erdvinės struktūros              

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių domenas – išlieka vieninteliu 

charakterizuotos erdvinės struktūros U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazių domenu, kurio funkcijos tiesiogiai nesietinos su katalizinio 

aktyvumo uţtikrinimu. 
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Mokslinė reikšmė 

Konstitutyvių kolagenolizinių peptidazių svarbos termofilinių bakterijų 

kolagenolizinio potencialo uţtikrinimui charakterizavimas įgalina nuosekliai 

suvokti kolagenolizinio potencialo funkcinę svarbą bei kolageno skaidymo 

eigą. Charakterizavus GT-SM3B apibrėţtas oligopeptidazės biotechnologinis 

pritaikomumas. GT-SM3B ir GT-IU32 charakterizavimo rezultatai reikšmingi 

M3 ir U32 proteolizinių fermentų šeimų peptidazių savybių bei funkcinės 

svarbos suvokimui. G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinio 

potencialo bei kolagenolizinių peptidazių charakterizavimo rezultatai svarbūs 

siekiant plėtoti termofilinių bakterijų proteolizinių fermentų tyrimus. 
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1. Literatūros apţvalga 

1.1. Kolageno struktūra ir erdvinės struktūros organizacija 

Kolagenas – esminis organizmų struktūrinis 

baltymas (1 pav.) (11). Archėjų ir bakterijų genai 

koduoja kartotinį aminorūgščių Gly-Xaa-Xaa 

motyvą, uţtikrinantį kolageno erdvinę sanklodą, 

taigi prokariotų baltymų erdvinei struktūrai 

būdingi struktūros elementai, analogiški kolageno 

erdvinei struktūrai (12). Prokariotams pirmiesiems 

išnaudojus kolageno erdvinės sanklodos 

uţtikrinamą funkcinį potencialą ir 

neišvengiamai susidūrus su būtinybe 

peptidolizuoti kolageną, ilgainiui prokariotų 

peptidazės pirmosios įgijo kolagenolizinį 

aktyvumą (8). Daugialąsčiuose kolagenas tapo 

būtinu ekstraląstelinio matrikso struktūrizuotumo 

uţtikrinimui. Prokariotų kolagenolizinės 

peptidazės ilgainiui įgijo gebėjimą proteolizuoti 

prokariotams nebūdingą fibrilinį kolageną. Patogeninėms bakterijoms 

kolagenazės – fibrilinio kolageno proteazės uţtikrina virulentiškumą bei 

netiesiogiai svarbios mitybai, tuo tarpu nepatogeninėms bakterijoms 

kolagenazės uţtikrina galimybę įsisavinti fibrilinį kolageną mitybai (13, 9). 

Fibriliniam kolagenui būdinga hierarchinė struktūros organizacija bei 

gebėjimas suformuoti makromolekulinius agregatus. Stuburinių gyvūnų 

fibrilinio kolageno struktūrai būdingos tipinės struktūros charakteristikos, 

tačiau skirtingų baltymų struktūrose taip pat charakterizuoti fibrilinio kolageno 

struktūrai tipiški elementai (14). Baltymo struktūra, analogiška kolageno 

erdvinei struktūrai, jei baltymo erdvinėje struktūroje dominuoja trijų 

polipeptidinių grandinių formuojama superspiralė, kurios kiekvienos grandinės 

sekoje vienas ar kelis motyvai formuojami kartotinio motyvo Gly-Xaa-Xaa (15). 

A 

B 

1 pav. Kolageno superspiralės 

erdvinė struktūra. A: superspiralės 

grandinių išsidėstymas; B: superspiralės 

grandinių sudaromos jungtys (11). 

PDB 1CAG 
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Tipišku atveju pastarieji struktūros elementai uţtikrina baltymo gebėjimą 

spontaniškai formuoti makromolekulinius agregatus ekstraląstelinėje aplinkoje (16). 

Baltymai, kurių erdvinės struktūros organizacijoje dominuoja globuliniai 

domenai, tačiau būdingas taip pat ir analogiškai kolagenui superspiralizuotas 

domenas, charakterizuoti, bet superspiralizuota erdvinės struktūros sankloda 

tipiška tik fibriliniam kolagenui (14). 

Charakterizuota daugiau nei trisdešimt stuburinių kolageno tipų, tačiau 

skirtingų kolagenų tipų erdvinėse organizacijose charakterizuotos analogiškų 

struktūrinių charakteristikų superspiralės. Detaliai charakterizuota I, II bei III 

tipų kolageno superspiralių erdvinė struktūra. Fibrilinio kolageno superspiralės 

sankloda – ištęsta kairiojo sukinio II tipo poliprolino spiralė. Spiralės jungtys 

tik trans-izomerinės (17). Kolageno superspiralės topoizomerizacija in vitro ar 

in vivo nėra nustatyta (18). II tipo poliprolino spiralės saklodą uţtikrina 

Gly-Xaa-Xaa motyvas, tipišku atveju antroji motyvo aminorūgštis – prolinas, 

trečioji – 4-hidroksiprolinas (11). Visgi skirtingų kolageno tipų kartotinio motyvo 

sekose identifikuotos taip pat ir kitos aminorūgštys. Motyvo sekos variabumas 

svarbus, nes įgalina skirtingų kolageno tipų molekulėms įgyti savitas struktūros 

charakteristikas, svarbias kolageno tipų funkcionalumo specializacijai. 

Kolageno superspiralės šerdyje išsidėsto glicino Cα atomų vandenilio atomas, 

tuo tarpu aminorūgščių radikalai išsidėsto superspiralės išorėje, todėl nėra 

izoliuoti ir gali sudaryti skirtingos struktūrinės ir/ar funkcinės svarbos sąveikas 

(1 pav.) (17). Charakterizuotos dvi II tipo poliprolino spiralės sūkio periodiškumo 

simetrijos. Esminė superspiralės simetrija 10/3 – trys sūkiai dešimties 

aminorūgščių liekanų sekai, 26,8 Å ašinis pasikartojimas, tačiau superspiralės 

grandinės taip pat gali išsidėstyti simetrija 7/2 – du sūkiai septynių aminorūgščių 

liekanų sekai, 20 Å ašinis pasikartojimas (14, 11). Jei kolageno kartotinio 

Gly-Xaa-Xaa motyvo sekoje dominuoja iminorūgštys superspiralei būdinga 

10/3 simetrija, tuo tarpu kartotinio motyvo seka – Gly-Pro-Hyp lemia 

superspiralės 7/2 simetriją (17). Pastaroji simetrija svarbi kolageno 

polipeptidinių grandinių spontaniškos superspiralizacijos uţtikrinimui (11). 
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Kolageno superspiralės erdvinė struktūra nėra labili (19). Kolageno 

grandinių atomai išsidėstydami kolageno superspiralėje sudaro van der Valso 

sąveikas, kurios svarbios superspiralės sanklodos stabilumo palaikymui, tačiau 

superspiralės II tipo poliprolino spiralės sanklodos uţtikrinimui svarbesnis 

sudarytų vandenilinių jungčių tinklas (1 pav.) (11). 

Vandenilinės jungtys, sudaromos tarp amido ir karbonilo grupių, yra 

stabiliausios kolageno superspiralės vandenilinės jungtys (14). Kiekvienos 

kolageno superspiralės grandinės kartotinio Gly-Xaa-Xaa motyvo glicino 

amido grupė sudaro vandenilinę jungtį su vienos iš dviejų likusių superspiralės 

polipeptidinės grandinės kartotinio motyvo aminorūgšties liekanos uţ motyvo 

glicino karbonilo grupe. Tuo atveju, jei kartotinio motyvo sekoje uţ glicino 

sutinkamas, ne prolinas kolageno superspiralės grandinių atomai sudaro 

priešingos krypties vandenilines jungtis tarp minėtos aminorūgšties liekanos uţ 

glicino amido grupės ir vienos iš dviejų likusių superspiralės polipeptidinės 

grandinės kartotinio motyvo glicino karbonilo grupės (14). Pastarosios 

vandenilinės jungtys svarbios kolageno tipų, kurių polipeptidinėms grandinėms 

nėra tipiškas prolinas, superspiralės stabilumo uţtikrinimui. Vandens molekulė, 

medijuojanti vandenilines jungtis tarp superspiralės grandinių aminorūgščių 

liekanų amido grupių ir glicino karbonilo grupės, taip pat gali sudaryti 

vandenilines jungtis su kolagenų kartotinio motyvo sekai tipišku 

4-hidroksiprolinu (20). 

Vandenilinės jungtys, sudaromos tarp kolageno superspiralės 

polipeptidinių grandinių Cα atomų vandenilio ir karbonilo grupės, taip pat 

svarbios, tačiau nėra esminės kolageno superspiralės stabilizavimui (11). 

Kolageno superspiralės polipeptidinių grandinių Cα atomų vandenilis sudaro 

vandenilines jungtis su vienos iš dviejų likusių superspiralės grandinių glicino 

vandenilio atomu arba prolino aminorūgšties liekanos karbonilo grupe. 

Charakterizavus kolageno superspiralės erdvinę struktūrą, nustatytos taip pat 

analogiškos vandenilinės jungtys, sudaromos 4-hidroksiprolino Cα atomų 

vandenilio ir vienos iš dviejų likusių superspiralės grandinių 4-hidroksiprolino 

karbonilo grupės (14). 
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Skirtingai nei tipiška baltymų erdvinės struktūros sanklodoms, kolageno 

polipeptidinės grandinės vandenilines jungtis sudaro tarpusavyje – tipišku atveju 

baltymų polipeptidinės grandinės vandenilines jungtis sudaro tarp polipeptido 

skirtingų aminorūgščių liekanų. Kolageno polipeptidinių grandinių sekose 

tipiškas glicino aminorūgšties liekanos kartotinumas uţtikrina vandenilinių 

jungčių tinklo sudarymą II tipo poliprolino spiralės sanklodoje (20). 

Kolageno II tipo poliprolino spiralės sankloda uţtikrina fibrilinio 

kolageno erdvinės organizacijos stabilumą bei superspiralizacijos 

spontaniškumą. II tipo poliprolino spiralės sankodą stabilizuoja grandinių 

sudaromos jungtys, tuo tarpu II tipo poliprolino spiralės sankodą lemia 

kolageno polipeptidinių grandinių kartotinio motyvo Gly-Pro-Hyp sekoje 

sutinkamos iminorūgštys – prolinas ir 4-hidroksiprolinas (11). Kolageno 

superspiralės kartotinio motyvo Gly-Pro-Hyp sekoje, tipiškoje stuburinių 

fibrilinių kolagenų polipeptidinėms sekoms, sutinkamas 4-hidroksiprolinas 

reikšmingai stabilizuoja kolageno superspiralės erdvinę struktūrą (17). II tipo 

poliprolino spiralės sankloda išsidėsčiusių polipeptidinių grandinių jungčių 

labilumą riboja Gly-Pro-Hyp motyvo prolino ir 4-hidroksiprolino Cα atomo 

radikalų ţiedų bei papildomi steriniai efektai. Bakterijos negeba hidroksilinti 

prolino, todėl bakterijų baltymų kolageno analogiškos erdvinės struktūros 

domenų superspiralių stabilizavimo mechanizmams būdingi saviti eukariotų 

fibriliniams kolagenams nebūdingi superspiralės stabilizavimo mechanizmai (14). 

Kolageno superspiralės šerdis nėra hidrofobinė, todėl hidrofobinės jungtys 

superspiralės stabilizavimui neturi įtakos. Vykstant kolageno polipeptidinių 

grandinių superspiralizacijai vyksta superspiralės grandinių desolvatacija, 

svarbi superspiralizacijos spontaniškumo uţtikrinimui (20). 

Superspiralės – esminis baltymų erdvinių struktūrų elementas, tuo tarpu 

II tipo poliprolino spiralės sankloda tipiška tik kolagenui. Baltymų, kurių 

domeninei organizacijai būdingas kolagenui analogiškos struktūros domenas, 

spiralės trumpos bei neuţtikrina makromolekulinių agregatų formavimo (18). 

Fibrilinių kolagenų superspiralės efektyviai sąveikauja suformuodamos 

makromolekulinius agregatus (11). 
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Esminis fibrilinio kolageno makromolekulinis agregatas – fibrilė, 

spontaniškai formuojama (21) sąveikaujančių fibrilinio kolageno 

superspiralių (18). Prokariotų ir eukariotų produkuojamos kolagenazės geba 

proteolizuoti kolageno superspirales, sąveikaujančias tarpusavyje fibrilėje (22). 

Fibrilinio kolageno fibrilės kolageno superspiralės sudaro elektrostatines ir 

hidrofobines bei kovalentines jungtis (21). 

Kolageno superspiralių grandinių aminorūgščių šoninių grandinių 

radikalai sudaro elektrostatines ir hidrofobines jungtis, tuo atveju jei kolageno 

superspiralės palankiai išsidėsto tarpusavio atţvilgiu. Hidrofobines kolageno 

superspiralių sritis sudarančias hidrofobines jungtis superspiralių sudaromos 

elektrostatinės jungtys izoliuoja (15). Kovalentiniai ryšiai svarbūs fibrilės 

stabilizavimui, tačiau nėra esminiai. Kiekvienos fibrilės kolageno superspiralės 

telopeptidas sudaro kovalentinį ryšį su ţemiau išsidėsčiusios kolageno 

superspiralės aminorūgščių liekanų šoninių grandinių radikalais (15). 

Bakterijų baltymai, kurių domeninei organizacijai būdingas kolagenui 

analogiškos erdvinės struktūros domenas, tipišku atveju charakterizuoti tyrus 

patogeninių bakterijų baltymus (23, 24, 25, 26, 27). Streptococcus pyogenes 

kamienų ląstelių paviršiaus baltymų Scl1 ir Scl2 domeninėje organizacijoje 

charakterizuoti superspiralizuoti domenai, kurių stabilumas analogiškas 

fibrilinio kolageno superspiralių stabilumui (28). Scl1 baltymą atpaţįsta ţmogaus 

I tipo kolageno receptorius (29). Escherichia coli bei Bacillus anthracis kamienų 

baltymų struktūrose taip pat charakterizuoti kolagenui analogiškos struktūros 

domenai (26). Bakterijų baltymų kolagenui analogiškos struktūros domenus 

stabilizuoja elektrostatinės ir polinės šoninių grandinių jungtys (30). Prolino 

aminorūgšties liekanos taip pat svarbios bakterijų kolagenui analogiškos 

struktūros domenų sanklodų stabilizavimui (30). Baltymų kolagenui analogiškos 

struktūros domenai tipišku atveju uţtikrina baltymų globulinių domenų stabilų 

išsidėstymą ir/ar izoliavimą arba uţtikrina baltymų oligomerizaciją (18). 

Bakterijų baltymai, kurių domeninei organizacijai būdingi kolagenui 

analogiškos struktūros domenai, tipišku atveju – bakterijų paviršiaus baltymai, 

svarbūs sporos dangalų formavimui ar virulentiškumui (31, 26, 32). 
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Proteoliziniai fermentai tipišku atveju specifiški substrato erdvinei 

struktūrai (33). Proteoliziniai fermentai gebantys hidrolizuoti kolageną 

specifiški kolageno struktūros organizacijai, o kolagenolizinės oligopeptidazės 

taip pat specifiškos kolageno oligopeptidų grandinės sekai bei ilgiui (13). 

Kolagenolizinės peptidazės tiriamos daugiau nei penkiasdešimt metų, tačiau 

kolagenolizinių peptidazių įvardijimo atsiţvelgus į substratinį specifiškumą 

apibrėţtys nėra nusistoveję. Charakterizavus peptidazės kolagenolizinį 

aktyvumą, hidrolazė pagrįstai įvardijama kolagenolizine. Kolagenazės 

sekretuojamos kolagenolizinės peptidazės proteolizuojančios fibrilinį kolageną 

fiziologinėmis sąlygomis, tuo tarpu ţelatinazės peptidolizuoja denatūruotą 

fibrilinį kolageną. Kolagenolizinės oligopeptidazės, tipišku atveju 

viduląstelinės peptidazės, peptidolizuoja kolageno oligopeptidus (8). 

Prokariotai ir eukariotai fibrilinį kolageną skaido pasitelkdami minėtų 

specifiškumų kolagenolizines peptidazės (13, 10). Eukariotų kolageno 

skaidymo eiga, lyginant su prokariotų, išsiskiria, nes eukariotuose kolageno 

skaidymas grieţtai reguliuojamas kartu eukariotų kolagenazės, kaip tipiška 

matrikso metalo proteinazėms, pradinio kolageno skaidymo etapo metu 

hidrolizuoja kolageno polipeptidinę grandinę grieţtai specifiškai superspiralės 

galų atţvilgiu (34). 

Termofilinių bakterijų kolageno skaidymo eiga analogiška mezofilų 

kolageno skaidymo eigai, tačiau termofilams tipiškų charakteristikų 

kolagenazės nebūdingos (9, 8). Fibrilinis kolagenas nėra termostabilus (35), 

todėl termofilai įsisavina tik iš dalies denatūruotą kolageną (8). Pradinių 

kolageno skaidymo etapų metu aktyvios termofilų kolagenolizinės peptidazės 

peptidolizuojančios iš dalies denatūruotą kolageną funkcine svarba atitinka 

mezofilų bei eukariotų kolagenazes. Termofilams kolageno įsisavinimui taip 

pat svarbos kolagenolizinės oligopeptidazės (36). 

1.2. Bakterijų kolagenolizinės peptidazės 

Proteoliziniai fermentai klasifikuojami atsiţvelgus į katalizės mechanizmą 

bei sekų homologiškumą (1, 2). Substratinis specifiškumas peptidazių 
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klasifikacijai nėra esminis kriterijus. Proteolizuoti ir/ar peptidolizuoti kolageną 

geba skirtingų katalizinių mechanizmų peptidazės ar oligopeptidazės, todėl 

kolagenolizinės peptidazės bei kolagenolizinės oligopeptidazės priskiriamos 

skirtingų proteolizinių fermentų tipų skirtingoms šeimoms (1, 2). Charakterizuotos 

bakterijų kolagenazės priskiriamos M9 bei S1, S8 ir S53 proteolizinių fermentų 

šeimoms (1). Charakterizuotos bakterijų kolagenolizinės oligopeptidazės 

priskiriamos M3, M4 ir M13 proteolizinių fermentų šeimoms (1). Tuo tarpu 

nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiškai charakterizuotos bakterijų 

kolagenolizinės peptidazės priskiriamos U32 proteolizinių fermentų šeimai (1). 

M9 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamos Vibrio spp. ir klostridijų 

kolagenazės. Vibrio spp. kolagenazės sudaro M9 proteolizinių fermentų šeimos 

M9A pošeimį, tuo tarpu klostridijų kolagenazės priskiriamos M9 proteolizinių 

fermentų šeimos M9B pošeimiui. M9 proteolizinių fermentų šeimos M9A 

pošeimio holotipinė peptidazė – bakterijų kolagenazė V arba vibrio kolagenazė 

(MEROPS M09.001) iš Vibrio alginolyticus subsp. iophagus I.029, sekretuojama 

induktyvi peptidazė, svarbi bakterijų mitybai (37). Vibrio kolagenazė proteolizuoja 

ţuvų fibrilinį kolageną uţtikrindama Vibrio alginolyticus galimybę kolonizuoti 

ţuvų audinius bei kartu įsisavinti kolageno oligopeptidus mitybai (38). 

Charakterizavus vibrio kolagenazės fiziologinę svarbą taip pat nustatyta, jog 

kolagenazės sekreciją reguliuoja deguonies kiekis bei temperatūra (39). 

Vibrio kolagenazė geba proteolizuoti fibrilinį kolageną efektyviau nei 

eukariotų matrikso metalo proteinazės, tačiau analogiškai eukariotų 

kolagenazėms vibrio kolagenazė pradinio kolageno skaidymo etapo metu 

hidrolizuoja kolageno polipeptidinę grandinę specifiškai superspiralės galų 

atţvilgiu (38). Eukariotų kolagenazės aktyviausiai hidrolizuoja peptidinį ryšį tarp 

Gly-Leu ar Gly-Ile aminorūgščių liekanų, tuo tarpu vibrio kolagenazė – tarp 

Xaa-Gly aminorūgščių liekanų (1 lentelė) (37). Nors vibrio kolagenazės in vivo 

specifiškai proteolizuoja fibrilinį kolageną, kolagenazė in vitro proteolizavo 

baltymus, kurių sekoms būdingi glicino pasikartojimai (40). 

M9 proteolizinių fermentų šeimos M9A pošeimiui priskiriama Vibrio 

mimicus kolagenazė iš Vibrio mimicus ATCC 33653 homologiška vibrio 
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kolagenazei, tačiau Vibrio mimicus kolagenazė išsiskiria savitu charakteristikų 

deriniu (41). Skirtingai nei vibrio kolagenazės Vibrio mimicus kolagenazės 

domeninei organizacijai nebūdingas C-galinis policistinės inkstų ligos tipo 

domenas (37). Uţ Vibrio mimicus kolagenazės katalizinio domeno sutinkamas 

konservatyvus Phe-Ala-Xaa-Trp-Xaa-Xaa-Thr jungimosi su fibriliniu kolagenu 

motyvas (42). Vibrio mimicus kolagenazės substratinis specifiškumas, lyginant 

su charakterizuotu vibrio kolagenazės substratiniu specifiškumu, neanalogiškas, 

nes Vibrio mimicus kolagenazė neskaido albumino ar kazeino (1 lentelė) (41). 
 

1 lentelė. Charakterizuotos bakterijų kolagenolizinės peptidazės (9). 

Šeima, 

Pošeimis 

Grupė Pavadinimas Producentas Molinė 

masė, kDa 

Motyvas, 

Katalizinė 

triada 

Substratai 

M9A II 

 

Vibrio mimicus 

kolagenazė 

Vibrio 

mimicus 

ATCC 33653 

62 HEYTH I, II, III tipo kolagenas, 

ţelatina, sintetiniai 

peptidai 

PrtVp Vibrio 

parahaemolyticus 

93 

62 HEYTH I, II, III tipo kolagenas,  

IV tipo kolagenas, 

sintetiniai peptidai 

III 

 

Vibrio 

kolagenazė 

 

Vibrio 

alginolyticus 

subsp. iophagus I.029 

82 HEYTH Ţelatina, kazeinas, 

sintetiniai peptidai 

VPM Vibrio 

parahaemolyticus 

FYZ8621.4 

90 HEYTH I, II, III tipo kolagenas,  

IV tipo kolagenas, 

ţelatina, kazeinas, 

sintetiniai peptidai 

M9B I 

 

Bakterijų 

kolagenazė G/A 
Clostridium 

histolyticum 

116 HEYTH I, II, III tipo kolagenas  

ColA Clostridium 

perfringens 

NCIB 10662 

116 HEYTH Azokolis, I tipo 

kolagenas, Pz-peptidas 

II ColH Clostridium 

histolyticum 

98 HEYTH I, II, III tipo kolagenas 

S1 - SOT Streptomyces 

omiyaensis 

23 His75 

Asp120 

Ser210 

I tipo kolagenas, 

IV tipo kolagenas 

SGT Streptomyces 

griseus 

ATCC 10137 

23 His73 

Asp118 

Ser208 

I tipo kolagenas 

S8 - Deseasinas MCP-01 Pseudoalteromonas 

sp. 

SM9913 

66 Asp49 

His104 

Ser269 

I, II tipo kolagenas, 

IV tipo kolagenas, 

ţelatina, kazeinas, 

Pz-peptidas 

Mirokolsinas Myroides 

profundi 

D25 

56 Asp129 

His174 

Ser378 

I tipo kolagenas, 

ţelatina 

S53 - Kumamolizinas-As Alicyclobacillus 

sendaiensis 

NTAP-1 

37 Glu78 

Asp82 

Ser278 

Iš dalies denatūruotas 

I tipo kolagenas, 

ţelatina 
 

 

Vibrio spp. kolagenazės – homologiškos cinko peptidazės, tačiau 

neanalogiško substratinio specifiškumo bei domeninės organizacijos. 
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Charakterizuotos Vibrio spp. kolagenolizinės peptidazės taip pat skirstomos į 

tris grupes. II ir III grupėms priskiriamos atitinkamai vibrio kolagenazė ir 

Vibrio mimicus kolagenazės, tuo tarpu I grupę sudaro maţos molekulinės 

masės kolagenolizinės oligopeptidazės, priskiriamos M4 proteolizinių 

fermentų šeimai (43). 

M9 proteolizinių fermentų šeimos M9B pošeimiui priskiriamos 

klostridijų kolagenazės, atsiţvelgiant į substratinį specifiškumą fibrilinio 

kolageno tipams bei sintetiniams peptidams, analogiškai Vibrio sp. 

kolagenazėms skirstomos į grupes (1 lentelė) (44). M9 proteolizinių fermentų 

šeimos M9B pošeimio holotipinė peptidazė – bakterijų kolagenazė G/A 

(MEROPS M09.002) iš Clostridium histolyticum – pirmoji charakterizuota 

bakterijų kolagenazė, priskiriama I grupei (45). Plėtojus klostridijų 

kolagenolizinių peptidazių charakterizavimo strategiją išsamiai 

charakterizuotos abiejų grupių kolagenazės. 

Klostridijų kolagenazės, taigi ir bakterijų kolagenazė G/A, proteolizuoja 

fibrilinio kolageno fibrilės superspirales, hidrolizuodama peptidinį ryšį tarp 

Xaa-Gly aminorūgščių liekanų – tarp kolageno polipeptidinės grandinės 

kartotinių motyvių. Charakterizuotas I ir II grupės klostridijų kolagenazių 

skirtingas specifiškumas peptidiniam ryšiui (1 lentelė) (46). Klostridijų 

kolagenazių, priskiriamų II grupei, substratinis specifiškumas maţiau 

išreikštas, tačiau klostridijų kolagenazės specifiškai hidrolizuoja kolageno 

superspiralės polipeptidinių grandinių peptidinius ryšius. Charakterizuotos 

klostridijų kolagenazės – tipiškos cinko endopeptidazės, tačiau pastarųjų 

fermentų erdvinę struktūrą stabilizuoja kalcio jonai (45). 

Klostridijų kolagenazėms būdinga modulinė domeninė organizacija – 

skirtingas klostridijų kolagenazes sudaro skirtingų funkcijų domenai. 

C. histolyticum sekretuojamų ColG ir ColH kolagenazių, gebančių hidrolizuoti 

fibrilinio kolageno fibriles, C-galiniai domenai gali būti in vivo šalinami ribota 

proteolize (47). Klostridijų kolagenazių N-galinio domeno struktūroje 

charakterizuotas aktyvatoriaus elementas, tuo tarpu pastarųjų peptidazių 

aktyvųjį centrą formuojantys konservatyvūs motyvai (1 lentelė) išsidėstę 
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N-galinio domeno C-gale (48). Kolagenolizinį klostridijų kolagenazių 

aktyvumą uţtikrina N-galinis domenas, tačiau klostridijų kolagenazių 

domeninei organizacijai taip pat būdingi C-galiniai domenai, tipišku atveju 

vienas arba du sąveikos su kolagenu domenai bei vienas arba du policistinės 

inkstų ligos tipo domenai. Klostridijų kolagenazių C-galiniai domenai neturi 

įtakos peptidazių gebėjimui sąveikauti bei hidrolizuoti kolageno superspiralę, 

bet būtini peptidazių sąveikai su fibrilinio kolageno fibrilėmis (9). 

I ir II grupės klostridijų kolagenazės in vivo sudaro fibrilinio kolageno 

katabolinę kaskadą, svarbią klostridijų mitybai ir patogeniškumui. Klostridijų 

kolagenazės – endopeptidazės, kurios aktyviai proteolizuoja fibrilinio kolageno 

fibrilių superspirales nespecifiškai kolageno superspiralės galų atţvilgiu (45). 

Charakterizavus klostridijų erdvines struktūras, nustatyta, jog N-galinio 

domeno aktyvatoriaus elementas yra labilus, todėl uţtikrina kolagenazių 

substratų efektyvų patekimą į aktyvųjį centrą (48). Klostridijų kolagenazės 

uţtikrina pastarųjų patogenų gebėjimą skaidyti fibrilinio kolageno fibriles 

neprodukuojant kolagenolizinių oligopeptidazių, nes klostridijų kolagenazėms 

būdingas oligoendopeptidazinis aktyvumas kolageno oligopeptidams (13). 

C. histolyticum yra anaerobinis patogenas, ţmogui sukeliantis dujų 

gangreną, todėl patogeno sekretuojamos kolagenazės – virulentiškumo veiksniai. 

Clostridium perfringens ir Clostridium tetani kamienų gebėjimas sekretuoti 

kolagenolizines peptidazes, homologiškas C. histolyticum kolagenazių sekoms, 

taip pat nustatytas (45). 

S1 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamos kolagenazės SOT iš 

Streptomyces omiyaensis ir SGT iš Streptomyces griseus ATCC 10137 aktyviai 

proteolizuoja I tipo kolageną (49). Nors streptomicetų produkuojamos kolagenazės 

homologiškos, tačiau proteazių substratinis specifiškumas skiriasi – SOT, 

skirtingai nei SGT, aktyviai proteolizuoja IV tipo kolageną, ţelatiną bei 

kazeiną (1 lentelė) (50). SOT ir SGT priskiriamos tripsinams, taigi demonstruoja 

analogišką tripsinams specifiškumą polipeptidinės grandinės sekai. 

Charakterizuotų streptomicetų kolagenazių termoaktyvumas, termostabilumas 

ir pH optimumas analogiški. SOT erdvinės struktūros organizacijos 
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uţtikrinimui svarbios Tyr
71

 ir Arg
72
, išsidėsčiusios kolagenazės N-galiniame 

domene (51). Pastarosios aminorūgščių liekanos neidentifikuotos SGT sekoje, 

kas netiesiogiai paaiškina skirtingą pastarųjų kolagenazių substratinį 

specifiškumą (50). 

S8 proteolizinių fermentų šeimos S8A pošeimiui priskiriamos 

kolagenolizinės peptidazės deseasinas MCP-01 iš Pseudoalteromonas sp. 

SM9913 ir mirokolsinas iš Myroides profundi D25, gebančios proteolizuoti 

fibrilinį kolageną, išsamiai charakterizuotos (9). 

Charakterizavus deseasino MCP-01 erdvinę struktūrą nustatyta, jog 

katalizinio peptidazės domeno erdvinė struktūra analogiška subtilazių 

katalizinių domenų erdvinėms struktūroms (52). Deseasino MCP-01 erdvinės 

struktūros organizacijai taip pat būdingi jungties, konvertazės bei policistinės 

inkstų ligos tipo domenai. Pastarasis C-galinis domenas uţtikrina deseasino 

MCP-01 sąveiką su kolageno superspirale (53). Deseasino MCP-01 katalizinis 

N-galinis domenas analogiškas subtilizinų, kurių kolagenolizinis aktyvumas 

nenustytas, kataliziniams domenams, tačiau kolagenolizinės peptidazės katalizinis 

centras maţiau izoliuotas katalizinio domeno struktūros elementų (52). 

Charakterizuotą deseasino MCP-01 sąveiką su fibrilinio kolageno superspirale 

uţtikrinantį erdvinės struktūros elementą suformuoja trys kilpos, formuojamos 

rūgštinių ir aromatinių aminorūgščių liekanų. Charakterizuoti C-galiniai 

deseasino MCP-01 domenai nėra būtini kolagenolizinės peptidazės katalizinio 

aktyvumo uţtikrinimui, tačiau deseasino MCP-01 konvertazės bei policistinės 

inkstų ligos tipo domenai reikšmingai efektyvina deseasino MCP-01 

kolagenolizinį aktyvumą (54, 53). 

Deseasinas MCP-01 gebėjo proteolizuoti I ir II tipo kolageną, IV tipo 

kolageną, ţelatiną bei nefrakcionuotą kolageno preparatą iš ţuvų audinių 

(1 lentelė) (55). Tikslingai tyrus deseasino MCP-01 plataus substratinio 

specifiškumo uţtikrinimo mechanizmą, nustatyta, jog kolagenolizinė peptidazė 

hidrolizuoja taip pat fibrilinio kolageno fibrilių proteoglikanus ir fibrilių 

superspiralių telopeptidus (54). Deseasinas MCP-01 specifiškumas 

polipeptidinės grandinės sekai nustatytas, tačiau neišreikštas (55). 
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Pseudoalteromonas sp. SM9913 yra psichrotolerantinis kamienas, todėl 

charakterizuotas deseasino MCP-01 temperatūros optimumas buvo tikėtinas (54). 

Charakterizavus deseasino MCP-01 aktyvumą bei erdvinę struktūrą, 

kolagenolizinės peptidazės funkcinė svarba nebuvo tirta, tačiau pagrįstai 

tikėtina, jog plataus substratinio specifiškumo kolagenolizinė peptidazė svarbi 

Pseudoalteromonas sp. SM9913 mitybai (55). 

 

2 pav. Fibrilinio kolageno skaidulos kolagenolizė katalizuojama mirokolsino iš 

Myroides profundi D25 (56). 
 

Mirokolsino iš M. profundi D25 erdvinei struktūrai būdingas C-galinis 

β-sąsukos domenas, tačiau pastarojo domeno svarba sąveikai su kolageno 

superspirale nenustatyta (56). Charakterizavus mirokolsino substratinį 

specifiškumą nustatyta, jog fermentas gebėjo proteolizuoti I ir II tipo kolageną, 

IV tipo kolageną, ţelatiną bei nefrakcionuotą kolageno preparatą iš ţuvų 

audinių (1 lentelė) (56). Mirokolsino kolagenolizinio aktyvumo mechanizmas 

detalizuotas (2 pav.) (56). Pradinių fibrilinio kolageno fibrilės kolagenolizės 

etapų metu mirokolsinas proteolizuoja fibrilės proteoglikanus, vėliau fibrilės 

superspiralių telopeptidus, galiausiai aktyviai proteolizuoja kolageno 

superspirales polipeptidines grandines. Mirokolsinui specifiškumas 

polipeptidinės grandinės sekai nebūdingas, todėl kolagenolizinė peptidazė 

efektyviai peptidolizuoja kolageno polipeptidines grandines. M. profundi D25 

produkuojamas mirokolsinas svarbus bakterijos mitybai (56). 

S53 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamas kumamolizinas-As iš 

Alicyclobacillus sendaiensis NTAP-1 – vienintelė sedolizinams priskiriama 

kolagenolizinė peptidazė (57). Kumamolizino-As erdvinė struktūra analogiška 
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subtilizinams būdingai erdvinės struktūros organizacijai. Visgi kumamolizino-As 

erdvinėje struktūroje nustatyti papildomi elementai, nes kolagenolizinės 

peptidazės molekulinė masė didesnė nei subtilizinų, kurių erdvinė struktūra 

charakterizuota (58). Kumamolizinas-As išsiskiria kaip ir kitos S53 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazės katalizinės triados sandara (1 lentelė) (59). 

Charakterizavus kumamolizino-As aktyvumą, patvirtinta, jog kolagenolizinė 

peptidazė specifiškai peptidolizuoja iš dalies denatūruotą I tipo kolageną (57). 

Pastarasis substratinis specifiškumas buvo tikėtinas, nes A. sendaiensis NTAP-1 

yra termoacidofilinė bakterija (60). Kumamolizinas-As specifiškai sąveikauja 

tik su iš dalies denatūruotu kolagenu (58). Charakterizuota kolagenolizinė 

peptidazė demonstravo išreikštą specifiškumą kolageno polipeptido grandinės 

sekai – aktyviausiai hidrolizavo peptidinį ryšį uţ arginino aminorūgšties 

liekanos (57). Kumamolizinas-As tikėtinai svarbus A. sendaiensis NTAP-1 

mitybai (60, 57). 

Bakterijų charakterizuotų kolagenolizinių peptidazių homologų genai 

identifikuoti daugelio bakterijų genomuose (1), tačiau charakterizuota tik maţa 

bakterijų prokariotų įvairovės dalis. Eukariotų kolagenazės uţtikrina specifines 

funkcijas, todėl eukariotų skirtingų kolagenolizinių peptidazių substratinis 

specifiškumas bei kolagenolizės eiga analogiška (61). Bakterijų 

kolagenolizinėms peptidazėms būdingi saviti substratinio specifiškumo bei 

kolagenolizės mechanizmai (9, 8). 

1.3. Bakterijų metalo oligopeptidazės 

Oligopeptidazės – peptidinio ryšio hidrolazės, hidrolizuojančios 

nestruktūrizuotus oligopeptidus, tačiau negebančios peptidolizuoti baltymų (62). 

Oligopeptidai, kurių grandinės ilgis tipišku atveju maţiau nei 30 aminorūgščių 

liekanų, gali patekti į oligopeptidazių aktyviuosius centrus, tuo tarpu ilgesnės 

grandinės oligopeptidų patekimas į oligopeptidazių aktyvuosius centrus 

izoliuojamas pastarųjų endopeptidazių struktūros elementų (3 pav.) (36, 64). 

Oligopeptidazės identifikuotos visų gyvybės domenų organizmų genomuose. 
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Tipišku atveju oligopeptidazėms būdingas išreikštas specifiškumas oligopeptido 

grandinės sekai, todėl oligopeptidazės in vivo uţtikrina skirtingas funkcijas (62). 

Charakterizuotos oligopeptidazės priskiriamos M3, M4, M13 ir S9 

proteolizinių fermentų šeimoms (1). S9 proteolizinių fermentų šeimai 

priskiriamos prolilo oligopeptidazė ir oligopeptidazė B iš eukariotų. Pastarųjų 

oligopeptidazių in vivo substratai fiziologiškai svarbūs peptidai (65, 66). 

Mezofilinių bakterijų prolilo 

oligopeptidazės ir oligopeptidazės B 

homologai taip pat charakterizuoti. 

M3 proteolizinių fermentų šeimai 

priskiriamos tipiškos bakterijų metalo 

oligopeptidazės – oligopeptidazė A ir 

oligopeptidazė F (67). M4 proteolizinių 

fermentų šeimai priskiriamų peptidazių 

oligopeptidolizinis aktyvumas taip pat 

nustatytas. M13 proteolizinių fermentų 

šeimai priskiriama bakterijų oligopeptidazė O (1). Bakterijų metalo 

oligopeptidazės yra cinko peptidazės analogiško katalizinio mechanizmo (68). 

M3, M4 ir M13 proteolizinių fermentų šeimų bakterijų oligopeptidazių esminis 

aktyvųjį centrą formuojantis elementas yra konservatyvus cinko 

oligopeptidazių motyvas His-Glu-Xaa-Xaa-His, kurio histidinai funkcionuoja 

cinko katijono ligandais, tuo tarpu motyvo glutamatas – katalizinė 

aminorūgšties liekana. Trečiuoju cinko jono ligandu funkcionuojantis 

glutamatas sutinkamas uţ konservatyvaus cinko oligopeptidazių motyvo (68). 

Oligopeptidazė A homologiška ţinduolių timeto oligopeptidazėms, todėl 

priskiriama M3 proteolizinių fermentų M3A pošeimiui, tuo tarpu oligopeptidazė F 

priskiriama M3 proteolizinių fermentų M3B pošeimiui. Charakterizuotos 

oligopeptidazės O homologiškos neprilizinui, taigi priskiriamos                  

M13 proteolizinių fermentų šeimai (1). 

Charakterizuotos oligopeptidazės, tipišku atveju, yra viduląstelinės 

monomerinės metalo peptidazės. Eukariotų oligopeptidazių funkcinė svarba 

 

3 pav. Pz-peptidazės A iš Geobacillus 

collagenovorans MO-1 erdvinė struktūrą 

paţymint substrato patekimo tunelius (63). 

PDB 3AHM 



26 

charakterizuota, tuo tarpu charakterizuotų oligopeptidazių homologų iš 

prokariotų funkcinė svarba nėra detalizuota (69, 63). Tikslingai tyrus 

pienarūgščių bakterijų oligopeptidazių O funkcinę svarbą nustatyta, jog 

pastarosios hidrolazės svarbios kazeino įsisavinimui (70). Kitų bakterijų 

oligopeptidazių funkcinė svarba baltymų oligopeptidų katabolizmo uţtikrinimui 

taip pat numanoma. Oligopeptidazės A svarba Salmonella enterica subsp. 

enterica ser. Typhimurium išgyvenimui anglies stygiaus sąlygomis netiesiogiai 

patvirtinta (71). 

Bakterijų metalo oligopeptidazės taip pat svarbios namų ruošos funkcijų 

uţtikrinimui. Siekiant nustatyti oligopeptidazės F iš Lactoccocus lactis kamienų 

substratus, in vivo nustatyta oligopeptidazės svarba baltymų sekrecijos 

uţtikrinimui, nes pastaroji oligopeptidazė aktyviai oligopeptidolizavo signalinį 

peptidą (72). Oligopeptidazės A svarbą E. coli namų ruošos funkcijų uţtikrinimui 

netiesiogiai patvirtinto in vitro nustatytas oligopeptidazės gebėjimas 

peptidolizuoti lipoproteino signalinį peptidą (73). Bacillus subtilis 

viduląstelinės oligopeptidazės F raiškos padidinimas lėmė bacilos sporuliacijos 

stabdymą, nes oligopeptidazė in vivo peptidolizavo PhrA pentapeptidą (74). 

Mycoplasma hyopneumoniae patogeno, sukeliančio kiaulių ligas, detektuotas 

viduląstelinės oligopeptidazės F aktyvumas netiesiogiai atspindi pastarosios 

oligopeptidazės svarbą virulentiškumo uţtikrinimui (75). 

Oligopeptidazės O homologai iš Porphyromonas gingivalis 381, 

Mycobacterium tuberculosis ir Streptococcus pneumoniae produkuojami 

į ekstraląstelinę aplinką svarbūs patogenų virulentiškumui (76, 64, 77). 

Bacillus licheniformis N22 ir Bacillus amyloliquefaciens 23-7A sekretuojamų 

oligopeptidazių F funkcinė svarba nebuvo tirta formaliai apibrėţus tikėtiną 

funkcinę svarbą bacilų mitybai ir/ar Phr feromonų šeimos propeptidų 

brendimui (78, 79). 

Bakterijų oligopeptidazės – biotechnologijai svarbios endopeptidazės, 

uţtikrinančios apibrėţto grandinės ilgio peptidų produkavimą taip pat ir iš 

stabilių gyvūnų baltymų – fibrilinio kolageno, keratino ar elastino (63). Metalo 

oligopeptidazės iš mezofilinių bakterijų taikomos aukštos pridėtinės vertės 
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oligopeptidų ruošimui. Pastarieji oligopeptidai plačiai naudojami medicinoje, 

kosmetikoje bei maisto pramonėje (13). Visgi ţemas mezofilų oligopeptidazių 

termoaktyvumas ir/ar termostabilumas riboja oligopeptidazių diegimą 

biotechnologinių uţduočių įgyvendinimui. Termofilinių bakterijų 

oligopeptidazių charakterizavimo strategijos plėtotė uţtikrintų minėtų 

problemų sprendimą, nes tipišku atveju termofilinių bakterijų proteoliziniai 

fermentai termoaktyvūs ir termostabilūs. 

1.4. Nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiškai charakterizuotos bakterijų 

kolagenolizinės peptidazės 

Nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiškai charakterizuotos 

bakterijų kolagenolizinės peptidazės priskiriamos U32 proteolizinių fermentų 

šeimai (80, 1). Galimai peptidazės, kurių genai in silico priskiriami 

U32 proteolizinių fermentų šeimai, identifikuoti visų gyvybės domenų 

organizmų genomuose, tačiau U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazės visgi nebūdingos vienaląsčiams eukariotams bei grybams (1). 

Eukariotai, kurių genomuose neidentifikuoti U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazių genai, tikėtina, jog U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazes prarado evoliucionuodami (81). Galimai peptidazės genas in silico 

priskiriamas U32 proteolizinių fermentų šeimai, jei geno sekoje 

identifikuojamas U32 proteolizinių fermentų šeimos domenas ir/ar 

konservatyvus U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 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 motyvas. U32 proteolizinių fermentų šeimai 

priskiriami daugiau nei 2700 genų, tipišku atveju anotuotų bakterijų ir archėjų 

genomuose, suskirstytų atsiţvelgus į homologiškumą U32 proteolizinių 

fermentų šeimos tipinių peptidazių sekoms (4 pav.) (1). U32 proteolizinių 

fermentų šeimos Porphyromonas, Helicobacter ir Salmonella tipų kolagenazės 

iš mezofilinių bakterijų bei U32 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamos 

galimai peptidazės YrpA ir YrpB iš Yersinia ruckeri 150 bei galimai peptidazė 

Mk0906 iš Methanopyrus kandleri AV19 tikslingai tirtos, tuo tarpu kelių kitų 
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U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių taip pat fragmentiškai 

charakterizuota transkripcija ir/ar raiška prokariotuose. 

U32 proteolizinių fermentų šeimos holotipinė bei kartu Porphyromonas-tipo 

kolagenazių tipinė PrtC peptidazė (MEROPS U32.001) iš Porphyromonas 

gingivalis ATCC 53977 – viena pirmųjų Porphyromonas spp. detektuotų bei tirtų 

kolagenazių (82). PrtC homodimerizacija nustatyta analizine gelfiltracija (83). 

PrtC monomero katalizinis aktyvumas nenustatytas, tuo tarpu kolagenazės 

homodimero kolagenolizinis aktyvumas nustatytas (83). PrtC homodimeras 

proteolizuoja azokolį, fibrilinį I tipo kolageną, tirpų I tipo kolageną, fibrilinį 

III tipo kolageną bei peptidolizuoja temperatūra denatūruotą I tipo kolageną, 

bet nehidrolizavo IV tipo kolageno, ţelatinos, kazeino ar sintetinio Pz-peptido 

(84, 83, 85, 86). Kalcio katijonai ir cistatino baltymas stimuliavo PrtC aktyvumą, 

o cinko ir geleţies katijonai bei histatino baltymas, etilendiaminotetraacto 

rūgštis (EDTA), p-chloro merkuribenzoinė rūgštis kolagenazės aktyvumą 

slopino (83). Visgi prielaida, jog PrtC – cisteino peptidazė, nepatvirtinta, nes 

reduktoriai 2-merkaptoetanolis (2-ME) ir ditiotreitolis (DTT) taip pat neţymiai 

slopino PrtC homodimero aktyvumą (83). Rekombinantinę PrtC peptidazę, 

produkavus heterologine raiška Escherichia coli NTS1, fermento aktyvumas 

nedetektuotas, todėl tikėtina, jog E. coli gebėjo specifiškai slopinti 

rekombinantinės PrtC aktyvumą citoplazmoje (83). 

PrtC peptidazės svarba Porphyromonas gingivalis virulentiškumui 

netiesiogiai patvirtinta PrtC geną gausiai nustačius ţmogaus dantenų ligų 

sukėlėjų mikrobiomo metagenome (87). PrtC peptidazės svarba 

virulentiškumui in vitro patvirtinta nustačius tiesioginę priklausomybę tarp 

PrtC koncentracijos ir endotelio ląstelių ECV304 kultūros produkuojamų 

uţdegimo citokinų (88). Pritaikant PrtC geną dantenų ligų diagnostikai,  

nustatytas geno sekos variabilumas P. gingivalis kamienuose (89), todėl 

siekiant PrtC geną taikyti diagnostikai geno sekoje sėkmingai identifikuoti 

konservatyvūs regionai (90). PrtC genas – specifiškas dantenų ligų, sukeltų    

P. gingivalis ţymuo, nes nebūdingas kitiems dantenų ligų sukėlėjams (91). 

Charakterizuotas PrtC geno variabilumas, sėkmingai pritaikytas P. gingivalis 
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4 pav. U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių grupės (1, 2). 

 

kamienų virulentiškumo įvertinimui – skirtingo virulentiškumo P. gingivalis 

kamienams būdingi skirtingos sekos PrtC genai (92). Ţmonių, sergančių 

dantenų ligomis, sukeltomis P. gingivalis, nustatytas serumo reaktingumas 

prieš PrtC peptidazę atspindi peptidazės produkciją į ekstraląstelinę aplinką (93). 

Kačių dantenų ligų sukėlėjo Porphyromonas gingivalis VPB 3457 genome 

PrtC geno homologas taip pat identifikuotas, tuo tarpu kačių, sergančių dantenų 

ligomis, sukeltomis P. gingivalis, serume nustatyti antikūnai prieš PrtC peptidazę iš 

P. gingivalis VPB 3457 (88). Skirtingai nei rekombinantinė PrtC peptidazė iš 

P. gingivalis ATCC 53977, sukeliančio dantenų ligas ţmonėms, rekombinantinė PrtC 

peptidazė iš P. gingivalis VPB 3457, patogeninio katėms, peptidolizavo ţelatiną, 

bet rekombinantinės PrtC peptidazės iš P. gingivalis VPB 3457, analogiškai PrtC 

peptidazei iš P. gingivalis ATCC 53977, aktyvumą slopino chelacija EDTA (94). 

Ţmonių urogenitalinės sistemos patogeno Proteus mirabilis HI4320 

koduojamo geno, homologiško PrtC peptidazės genui, išveiklinimas reikšmingai 

maţino patogeno kolonizacijos efektyvumą in vivo pelėse (95). PrtC peptidazės 

iš Proteus mirabilis tyrimas in vitro nebuvo plėtotas, tačiau išveiklinus PrtC 

peptidazės geną P. mirabilis gebėjimas skaidyti azokazeiną reikšmingai sumaţėjo (95). 
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U32 proteolizinių fermentų šeimos Helicobacter-tipo kolagenazių tipinė 

HP0169 peptidazė (U32.002) iš Helicobacter pylori P149 identifikuota 

detektuojant in vivo mongolinėse smiltpelėse patogeno virulentiškumo 

veiksnius svarbius, skrandţio epitelio kolonizavimui (96). HP0169 geno 

išveiklinimas sumaţino Helicobacter pylori viduląstelinių baltymų preparato 

gebėjimą proteolizuoti azokolį beveik 50 %, tuo tarpu H. pylori viduląstelinių 

baltymų preparatą, išskirtą iš patogeno, kurio genome HP0169 genas neišveiklintas 

veikiant EDTA, nustatytas gebėjimo proteolizuoti azokolį sumaţėjimas beveik 

75 % (96). Išveiklinus HP0169 geną H. pylori sekretomo baltymų koncentruoto 

preparato kolagenolizinio aktyvumo, substratu naudojant I tipo fibrilinį kolageną, 

nenustatyta. Rekombinantinės HP0169 kolagenolizinis aktyvumas, substratu 

naudojant I tipo fibrilinį kolageną, in vitro tiesiogiai taip pat nustatytas (96). 

HP0169 homologus koduojantys genai identifikuoti streptokokų, 

gebančių aktyviai skaidyti kolageną, genomuose (97). Rekombinantinė smcol1 

iš Streptococcus mutans GS-5 ser. c, homologiška HP0169, proteolizavo I tipo 

kolageną (98). Fragmentiškai charakterizuotos smcol1 homodimero aktyvumas 

detektuotas ţelatinos zimografija. Chelacija EDTA slopinino smcol1 aktyvumą, 

tačiau fenantrolinas neturėjo įtakos kolagenolizinės peptidazės aktyvumui (98). 

S. mutans GS-5 ser. c baltymų sąveikos su kolagenu domenai smcol1 sekoje 

neidentifikuoti (99). Streptococcus mutans UA159 koduojamos galimai peptidazės 

SMU.761, kurios seka identiška smcol1 iš S. mutans GS-5 ser. c sekai, genas 

intensyviau transkribuojamas kultivuojant kamieną taikant gliukozės perteklių, 

lyginant su pastarojo geno transkripcijos intensyvumu kamieną kultivuojant 

taikius sumaţintą gliukozės koncentraciją (100). SMU.761 genas identifikuotas 

taip pat ir neišreikšto patogeniškumo streptokokų kamienų genomuose (101), 

visgi SMU.761 funkcinė svarba S. mutans UA159 virulentiškumui numanoma (97), 

tačiau išlieka netirta. 

U32 proteolizinių fermentų šeimos Salmonella-tipo kolagenazių tipinės Clg 

peptidazės (U32.003) iš Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium 

fagotipas DT104, fragmentiškai charakterizavus funkcinę svarbą, tyrimas       

in vitro nebuvo plėtotas. Clg peptidazė identifikuota siekiant nustatyti 
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antibiotikams atsparių Salmonella enterica kamienų sekretuojamą citotoksiną, 

sukeliantį karvių organų gleivinių ląstelių citopatišką fenotipą (102). 

Rekombinantinės Clg sukeltas citopatiškumas HEp-2 ląstelių kultūrai in vitro 

nustatytas, tuo tarpu in vivo nustatytas Clg sukeltas citopatiškumas BALB/c 

pelių enterocitams (103). Nustatant S. enterica sekretuojamą citotoksiną, Clg 

peptidazės genas identifikuotas S. enterica kamienuose, tačiau Clg peptidazės 

geno transkriptas tipišku atveju nenustatytas (103). Tikslingai tyrus Clg 

peptidazės geno transkripcijos valdymą, nustatyta, jog SlyA – vienas esminių 

salmonelų genų transkripcijos valdymo veiksnių (104) – represuoja Clg 

peptidazės geno transkripciją (105). Clg peptidazės geno transkripcijos 

indukcija nustatyta tik S. enterica kamienuose, kurių genomuose identifikuota 

salmonelų genų, uţtikrinančių atsparumą antibiotikams, I tipo santalka. Visgi 

minėtos santalkos genų koduojamų baltymų svarba Clg peptidazės geno 

transkripcijos valdymui išlieka nedetalizuota. Clg peptidazės funkcionalumo 

valdymas, valdant peptidazės sekreciją ir/ar SlyA degradaciją S. enterica 

citoplazmoje, numanomas (105). Charakterizuojant Clg peptidazės geno 

transkripcijos valdymą taip pat patvirtinta Clg peptidazės svarba S. enterica 

išgyvenimui jaučio makrofaguose (105). 

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Saintpail NPG koduojamos Clg 

peptidazės geno transkripciją in vitro indukuoja streso neuroendokrininiai 

veiksniai. Clg peptidazės iš S. enterica neuropatinių kamienų sekrecijos svarba 

minėtų patogeninių kamienų gebėjimui kirsti kraujo-smegenų barjerą, sukeliant 

karvių encefalopatijas, in vivo patvirtinta (106). 

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CVI-1 sekretuojamos 

YegQ peptidazės, homologiškos Clg peptidazės sekai, svarba virulentiškumui 

in vitro nustatyta naudojant viščiukų makrofagų ląstelių HD-11 kultūrą (107). 

YegQ peptidazė uţtikrina S. enterica įsiskverbimą į makrofagus. 

Charakterizuojant YegQ peptidazės funkcinę svarbą tiesiogiai nustatyta 

peptidazės sekrecija. YegQ peptidazės katalizinis aktyvumas in vitro, 

substratais naudojant azokolį ir ţelatiną, nenustatytas (107). 
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Aeromonas spp. judrių rūšių kamienų genomuose identifikavus           

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazę koduojantį geną, kartu 

nustatytas geno variabilumas (108). U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazė iš Aeromonas spp. in vitro išlieka netirta. Aeromonas veronii RY001 

genome acg geno, koduojančio kolagenolizinę peptidazę, homologišką Clg 

peptidazei, išveiklinimas lėmė kamieno kolagenolizinio potencialo sumaţėjimą 

beveik 50 %, nepriklausomai įvertinus enterobakterijos ląstelių bei ląstelių 

ekstraląstelinių baltymų gebėjimą proteolizuoti azokolį, tuo tarpu A. veronii RY001 

ţelatinoliziniam, kazeinoliziniam ar elastinoliziniam potencialui acg geno 

išveiklinimas neturėjo įtakos (108). Koduojamo Clg homologo svarba 

patogeno virulentiškumo uţtikrinimui netiesiogiai nustatyta in vitro vertinant 

A. veronii RY001, kurio genome acg genas išveiklintas, adhezyvumą, 

invazyvumą bei citotokiškumą naudojant karpio epiteliomos EPC ląstelių 

kultūrą. A. veronii RY001 koduojamo acg geno išveiklinimas turėjo reikšmingos 

įtakos kamieno adhezyvumui ir invazyvumui, nes išveiklinus acg geną nustatytas 

minėtų virulentiškumo charakteristikų sumaţėjimas apytiksliai 50 % (108). 

A. veronii RY001 koduojamo acg geno išveiklinimas taip pat sumaţino patogeno 

citotoksiškumą beveik 50 % (108). Letali dozė vertinus acg geno išveiklinimo 

įtaką A. veronii RY001 patogeniškumui in vivo auksinėse ţuvelėse ir BALB/c 

pelėse padidėjo atitinkamai 1,8 ir 4 kartus (108). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos yrrN (Bacillus subtilis) grupei 

priskiriama smcol2 peptidazė iš S. mutans GS-5 ser. c, patogeno genome 

identifikavus peptidazės geną, klonuota. Rekombinantinė smcol2 peptidazė 

proteolizavo I tipo kolageną, ţelatinolizinis peptidazės aktyvumas in vitro taip 

pat nustatytas (109). Sąveikos su kolagenu domenai būdingi S. mutans GS-5 ser. c 

baltymų domeninei organizacijai smcol2 sekoje neidentifikuoti (99). 

S. mutans UA159 koduojamos galimai peptidazės SMU.759, kurios seka 

identiška smcol2 iš S. mutans GS-5 ser. c sekai, genas analogiškai SMU.761 

genui, intensyviau transkribuotas kultivuojant kamieną taikant gliukozės 

perteklių, lyginant su pastarojo geno transkripcijos intensyvumu kamieną 

kultivuojant taikius sumaţintą gliukozės koncentraciją (100). 
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U32 proteolizinių fermentų šeimos grupei nepriskiriamos galimai 

peptidazės YrpA (MEROPS U32.UPW) ir YrpB (MEROPS U32.UPW) iš 

Y. ruckeri 150 tikslingai  tirtos  plėtojant patogeno virulentiškumo mechanizmų 

 

 

5 pav. U32 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamų YrpA ir YrpB iš Yersinia ruckeri 150 

genų numatyta genominė organizacija, schemoje paţymėtas scp2 genas koduoja 

membraninį sterolių nešiklį, tuo tarpu cdsB  (lviX) genas koduoja cisteino desulfidazę (110). 
 
 

charakterizavimo strategiją (111). Lašišinių ţuvų virškinimo sistemos patogeno 

koduojamų galimai peptidazių YrpA ir YrpB genai sudaro operoną (5 pav.), kurio 

transkripciją indukuoja, kaip tipiška bakterijų induktyvioms peptidazėms (112), 

enterobakterijų kultivavimas terpėje, papildytoje baltymais (110). Y. ruckeri 150 

kultivavimas mikroaerofilinėmis sąlygomis taip pat indukavo yrpAB operono 

transkripciją (110). Charakterizavus yrpAB transkripcijos valdymą nustatyta, 

jog YrpA ir YrpB genų transkripciją intensyviausia Y. ruckeri 150 kultivuojant 

terpėje, papildytoje kazeinu ar kazeino hidrolizatu mikroaerofilinėmis 

sąlygomis, taigi sinergistinis terpės sudėties ir aeracijos sąlygų efektas, 

intensyviausiai skatinantis yrpAB operono transkripciją, patvirtintas (110). 

Y. ruckeri 150 kultivavimo terpės papildymas ţelatina, aminorūgštimis, amonio 

chloridu ar gliukoze neturėjo įtakos YrpA ir YrpB genų transkripcijai. 

Kultivavimo temperatūra, osmotinis stresas bei skirtingas kultivavimo terpės 

pH taip pat nekeitė yrpAB operono transkripcijos intensyvumo (110). Siekiant 

nustatyti YrpA ir YrpB svarbą enterobacterijų fiziologijai ir/ar virulentiškumui, 

pastarąsias galimai peptidazes koduojantys genai išveiklinti. YrpA ar YrpB geno 
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išveiklinimas neturėjo įtakos Y. ruckeri 150 kultūros augimo dinamikai, 

kultivuojant terpėje papildytoje kazeinu, tuo tarpu in vivo vaivorykštiniuose 

upėtakiuose, įvertinus YrpA koduojančio geno išveiklinimą, nustatytas 

išreikštas letalios Y. ruckeri 150 dozės padidėjimas, netiesiogiai patvirtinęs YrpA 

svarbą enterobakterijos virulentiškumui (110). YrpA ar YrpB charakterizavimas 

in vitro nebuvo plėtotas, visgi charakterizavus pastarųjų galimai peptidazių 

genų transkripcijos valdymą bei įvertinus genų išveiklinimo įtaką Y. ruckeri 150 

augimo dinamikai, galimai peptidazių svarba patogeno mitybai nepatvirtinta, 

todėl tikėtina, jog uţtikrina ţuvies audinių kolonizavimą (110). YrpA ir YrpB 

homologai, sudarantys tikėtiną yrpAB operonui analogiškos sandaros operoną, 

identifikuoti Yersinia spp. kamienuose, taip pat ir patogeniškuose ţmogui, 

todėl U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių svarba Yersinia spp. 

virulentiškumui pagrįstai tikėtina (110, 111). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos grupei nepriskiriamos galimai 

peptidazės Mk0906 (MEROPS U32.UPW) iš M. kandleri AV19 charakterizuota 

erdvinė struktūra, tačiau rekombinantinės Mk0906 katalizinis aktyvumas, 

in vitro substratais naudojant I tipo kolageną ir kazeiną, nenustatytas (113). 

Mk0906 kristalinosi suformavusi homodimerą (6A pav.). Charakterizuota 

galimai peptidazės monomero erdvinė struktūra – iškreipta TIM β/α-statinė, 

be α8 spiralės (7 pav.). Gretinus Mk0906 erdvinę struktūrą su charakterizuotomis 

baltymų erdvinėmis struktūromis nustatyta, jog Mk0906 erdvinės struktūros 

sankloda gimingiausia vario homeostazės baltymui iš Shigella flexneri 2a 301 

bei fosforibozilantranilato izomerazei iš Thermotoga maritima. TIM β/α-statinės 

sankloda yra tipiška baltymų erdvinės struktūros sankloda (114), tačiau 

Mk0906 sanklodai būdingi saviti erdvinės struktūros elementai. Mk0906 

struktūroje TIM β/α-statinės sanklodai nebūdinga α8 spiralė, o β7-β8 juostų 

elementas ištęstas (7 pav.). Pastarąjį erdvinės struktūros elementą taip pat 

formuojanti α7 spiralė, skirtingai nei tipiškai būdinga TIM β/α-statinės 

sanklodai, išsidėstydama statinės viršuje kerta statinės C-galo pusę (7 pav.). 

Tobulos TIM β/α-statinės sanklodai būdingas α7 spiralės išsidėstymas statinės 

šone, tuo tarpu Mk0906 struktūroje statinės šone išsidėsčiusi ištęsta α7-β8 kilpa. 
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A 

 

B 

6 pav. Mk0906 homodimero erdvinė struktūra. A- Mk0906 monomerų sąveika homodimero 

molekulėje, paţymint koordinuojamą cinko joną bei su monomerais sąveikaujantį acetato 

joną; B- Mk0906 monomerų sąveikos paviršiai, paţymint monomerų koordinuojamą cinko 

joną bei paviršių hidrofobiškumą (113). 
 

Pastaroji kilpa, α7 spiralė bei atsikišusi β2-α2 kilpa suformuoja gaubto pavidalo 

struktūros elementą, charakterizuotą statinės C-galo pusėje. Mk0906 homodimerizuojantis 

α7 spiralė ir α7-β8 kilpa suformuoja monomerų sąveikos paviršių (6 pav.) (113). 
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Charakterizavus Mk0906 monomerų tarpusavio sąveikas nustatyta, jog 

Mk0906 struktūroje monomerai sąsajos tipo sąveika koordinuoja cinko 

joną (6B pav.). Metalo katijonas simetriškai koordinuojamas konservatyvių 

Cys
68

 ir His
189

, funkcionuojančių jono ligandais. Mk0906 homodimero kiekvieno 

monomero β3-α3 kilpos motyvas Cys
68

-nepolinė aminorūgšties liekana-Gly-

Xaa-Xaa-His-Leu
74

 bei α3 spiralės motyvas 

Asn
185

-nepolinė aminorūgšties liekana-

Phe-Ser-His
189

 uţtikrina monomerų gebėjimą 

sudaryti sąsajos tipo sąveiką su cinko jonu 

homodimerizuojantis (6 pav.). Archėjų bei 

bakterijų U32 proteolizinių fermentų šeimos 

galimai peptidazių sekose motyvai, 

uţtikrinantys sąsajos tipo sąveikos 

suformavimą Mk0906 homodimero 

molekulėje, taip pat identifikuoti, tačiau 

pastarieji konservatyvūs jungimosi motyvai 

tipiški tik archėjų U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazių 

sekose (113). Mk0906 monomerų tarpusavio sąveikos paviršių formuojančios 

α7 spiralės ir α7-β8 kilpos ţemiau galimai peptidazės monomerų sąsajos tipo 

sąveikos su cinko jonu jungiasi hidrofobinėmis ir vandenilinėmis jungtimis, 

kurios taip pat svarbios tarpusavyje sąveikaujančių Mk0906 monomerų 

sąveikai homodimero molekulėje. Mk0906 monomerai tarpusavyje sąveikauja 

tampriai, išreikštai dideliu paviršiaus plotu (6 pav.) (113). 

Mk0906 katalizinis aktyvumas in vitro nenustatytas. Galimai peptidazės 

homodimero struktūroje erdvinės struktūros elementai, tipiški peptidazių 

erdvinėms struktūroms, taip pat nenustatyti (7 pav.). Visgi tipiškai fermentams, 

kurių erdvinės struktūros sankloda analogiška Mk0906 erdvinės struktūros  

 

 

7 pav. Mk0906 monomero erdvinės 

struktūros sankloda. Baltymo polipeptido 

N-galo išsidėstymas paţymėtas mėlyna 

spalva, C-galo – raudona. Cinko jono 

koordinavimas Cys
68

 ir His
189

 bei 

acetato sąveika su baltymo molekule 

Arg
189

 ir His
121

 detaliai atvaizduotos (113). 

PDB 5D88 
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sanklodai, Mk0906 monomero TIM 

β/α-statinės β-statinės C-galo pusėje 

nustatytas tikėtinas galimai peptidazės 

aktyvusis centras (8 pav.). Mk0906 

tikėtiną aktyvųjį centrą sudaro 

α7 spiralės Arg
184

, izoliuota minėtos 

spiralės bei greta išsidėsčiusių 

aminorūgščių liekanų (8 pav.). 

Išsprendus Mk0906 erdvinę struktūrą tikėtiname galimos peptidazės 

aktyviajame centre, nustatytas acetato jonas, sąveikaujantis su tikėtino 

aktyviojo centro aminorūgščių liekanų šoninėmis grandinėmis. Tikėtinas 

Mk0906 aktyvusis centras prienamas tik hidrofobinėms aminorūgščių 

grandinėms ar hidrofobinėms molekulėms, nes molekulių patekimas į tikėtiną 

aktyvųjį centrą įmanomas tik hidrofobinių aminorūgščių liekanų suformuotais 

grioveliais (8 pav.) (113). Griovelis, vedantis į Mk0906 tikėtiną aktyvųjį 

centrą, dengiamas tikėtinai labilia arka, suformuota Ser
230

, Gly
213

, Glu
232

, 

Pro
233

 ir Pro
234

, todėl galimai peptidazei Mk0906 tikėtina išreikšta substratinė 

specializacija. Griovelis, vedantis iš Mk0906 aktyviojo centro, izoliuotas 

β2-α2 kilpos C-galo bei α7-β8 kilpos N-galo (8 pav.) (113). 

Patogeninių bakterijų U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazių transkripcija ir/ar raiška fragmentiškai charakterizuota. 

Streptococcus pneumoniae R6 koduojamos U32 proteolizinių fermentų šeimos 

galimai peptidazės spr1282 transkripcija slopinama ląstelės atsako į rūgštinį 

stresą metu (115). U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių 

SA1441 ir SA1440 iš Staphylococcus aureus 113 genų transkripciją skatina 

patogeno kultivavimas planktoninį augimą arba bioplėvelių formavimą 

palaikančiomis sąlygomis (116). Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 koduojamų 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių yrrN ir yrrO genų 

transkripciją slopino bacilų kultivavimas palaikius ţemą temperatūrą (117) bei 

superoksidu ir peroksidu sukeltas stresas (118). Nustačius U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazių PA3912 ir PA3913 iš Pseudomonas 

 

8 pav. Mk0906 numatytas aktyvusis centras, 

paţymint acetato joną, griovelius vedančius 

į bei iš numatyto aktyviojo centro, kartu 

paţymint paviršių hidrofobiškumą (113). 
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aeruginosa PAO1 genų transkripcijos skatinimą patogeną kultivuojant terpėje, 

papildytoje nitratais aerobinėmis sąlygomis (119), tirta pastarųjų galimai 

peptidazių svarba patogeno metabolizmui anaerobinėmis sąlygomis bei patogeno 

virulentiškumui (120). PA3912 ir PA3913 svarba P. aeruginosa PAO1 augimui 

kultivuojant patogeną anarobinėmis sąlygomis patvirtinta – išveiklinus PA3912 

ir/ar PA3913 geną P. aeruginosa PAO1 neaugo anaerobinėmis sąlygomis, tačiau 

patogeno virulentiškumui in vivo salotoje PA3912 neturėjo įtakos (120). 

U32 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamų peptidazių genominė ir 

operoninė organizacija, substratinis specifiškumas bei fiziologinė svarba 

skiriasi, todėl apibrėţti tipiškas pastarosios šeimos peptidazių charakteristikas 

keblu. Tipišku atveju organizmų chromosomose identifikuojami keli genai, 

koduojantys U32 proteolizinių fermentų šeimai priskirtinas peptidazes, kurių 

sekrecija in silico nenumatoma (1). Patogenų U32 proteolizinių fermentų 

šeimai priskiriamos peptidazės tipišku atveju svarbios virulentiškumo 

uţtikrinimui (95, 96, 108, 110). U32 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamų 

peptidazių sekų homologiškumas atspindi maţai tikėtiną šeimos peptidazių 

struktūrinės organizacijos heterogeniškumą (113), tačiau šeimos peptidazių 

funkcinis heterogeniškumas pagrįstai tikėtinas (82, 121, 93, 113). 

1.5. Geobacilų kolagenolizinės peptidazės 

Geobacilų genomuose identifikuota didelė galimai peptidazes 

koduojančių genų įvairovė (1). Peptidazės, koduojamos geobacilų, tirtos, tačiau 

charakterizuotos tik kelios geobacilų kolagenolizinės peptidazės. 

Charakterizuotos kolagenolizinės oligopeptidazės Pz-peptidazė A ir B iš 

Geobacillus collagenovorans MO-1 priskiriamos M3 proteolizinių fermentų šeimos 

M3B pošeimiui, tuo tarpu termolizino homologai, gebantys proteolizuoti 

fibrilinį kolageną, priskiriami M4 proteolizinių fermentų šeimai (1). 

Kolagenolizinė endopeptidazė iš G. collagenovorans MO-1 priskiriama 

S8 proteolizinių fermentų šeimos S8A pošeimui (1). 

Pz-peptidazės A iš G. collagenovorans MO-1 substratinis specifiškumas 

nustatytas, o kolagenolizinės oligopeptidazės erdvinė struktūra charakterizuota 
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(3 pav.) (36, 63). Charakterizuota oligopeptidazė yra tipiška cinko oligopeptidazė, 

aktyviai peptidolizuojanti kolageno oligopeptidus. Proteolizinis Pz-peptidazės A 

aktyvumas nenustatytas. Taikant sintetinius oligopeptidus nustatyta, jog 

oligopeptidazė peptidolizuoja imtinai 4-13 aminorūgščių liekanų grandinės 

ilgio peptidus. Pz-peptidazės A specifiškumas substrato aminorūgščių 

grandinės sekai nustatytas, tačiau neišreikštas (122). Charakterizuota 

oligopeptidazė efektyviausiai hidrolizavo peptidinį ryšį tarp Leu-Gly 

aminorūgščių liekanų. Pz-peptidazės A aktyvumą slopino EDTA, fenantrolinas, 

o taip pat 2 mM Fe
2+

, Zn
2+

, Ni
2+

ir Cu
2+

 katijonų koncentracija (36). 

Charakterizavus Pz-peptidazės A erdvinę struktūrą, patvirtintas 

oligopeptidazės priskirtinumas cinko oligopeptidazėms. Pz-peptidazės A 

aktyvųjį centrą suformuoja tipiškai cinko oligopeptidazėms konservatyvus 

cinko oligopeptidazių motyvas His-Glu-Xaa-Xaa-His bei trečiuoju cinko jono 

ligandu funkcionuojantis glutamatas (63). Nors Pz-peptidazės A erdvinė 

struktūra analogiška M3 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamų neurolizino 

ir timeto oligopeptidazės erdvinėms struktūroms, oligopeptidazės struktūrai 

būdingi taip pat ir saviti elementai. Pz-peptidazės A monomero globulė 

kompaktiška, o į aktyvųjį centrą veda du tuneliai, kertantys oligopeptidazės 

monomero globulę įkypai (3 pav.) (63). Charakterizavus Pz-peptidazės A erdvinę 

struktūrą nustatyta, jog Trp
377

 indolo ţiedo labilumas lemia oligopeptidazės 

specifiškumą substrato gradinės ilgiui (63). Pz-peptidazės A polipeptidinėje 

grandinėje sutinkamos šešios cisteino liekanos, tačiau charakterizavus 

kolagenolizinės oligopeptidazės erdvinę struktūrą disulfidiniai tilteliai 

nenustatyti. M3 proteolizinių fermentų šeimos oligopeptidazėms cisteinų in vivo 

sudaromos sąveikos tikėtinai svarbios fermento aktyvumo reguliavimui (122). 

Pz-peptidazė B iš G. collagenovorans MO-1 – oligopeptidazės F 

homologas. Nustatytos Pz-peptidazės B aktyvumo bei substratinio 

specifiškumo charakteristikos analogiškos Pz-peptidazės A charakteristikoms, 

nes Pz-peptidazė B efektyviausiai hidrolizavo peptidinį ryšį tarp Leu-Gly 

aminorūgščių liekanų (36, 123). Pz-peptidazė B kristalinta, tačiau oligopeptidazės 
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erdvinė struktūra nėra charakterizuota (124). Skirtingai nei Pz-peptidazė A, 

Pz-peptidazė B geba homodimerizuotis (36). 

Charakterizuotų G. collagenovorans MO-1 kolagenolizinių peptidazių sekos 

homologiškos, visgi peptidazių epitopai skirtingi. Pz-peptidazės A ir B yra 

termoaktyvios bei termostabilios endopeptidazės, kurių katalizinis 

mechanizmas ir substratinis specifiškumas analogiški (36). G. collagenovorans 

MO-1 kolagenolizinės peptidazės išsamiai charakterizuotos in vitro, tačiau 

peptidazių funkcinės svarbos charakterizavimo strategija nebuvo plėtota. 

Viduląstelinių Pz-peptidazių A ir B svarba G. collagenovorans MO-1 

gebėjimui įsisavinti kolageną išlieka numanoma (13). 

Geobacilų sekretuojami termolizino homologai – bacilolizinai iš 

Geobacillus stearothermophilus MK232 ir Geobacillus stearothermophilus 

TELNE bei stearolizinas iš Geobacillus stearothermophilus CU21 – plataus 

substratinio specifiškumo cinko endopeptidazės, gebančios proteolizuoti 

azokolį (125, 126). 

Kolagenolizinė endopeptidazė iš G. collagenovorans MO-1 priskiriama 

S8 proteolizinių fermentų šeimos S8A pošeimui aktyviai proteolizavo I tipo 

kolageną, IV tipo kolageną bei ţelatiną, tačiau oligopeptidolizinis 

endopeptidazės aktyvumas, substratais naudojus sintetinius oligopeptidus, 

nenustatytas (127). Termoaktyvi bei termostabili endopeptidazė, homologiška 

subtilizinams, proteolizavo fibrilinį kolageną į skirtingo grandinių ilgio 

kolageno oligopeptidus. G. collagenovorans MO-1 sekretuojama kolagenolizinė 

endopeptidazė gebėjo homodimerizuotis (127). Tikslingai tyrus kolagenolizinės 

endopeptidazės domeninę organizaciją nustatytas hidrolazei būdingas C-galinis 

sąveikos su kolagenu domenas. Pastarąjį domeną suformuoja kartotinis 

20 aminorūgščių motyvas. Charakterizavus kolagenolizinės endopeptidazės iš 

G. collagenovorans MO-1 sąveiką su kolagenu nustatyta, jog peptidazės sąveiką 

su kolageno superspirale uţtikrina vandenilinės jungtys (128). Sekretuojamos 

kolagenolizinės peptidazės funkcinė svarba G. collagenovorans MO-1 mitybai 

bei peptidazės gebėjimas su viduląstelinėmis Pz-peptidazėmis sudaryti 

katabolinę kaskadą, uţtikrinančią kolageno įsisavinimą, numanoma (10, 122).  
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2. Metodai 

2.1. Nukleorūgščių elektroforezė 

Nukleorūgščių išskirstymui naudoti 1 % (masė/tūris) agarozės geliai. 

Elektroforezė vykdyta įprastos sudėties TAE buferyje palaikant 5-10 V/cm 

įtampą. Nukleorūgščių vizualizavimui agaroziniai geliai papildyti 0,5 µg/mL 

etidţio bromido. Išskirstant DNR fragmentus klonavimui į vektorius, etidţio 

bromidu ruošiami geliai nebuvo papildomi, gelių daţymas atliktas po 

elektroforezės. Geliai analizuoti bei fotografuoti apšvietus UV. 

2.2. Baltymų elektroforezė 

Baltymų bei oligopeptidų mišinių išskirstymui naudota vienakryptė, 

vertikalioji, nutrūkstama, glicino natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio 

elektroforezė (NDS-PAGE) (129). NDS-PAGE, esant kambario temperatūrai, 

vykdyta naudojant koncentruojančiuosius ir išskirstančiuosius, atitinkamai, 

4 ir 12 % akrilamido/N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 37,5:1) gelius, 

palaikant 30 V/cm įtampą. Mėginių uţnešimui naudotas 5x mėginio buferis 

(50 mM TRIS-HCl pH 6,8/20 °C buferis su 4 % (masė/tūris) NDS ir 20 % 

(tūris/tūris) glicerolio bei 0,01 % (masė/tūris) bromfenolio mėlynojo arba 

50 mM TRIS-HCl pH 6,8/20 °C buferis su 20 mM 2-ME ir 4 % (masė/tūris) NDS 

bei 20 % (tūris/tūris) glicerolio ir 0,01 % (masė/tūris) bromfenolio mėlynojo). 

Jei kitaip nenurodyta, gauti mišiniai prieš uţnešimą 5 min. kaitinti 95 °C. 

Baltymai bei oligopeptidai vizualizuoti pagal gamintojo rekomendacijas daţant 

PageBlue Protein Staining solution (Thermo Fisher Scientific). 

2.3. Bioinformatinė analizė 

Signaliniai peptidai bei pastarųjų peptidų ilgis numatyti SignalP 4 

serveriu (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (130)). Homologiškų sekų 

paieška 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 parametrų nustatymus. MEGA 6 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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programa (132) naudota sekų analizei bei sulyginimui. Sekų identiškumas 

procentais apskaičiuotas naudojus Jotun Hein metodą, taikant PAM250 verčių lentelę 

MEGALIGN komponentu iš LASERGENE 6 (DNASTAR). Daugybiniai 

polipeptidų sekų palyginiai atlikti ClustalX 2 programa (133), taikant pradinius 

programos parametrų nustatymus. Baltymų antrinė struktūra numatyta 

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

Konservatyvūs baltymų sekų motyvai bei baltymų domeninė 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)) duomenų bazių serveriais. Promotoriai 

numatyti Softberry BPROM (138), terminatoriai numatyti Softberry FindTerm (138), 

taikius pradinius programų parametrų nustatymus. Terminatoriai taip pat numatyti 

ARNold serveriu (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/ (139, 140)). 

Charakterizuotų peptidazių operoninė organizacija numatyta Softberry FGENESB (138), 

taikius pradinius programos parametrų nustatymus bei in silico įvertinta 

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

Database (http://operons.ibt.unam.mx/OperonPredictor/ (142)) duomenų bazėse. 

2.4. G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimas 

G. thermoleovorans DSM 15325 (N-3) (Vilniaus universiteto Gamtos 

mokslų fakulteto Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros Mikroorganizmų 

kultūrų kolekcija (Vilnius, Lietuva)) biomasės prieaugiui, palaikymui bei 

grynumo patikrinimui kolonijų klonavimo metodu naudotas maitinamasis 

agaras ruoštas pagal gamintojo rekomendacijas. 

Modifikuota M9 (mM9) (N. Kriučichina ir N. Kuisienė, nepublikuoti rezultatai) 

terpė naudota G. thermoleovorans DSM 15325 suspensijos kultivavimui. 

Naudotą mM9 terpę 50 mM MES-NaOH pH 6,5 buferyje sudarė (mL/L): 

5x druskų tirpalas, 200; 1 M MgSO4, 2; 1 M CaCl2, 0,1; 1000x vitaminų 

tirpalas, 1; 10x aminorūgščių tirpalas, 100; bei D-gliukozė 2,5 g/L. Druskų 

koncentrato tirpalas (g/L): KH2PO4, 15; NaCl, 2,5; NH4Cl, 5. Vitaminų 

koncentrato tirpalas (mg/L): D-biotinas, 10; myo-inozitolis, 100; niacinas, 100; 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
http://www.prosite.expasy.org/
http://pfam.xfam.org/
http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/
http://www.microbesonline.org/
http://operons.ibt.unam.mx/OperonPredictor/
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piridoksinas, 100; riboflavinas, 100; tiaminas, 100. Aminorūgščių koncentrato 

sudėtis pateikta (143). Kamienas kultivuotas Erlenmėjerio kolbose, uţpildant 

ne daugiau kaip ketvirtadalį kolbų tūrio, aeruojant 180 rpm. Augimas vertintas 

matuojant optinį tankį (OT), esant 600 nm. 

2.5. G. thermoleovorans  DSM 15325 viduląstelinių ir ekstraląstelinių 

baltymų išskyrimas 

G. thermoleovorans DSM 15325 baltymai išskirti iš vėlyvos 

eksponentinės augimo fazės kultūros, kultivuotos mM9, palaikant 60 °C. 

Kamieno kultūra, naudota baltymų išskyrimui, ruošta atliekant tris persėjimus, 

inokuliuojant 5 % (tūris/tūris) vėlyvos stacionarios augimo fazės kultūros, taip 

pat augusios mM9, palaikant 60 °C. 

Baigus kultivavimą ląstelės iš kultūrinio skysčio surinktos centrifuguojant 

7000×g, 20 min., esant 4 °C. Ląstelės du kartus praplautos 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/60 °C. Praplovus, į pastarąjį buferį resuspenduotos ląstelės lizuotos 

ultragarsu (ciklas: 30 s pulsas (20 kHz, amplitudė 35 %, 500 W), 30 s pauzė; 

viso 30 ciklų) šaldant lede. Ląstelių nuolauţos pašalintos centrifuguojant 

12000×g, 20 min., esant 4 °C. G. thermoleovorans DSM 15325 išskirto lizato 

viduląstelinių baltymų preparatas 12 val. dializuotas prieš resuspendavimo 

buferį tūrių santykiu 1:5000, esant 4 °C. Kamieno kultūrinio skysčio 

supernatanto ekstraląsteliniai baltymai išskirti, palaikant 4 °C, precipitacija 

išsūdţius 80 % (NH4)2SO4 įsotinimu. Ekstraląstelinių baltymų precipitatas 

nusodintas centrifuguojant 12000×g, 30 min., esant 4 °C ir resuspenduotas 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferyje. Gautas preparatas 12 val. dializuotas 

prieš resuspendavimo buferį tūrių santykiu 1:5000, esant 4 °C. 

2.6. G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinių peptidazių identifikavimas 

Išskirtų G. thermoleovorans DSM 15325 viduląstelinių ir ekstraląstelinių 

baltymų elektroforeziniai profiliai analizuoti atlikus NDS-PAGE. Ţelatiną ir 

iš dalies denatūruotą I tipo kolageną peptidolizuojančių kolagenolizinių 

peptidazių aktyvumas detektuotas minėtų substratų zimografija. Detektuotų 
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peptidazių molekulinės masės nustatytos remiantis baltymų molekulinių masių 

ţymeniu atsiţvelgus į zimogramų geliuose įpolimerintų substratų įtaką baltymų 

elektroforeziniam mobilumui (144, 145). Kolagenolizinių peptidazių identifikavimui 

masių spektrometrija išpjauti NDS-PAGE gelio fragmentai su išsidėsčiusiais 

nustatytas peptidazių molekulines mases atitinkančių molekulinių masių baltymais. 

Detektuotų kolagenolizinių peptidazių tikėtinas išsidėstymas 

poliakrilamido gelyje nepriklausomai nustatytas įvertinus azokolio hidrolizės 

intensyvumą. Identiškai, kaip vykdant zimografiją, išplovus NDS iš NDS-PAGE 

gelio, poliakrilamido gelis ties baltymų molekulinių masių ţymens ţinomų 

masių standartais išpjaustytas. Gelio fragmentai homogenizuoti šaldant 

FastPrep-24 (MP Biomedicals) homogenizatoriumi, naudojant 0,1 mm ø stiklo 

granules (ciklas: 20 s homogenizavimo (5 m/s), 40 s pauzė; viso 5 ciklai). 

Baltymai iš homogenizuotų gelio fragmentų 12 val. eliuuoti į 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/60 °C buferį su 20 mM CaCl2, purtant 1000 rpm, palaikant 4 °C. 

Kolagenolizinės peptidazės baltymų preparatuose detektuotos įvertinus 

azokolio hidrolizės intensyvumą. 

Išpjautų gelio fragmentų su G. thermoleovorans DSM 15325 

kolagenolizinėmis peptidazėmis mėginiai saugoti 50 mM TRIS-HCl pH 7,4/20 °C 

buferyje, esant 4 °C. Baltymų iš gelio fragmentų mėginių peptidų aminorūgščių 

sekos de novo identifikuotos masių spektrometrija MALDI TOF/TOF-MS/MS 

ESI-TRAP (p< 0,05) veikiant tripsinu, Lenkijos mokslų akademijos Biochemijos ir 

biofizikos instituto Masių spektrometrijos laboratorijoje (Varšuva, Lenkija). 

2.7. GT-SM3B geno klonavimas 

Visos sekos GT-SM3B genas klonuotas į raiškos vektorių pET-28c(+) (Novagen) 

oligopeptidazės seką papildant N-galiniu šešių histidino liekanų formuojamu 

giminingumo inkaru bei trombino atpaţįstama aminorūgščių seka. GT-SM3B 

genas pagausintas polimerazine grandinine reakcija (PGR) matrica naudojant 

G. thermoleovorans DSM 15325 genominę DNR bei pradmenų porą 

M03007kaust1F ir M03007kaust1RRS (2 lentelė). Pradmenys parinkti, įvedant 

restrikcijos  endonukleazių atpaţįstamas sekas, PRIMERSELECT komponentu 
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2 lentelė. Pradmenys. 

Pradmuo Seka, 5'-3' Geno 

regionas, nt 

Restrikcijos 

endonukleazės 

seka, pabraukta 

M03007kaust1F CAT ATG GCT AGC ATG ARG CGC TGG C 1-13 NheI 

M03007kaust1RRS 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 NotI 

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

U32pCriRv CTA GTC GAC TTA ATT CTC CTT TCT C 1254-1269 SalI 

 

iš LASERGENE 6 (DNASTAR). Pradmenų sudarymui naudotos galimai 

oligopeptidazių F genų sekos iš Geobacillus sp. C56-T3, Geobacillus sp. Y412MC52, 

Geobacillus sp. Y412MC61, Geobacillus kaustophilus HTA426 bei Geobacillus 

thermoleovorans CCB_US3_UF5 genomų. GT-SM3B geno PGR mišinyje buvo 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,25 M kiekvieno 

pradmens ir 10 ng matricos. PGR vykdyta: pradinė denatūracija 2 min./95 C; 

29 gausinimo ciklai, kurių kiekvieną sudarė 1 min./95 C, 2 min./60 C ir 3 min./72C; 

galutinė elongacija 7 min./72 C. PGR produktas restriktuotas bei T4 DNR ligaze 

(Thermo Fisher Scientific) liguotas į vektorių pagal gamintojo rekomendacijas. 

Ligacijos produktai elektroporuoti į  scherichia coli DH5α (F
-
 endA1 hsdR17(rK

-
, mK

+
) 

glnV44 thi-1 λ
-
 recA1 gyrA96 relA1 deoR nupG Δ(lacZYA-argF)-U169 Φ80dlacZΔM15) 

(Novagen). Sekoskaita patikrinta rekombinantinė plazmidė išskirta iš atrinktos 

kolonijos elektroporuota į baltymų raiškos kamieną Escherichia coli BL21 (DE3) 

(F
-
 ompT hsdSB(rB

-
, mB

-
) gal dcm lon λ(DE3 (lacI lacUV5-T7 gene1 ind1 sam7 nin5))) 

(Novagen). Abiem atvejais transformantai išsėti ant agarizuotos (15 g/L) Luria-

Bertani (LB) (146) terpės (g/L): peptono, 10; mielių ekstrakto, 5; NaCl, 10; 

papildytos kanamicinu 30 μg/mL ir kultivuoti 12 val. palaikant 37C. 

2.8. Rekombinantinės GT-SM3B raiškos įvertinimas bei produkavimo 

optimizavimas 

E. coli BL21 (DE3) transformantai su GT-SM3B raiškos konstruktu 

kultivuoti LB terpėje su kanamicinu (30 µg/mL) 12 val., aeruojant 180 rpm, 



46 

palaikant 37 °C. Siekiant įvertinti pradinių GT-SM3B heterologinės raiškos 

sąlygų įtaką tikslinio baltymo išeigai bei tirpumui LB terpė su kanamicinu 

inokuliuota 1 % (tūris/tūris) pastarąja kultūra ir kultivuota Erlenmėjerio 

kolbose, uţpildant ne daugiau kaip ketvirtadalį tūrio, identiškai kaip 

inokuliatas. Kultūrai pasiekus OT600 0,5 heterologinė GT-SM3B raiška 4 val. 

indukuota 1 mM izopropil-β-D-tiogalaktopiranozido (IPTG). 

Parenkant tirpios GT-SM3B produkavimui optimalias sąlygas buvo 

parenkamos skirtingos esminių raiškos parametrų vertės: E. coli BL21 (DE3) 

kultūros tankis pradedant indukciją OT600 0,5, 0,8; temperatūra raiškos 

indukcijos metu 25, 30 °C; indukavimui taikyta IPTG koncentracija 0,1, 0,5, 1 mM; 

raiškos indukcijos trukmė 2, 4, 12 val. Optimizavimas atliktas raiškos kultūras 

kultivuojant 20 mL terpės identiškai kaip vykdant GT-SM3B raišką pradinėmis 

sąlygomis bei kiekvienai kultūrai taikant skirtingas GT-SM3B raiškos 

parametrų kombinacijas. Optimizuojant LB terpė palyginta su įprastos sudėties 

M9 (147) terpe, papildyta kazeino hidrolizatu 1 % (masė/tūris), vertinant terpės 

tinkamumą tirpios GT-SM3B produkcijai. 

Rekombinantinės GT-SM3B raiškos išeiga E. coli BL21 (DE3) lizato 

tirpioje ir netirpioje frakcijose, o taip pat raiškos kamieno koncentruotame 

sekretome įvertinta matuojant oligopeptidolizinį aktyvumą bei NDS-PAGE. 

2.9. Rekombinantinės GT-SM3B gryninimas 

Jei kitaip nenurodyta, gryninimas vykdytas esant kambario temperatūrai. 

Iš kultūrinio skysčio su sekretuota GT-SM3B E. coli BL21 (DE3) ląstelės 

pašalintos centrifuguojant 7000×g, 30 min., esant 4 °C. Raiškos kultūros 

kultūrinio skysčio supernatanto baltymai išskirti, palaikant 4 °C, precipitacija 

išsūdţius imtinai nuo 30 iki 80 % (NH4)2SO4 įsotinimu. Baltymų precipitatas 

nusodintas centrifuguojant 12000×g, 30 min., esant 4 °C ir resuspenduotas 

buferyje A (20 mM TRIS-HCl pH 8,4/20 °C). Gautas preparatas 12 val. 

dializuotas prieš buferį A tūrių santykiu 1:5000, esant 4 °C. Dializatas uţneštas 

į anijoninės chromatografijos kolonėlę UNO Q6 (12 × 53 mm) (Bio-Rad), 

ekvilibruotą buferiu A. Baltymai eliuuoti buferiu A, papildytu 1 M NaCl. 
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Iš dalies išgryninta rekombinantinė GT-SM3B surinkta pratekėjusioje 

frakcijoje. Pastaroji dializuota 12 val. prieš buferį B (20 mM MES-NaOH 

pH 5,6/20 °C) tūrių santykiu 1:5000, esant 4 °C. Atlikus dializę mėginys 

uţneštas į buferiu B ekvilibruotą UNO S1 (7 × 35 mm) (Bio-Rad) katijoninės 

chromatografijos kolonėlę. Rekombinantinė oligopeptidazė eliuuota 30 mL 

linijiniu NaCl (0-1 M) gradientu buferyje B, taikant 1 mL/min pratekėjimo 

greitį. Galiausiai frakcijos su GT-SM3B apjungtos bei 12 val. dializuotos prieš 

50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/60 °C tūrių santykiu 1:3000, esant 4 °C. 

Rekombinantinės GT-SM3B preparato grynumas įvertintas NDS-PAGE. 

2.10. Kiekybinis oligopeptidolizinio aktyvumo įvertinimas 

GT-SM3B oligopeptidolizinis aktyvumas kiekybiškai vertintas substratu 

naudojant Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH (Fluka). Reakcijos 

mišinį 50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/60 °C buferyje, bendrame 60 μL tūryje 

sudarė 2 μM substrato ir 0,5 μg rekombinantinės oligopeptidazės. Atlikus reakcijų 

inkubavimą 10 min., purtant 350 rpm, palaikant 60 °C, vykdyta ninhidrino 

reakcija (148, 149) ir matuotas sugerties pokytis esant 570 nm kontrole naudojant 

neinkubuotą reakcijos mišinį. Peptidolizės produktų koncentracija apskaičiuota 

pagal standartinę tiesę, kurios sudarymui naudotas Gly-Pro-Ala (Fluka) tripeptidas. 

Oligopeptidolizinio aktyvumo vienetas apibrėţtas kaip GT-SM3B kiekis, 

optimaliomis reakcijos sąlygomis katalizuojantis 1 μM produktų susidarymą per 

minutę. Specifinis oligopeptidolizinis aktyvumas išreikštas vienetais mg baltymo. 

2.11. Kinetinė oligopeptidolizinio aktyvumo analizė 

Kinetinės rekombinantinės GT-SM3B charakteristikos Vmax ir KM 

nustatytos atlikus Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH peptidolizės 

pradinio greičio įvertinimą, taikius dešimtį skirtingų substrato koncentracijų iš 

imtinai 0,05-5 KM. Kiekybinis oligopeptidolizinio aktyvumo įvertinimas 

vykdytas esant pH ir temperatūrai, optimaliems GT-SM3B. Gauti matavimų 

rezultatai apdoroti bei analizuoti kartu apskaičiuojant kinetines charakteristikas 

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

Skirtingų grandinės ilgių kolageno oligopeptidų mišiniai ruošti 

iš ţelatinos iš kiaulės odos (MP Biomedicals), I tipo kolageno iš ţiurkės 

uodegos (Fluka) bei nefrakcionuoto kolageno preparato iš jungiamojo audinio 

(Proteina). Baltymai homogenizuoti 12 val. veikiant 100 mM acto rūgštimi, 

esant 4 °C. Homogenizatai 12 val. dializuoti prieš 50 mM HEPES-NaOH 

pH 7,3/60 °C tūrių santykiu 1:3000, esant 4 °C. GT-SM3B hidrolizinis 

aktyvumas, substratais naudojant skirtingų tipų kolageno oligopeptidų 

mišinius, įvertintas identiškai kaip vykdant GT-SM3B kiekybinį 

oligopeptidolizinio aktyvumo įvertinimą. 

2.13. Temperatūros ir pH įtakos GT-SM3B aktyvumui ir stabilumui  

charakterizavimas 

Siekiant charakterizuoti temperatūros įtaką GT-SM3B kataliziniam 

aktyvumui, oligopeptidolizinis aktyvumas įvertintas 50 mM HEPES-NaOH 

pH 7,3 buferyje, taikant temperatūras imtinai nuo 10 iki 95 °C. GT-SM3B 

termostabilumas nustatytas atliekant rekombinantinės oligopeptidazės 

preparato pradinį 1 val. inkubavimą 60, 70 ir 80 °C 50 mM HEPES-NaOH 

pH 7,3 buferyje. Likutinis oligopeptidolizinis aktyvumas įvertintas po pradinio 

inkubavimo. Pastarųjų matavimų rezultatai palyginti su GT-SM3B 

oligopeptidoliziniu aktyvumu, įvertintu palaikant 60 °C, netaikius pradinio 

inkubavimo. 

Skirtingų pH įtaka GT-SM3B aktyvumui charakterizuotaįvertinant 

oligopeptidolizinį aktyvumą skirtinguose buferiuose: 50 mM natrio acetatas-

acto rūgštis (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 įvertinant likutinį oligopeptidolizinį aktyvumą atliekant 

pradinį fermento preparato inkubavimą 1 val., palaikant 40 °C buferiuose, 

kurių pH buvo imtinai nuo pH 4 iki 10. 
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2.14. Metalų jonų, chelatorių bei kitų junginių įtakos GT-SM3B aktyvumui 

charakterizavimas 

Charakterizuojant Li
+
, Na

+
, Mg

2+
, K

+
, Ca

2+
, Mn

2+
, Fe

3+
, Co

2+
, Ni

2+
, Cu

2+
, 

Zn
2+

, Sn
2+

, Ba
2+

 jonų įtaką GT-SM3B aktyvumui, oligopeptidazės preparato 

mėginiai inkubuoti 30 min., palaikant 40 °C, su 1 mM minėtų metalų chloridais. 

Taip pat įvertinta padidintos iki 10 mM Na
+
, K

+
, Ca

2+
 koncentracijos bei 

350 mM Na
+
 koncentracijos įtaka GT-SM3B aktyvumui. Charakterizuojant 

GT-SM3B identiškomis sąlygomis atlikti pradiniai inkubavimai su skirtingų 

grupių junginiais: chelatoriais (EDTA, etilenglikolio tetraacto rūgštimi (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 % (tūris/tūris) ir 

1 % (tūris/tūris))); Brij 35, Brij 58 (abiem atvejais 1 mM); natrio dodecilsulfatu 

(NDS) (1 mM ir 10 mM)), chaotropikais (guanidino-HCl (1 mM); karbamidu 

(1 mM ir 10 mM)). Glicerolio (1 % (tūris/tūris) ir 5 % (tūris/tūris)), 

etilenglikolio (0,1 % (tūris/tūris) ir 1 % (tūris/tūris)) bei fosforamidono (1 mM) 

įtaka oligopeptidazės aktyvumui taip pat charakterizuota. Atlikus pradinį 

GT-SM3B inkubavimą su nurodytais junginiais ir įvykdţius fermentines 

reakcijas matuotas oligopeptidolizinis aktyvumas. Kontrolėmis naudoti 

konkretaus junginio taikytos koncentracijos ir GT-SM3B mišiniai po atlikto 

pradinio inkubavimo, papildţius substratu. 

2.15. GT-IU32 geno transkripcijos analizė 

Siekiant detektuoti GT-IU32 geno transkriptą, įvertinant 

G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimo temperatūros įtaką peptidazės 

transkripcijai, vykdyta atvirkštinės transkripcijos PGR (AT-PGR). 

Suminės RNR išskyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas 

mM9 terpėje, palaikant 55 ar 70 °C. Inokuliatai pastariesiems kultivavimams 

taip pat kultivuoti palaikant 55 ar 70 °C. Inokuliavimas identiškas nurodytam 

aprašant G. thermoleovorans DSM 15325 viduląstelinių ir ekstraląstelinių 
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baltymų išskyrimą. Nepriklausomai iš trijų ląstelių mėginių, kamieną 

kultivavus 55 ar 70 °C, suminė RNR išskirta GeneJET RNA Purification Kit 

(Thermo Fisher Scientific) rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas. Ląstelės 

surinktos centrifuguojant 7000×g, 10 min., esant 4 °C, ir 15 min. palaikant 37 °C 

lizuotos 40 U lizocimo (Carl Roth) buferyje 10 mM TRIS-HCl pH 8/20 °C 

su 1 mM EDTA. Suminės RNR preparatai veikti RiboLock RNase Inhibitor 

(Thermo Fisher Scientific), taikant gamintojo rekomenduojamą koncentraciją. 

Galimos DNR priemaišos RNR preparatuose šalintos DNase I, RNase-free 

(Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo rekomendacijas. 

Išskirti suminės RNR preparatai naudoti atvirkštinės 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 iš minėto rinkinio. 

Naudojant GEOCOL ir LITCOL pradmenų poras (2 lentelė) 

AT-PGR mišinyje buvo 10x Taq buferis su (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 

0,2 mM kiekvieno dNTP, 0,25 μM kiekvieno pradmens, 1,25 U rekombinantinės 

Taq DNR polimerazės (Thermo Fisher Scientific) ir 10 ng kDNR. AT-PGR 

vykdyta: pradinė denatūracija 2 min./95 C; 30 gausinimo ciklų, kurių kiekvieną 

sudarė 1 min./95 C; 2 min./60 C; ir 3 min./72 C; galutinė elongacija 7 min./72 C. 

GT-IU32 geno transkripcijos analizės kontrolės ruoštos atliekant AT-PGR, 

matrica naudojus suminės RNR preparatus. 

Nepriklausomų dviejų transkripcijos analizės kartojimų rezultatai 

palyginti. Išskirtų suminės RNR preparatų degradacija, kDNR sintezės 

efektyvumas bei AT-PGR rezultatai vertinti atlikus elektroforezę. 

2.16. GT-IU32 geno klonavimas 

Visos sekos GT-IU32 genas klonuotas į raiškos vektorių pET-28c(+) 

peptidazės seką papildant N-galiniu šešių histidino liekanų formuojamu 

giminingumo inkaru ir T7 tipo inkaru bei inkarus skiriančia trombino atpaţįstama 

aminorūgščių seka. GT-IU32 genas pagausintas PGR matrica naudojant 
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G. thermoleovorans DSM 15325 genominę DNR bei pradmenų porą LITCOL-F ir 

LITCOL-R (2 lentelė). Pradmenys parinkti, įvedant restrikcijos endonukleazių 

atpaţįstamas sekas, PRIMERSELECT komponentu iš LASERGENE 6. Pradmenų 

sudarymui naudotos U32 proteolizinių fermentų šeimos Helicobacter-tipo 

galimai kolagenazių genų sekos iš Geobacillus thermoleovorans NG80-2, 

G. kaustophilus HTA426 bei Geobacillus sp. WCH70 genomų. Disertacijos 

autorius aprašytą GT-IU32 geno klonavimą atliko vykdydamas pradinį 

GT-IU32 charakterizavimą rengdamas magistro darbą. 

GT-IU32-CGD produkcijai visos sekos GT-IU32 genas klonuotas į 

raiškos vektorių pCri-7a (150) mutuojant Leu
2
→Val. Tikslinė mutacija buvo 

būtina vykdant klonuojamo geno sekos adaptavimą vektoriui bei kartu įgalino 

nepapildyti GT-IU32 sekos aminorūgštimis. Klonavimui GT-IU32-CGD 

produkcijai peptidazės geno seka pagausinta PGR matrica naudojant pET-28c(+) 

ir visos GT-IU32 geno sekos konstruktą bei pradmenų porą U32pCriFw ir 

U32pCriRv (2 lentelė). Pradmenys sudaryti atsiţvelgus į įvedamas restrikcijos 

endonukleazių atpaţįstamas sekas bei atliekamą mutavimą. GT-IU32 geno 

PGR mišinyje buvo 10x cloned Pfu buferis, 2,5 U PfuTurbo DNR polimerazės 

(Stratagene), 0,25 mM kiekvieno dNTP, 0,3 µM kiekvieno pradmens ir 20 ng 

matricos. PGR vykdyta: pradinė denatūracija 2 min./95 °C; 30 gausinimo ciklų, 

kurių kiekvieną sudarė 30 s/95 °C; 2 min./65 °C; ir 2 min./68 °C; galutinė 

elongacija 10 min./68 °C. PGR produktas restriktuotas bei T4 DNR ligaze 

liguotas į vektorių pagal gamintojo rekomendacijas. Ligacijos produktai bei 

sekoskaita patikrinta rekombinantinė plazmidė, išskirta iš atrinktos kolonijos, 

termošoku transformuoti į E. coli BL21 (DE3), paruoštas veikus CaCl2. 

Transformantai išsėti ant agarizuotos LB terpės, papildytos kanamicinu 30 µg/mL, 

ir kultivuoti 12 val., palaikant 37 °C. 

2.17. Rekombinantinės GT-IU32 raiška ir gryninimas 

Ruošiant inokuliatą E. coli BL21 (DE3) transformantai su viso GT-IU32 geno 

raiškos konstruktu pET-28c(+) kultivuoti LB terpėje su kanamicinu (30 µg/mL) 

12 val., aeruojant 180 rpm, palaikant 37 °C. Pastarąja kultūra 1 % (tūris/tūris) 
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inokuliuota LB terpė su kanamicinu. Inokuliuota kultūra kultivuota 

Erlenmėjerio kolbose uţpildant ne daugiau kaip ketvirtadalį kolbų tūrio identiškai 

kaip inokuliatas. Kultūrai pasiekus OT600 0,6, rekombinantinės GT-IU32 raiška 

4 val. indukuota 0,5 mM IPTG. Peptidazės raiška įvertinta NDS-PAGE. Taikytos 

raiškos parametrų vertės parinktos disertacijos autoriui atlikus rekombinantinės 

GT-IU32 raiškos E. coli BL21 (DE3) optimizavimą rengiant magistro darbą. 

Jei kitaip nenurodyta, gryninimas vykdytas esant kambario temperatūrai. 

E. coli BL21 (DE3) ląstelės su rekombinantine GT-IU32 surinktos 

centrifuguojant 7000×g, 20 min., esant 4 °C. Du kartus praplautos 

ir resuspenduotos 50 mM TRIS-HCl pH 7,5/20 °C buferyje su 20 mM 2-ME 

ir 250 mM NaCl bei 10 mM imidazolo, ląstelės lizuotos ultragarsu 

(ciklas: 20 s pulsas (20 kHz, amplitudė 35 %, 500 W); 40 s pauzė; viso 20 ciklų) 

šaldant lede. Lizatas centrifuguotas 12000×g, 20 min., esant 4 °C. 

Supernatantas filtruotas naudojant ø 0,22 µm porų filtrą (Carl Roth). 

Rekombinantinė GT-IU32 gryninta nikelio giminingumo chromatografija, 

naudojant dervas HisPur Ni-NTA Resin (Thermo Fisher Scientific) arba 

Ni-NTA agarozę (QIAGEN), atsiţvelgus į gamintojų rekomendacijas. 

Uţnešus baltymų preparatą, praplovimas vykdytas 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,5/20 °C buferiu su 20 mM 2-ME ir 250 mM NaCl bei 50 mM imidazolo. 

Eliucija vykdyta 50 mM TRIS-HCl pH 7,5/20 °C buferiu su 20 mM 2-ME ir 

250 mM NaCl bei 250 mM imidazolo. Atlikus gryninimą GT-IU32 preparatas 

12 val. dializuotas tūrių santykiu 1:3000, esant 4 °C. Rekombinantinės GT-IU32 

preparato grynumas įvertintas NDS-PAGE. 

2.18. GT-IU32 identifikavimas G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje 

Vykdant natyvios GT-IU32 identifikavimą išskirtame 

G. thermoleovorans DSM 15325 viduląstelinių baltymų preparate, atlikta 

preparato NDS-PAGE. Poliakrilamido gelio fragmentas su tikėtinai 

išsidėsčiusia natyvia GT-IU32 ties baltymų molekulinių masių ţymens 50 kDa 

masės standartu išpjautas. Natyvios GT-IU32 identifikavimui masių 

spektrometrija būtinų referentinių oligopeptidų gavimui, atlikus 
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rekombinantinės GT-IU32 preparato NDS-PAGE, išpjautas poliakrilamido 

gelio fragmentas su rekombinantine peptidaze. 

Išpjautų gelio fragmentų mėginiai saugoti 50 mM TRIS-HCl pH 7,4/20 °C 

buferyje, esant 4 °C. Natyvi GT-IU32 identifikuota masių spektrometrija 

MALDI TOF/TOF tandemine LC-MS/MS (p  0,05) veikiant tripsinu, Vilniaus 

universiteto Biochemijos instituto Proteomikos centre (Vilnius, Lietuva). 

2.19. Rekombinantinės GT-IU32 oligomerizacijos charakterizavimas 

Analizinei gelfiltracijai, charakterizuojant GT-IU32 oligomerizaciją bei 

optimizuojant sąlygas, stabilizuojančias monomerinį peptidazės būvį, naudota 

Superdex 200 10/300 GL (10 × 300 mm) (GE Healthcare) kolonėlė. 

Gelfiltracija, esant kambario temperatūrai, vykdyta atsiţvelgus į gamintojo 

nurodytas naudotos kolonėlės parametrų vertes, naudojant 20 mM TRIS-HCl 

pH 7,5/20 °C buferį su 150 mM NaCl. Oligomerizacijos tyrimui GT-IU32 

gryninta identiškai kaip produkuojant GT-IU32-CGD, tačiau nevykdant ribotos 

proteolizės bei antrosios preparatyvinės gelfiltracijos. Tiriant GT-IU32 

oligomerizaciją, po gryninimo peptidazės preparato buferis pakeistas į analizinės 

gelfiltracijos buferį ultrafiltruojant Vivaspin 15 (Sartorius Stedim Biotech) 

filtratoriais pagal gamintojo rekomendacijas. Pakeitus buferį, nevykdant 

inkubavimo, vykdyta analizinė gelfiltracija. Tuo atveju, jei oligomerizacija 

tirta po GT-IU32 preparato buferio pakeitimo vykdţius inkubavimą, peptidazės 

preparatas papildytas Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 

(Roche Diagnostics), taikant gamintojo rekomenduojamą koncentraciją. 

Vertinant reduktorių (DTT (1 mM ir 5 mM), 2-ME (10 mM), TCEP (1 mM)) 

bei stiprios joninės jėgos (NaCl (0,5 M)) įtaką GT-IU32 oligomerizacijai, 

analizinė gelfiltracija vykdyta gelfiltracijos buferį papildant nurodytų 

koncentracijų junginiais. GT-IU32 preparato buferio pakeitimui į analizinės 

gelfiltracijos buferį su taikyta konkretaus reduktoriaus koncentracija ar 

0,5 M NaCl naudota ultrafiltracija. Jei peptidazės preparatas po buferio 

pakeitimo inkubuotas prieš analizinę gelfiltraciją, preparatas papildytas 

Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail. Skirtingų junginių įtaka 
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GT-IU32 oligomerizacijai apibrėţta palyginus peptidazės būvių koncentracijų 

santykį, stebėtą veikiant nurodytos koncentracijos junginiu, su nustatytu būvių 

santykiu, analizinę gelfiltraciją vykdţius naudojant 20 mM TRIS-HCl 

pH 7,5/20 °C buferį su 150 mM NaCl. 

Detektuotų GT-IU32 oligomerizacijos būvių molekulinės masės 

apskaičiuotos naudojantis kalibracine kreive, sudaryta nustačius ţinomos 

molekulinės masės baltymų standartų iš Bio-Rad ir GE Healthcare 

gelfiltracijos kalibravimo rinkinių eliucijos tūrius, kalibravimą vykdant 

analizinės gelfiltracijos sąlygomis. 

2.20. Kalcio ir cinko jonų įtakos GT-IU32 termostabilumui įvertinimas 

Siekiant įvertinti kalcio ir cinko jonų įtaką rekombinantinės GT-IU32 

termostabilumui, peptidazės preparatas po gryninimo 12 val. dializuotas prieš 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4 buferį su 10 mM 2-ME arba 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4 buferį su 10 mM 2-ME ir 1 mM CaCl2, arba 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4 buferį su 10 mM 2-ME ir 1 mM ZnCl2, arba 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4 buferį su 10 mM 2-ME ir 1 mM CaCl2 bei 1 mM ZnCl2 tūrių 

santykiu 1:3000, esant 20 °C. Atlikus dializę, mėginiuose nustatyta GT-IU32 

koncentracija. Rekombinantinės peptidazės 0,5 mg/mL koncentracijos 

200 µL mėginiai 1 val. inkubuoti, palaikant 37, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ir 95 °C. 

Denatūravusi GT-IU32 atskirta centrifuguojant 12000×g, 15 min., esant 4 °C. 

Atskyrus denaturavusią GT-IU32, nustatyta likutinė peptidazės koncentracija. 

Vertinant kalcio ir cinko jonų įtaką, rekombinantinės GT-IU32 termostabilumas 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4 buferyje su 10 mM 2-ME laikytas kontrole. 

2.21. GT-IU32-CGD preparato produkcija 

Heterologinė GT-IU32 raiška vykdyta E. coli BL21 (DE3) kultivuojant 

LB terpėje, papildytoje kanamicinu (30 µg/mL), aeruojant 250 rpm, palaikant 37 °C. 

Raiškos kamieno kultūrai pasiekus OT550 0,8, rekombinantinės GT-IU32 raiška 

5 val. indukuota 1 mM IPTG. Selenometioninu derivuojamos GT-IU32 heterologinė 

raiška atlikta identiškai, tačiau raiškos kamieno kultivavimui taikyta įprastos 



55 

sudėties M9 (147) terpė, papildyta aminorūgštimis metioniną pakeitus 

selenometioninu. Centrifuguojant 7000×g, 30 min., esant 4 °C, surinktos ląstelės 

su rekombinantine GT-IU32 du kartus praplautos buferiu A (50 mM TRIS-HCl 

pH 8/20 °C su 20 mM 2-ME ir 250 mM NaCl) bei resuspenduotos į minėtą 

buferį, papildytą DNase I (Roche Diagnostics) ir Complete, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail, taikant gamintojo rekomenduojamas koncentracijas. 

Ląstelės lizuotos 1,35 kBar, palaikant 4 °C, naudojant aukšto slėgio ląstelių 

homogenizatorių (Constant Systems). Homogenizato tirpi frakcija su GT-IU32 

atskirta centrifuguojant 50000×g, 1 val., esant 4 °C. Gautas preparatas 

filtruotas naudojant ø 0,22 µm porų filtrą (Merck Millipore). Rekombinantinės 

GT-IU32 raiška įvertinta NDS-PAGE. 

Vykdant nikelio giminingumo chromatografiją, preparatas su GT-IU32 

uţneštas į Ni-NTA agarozę (Invitrogen), ekvilibruotą buferiu A. 

GT-IU32 eliuuota buferiu B (50 mM TRIS-HCl pH 8/20 °C su 20 mM 2-ME ir 

250 mM NaCl bei 150 mM imidazolo). Iš dalies išgrynintos GT-IU32 

preparatas uţneštas į HiLoad 26/60 Superdex 75 (26 × 60 mm) (GE Healthcare) 

kolonėlę, ekvilibruotą buferiu C (20 mM TRIS-HCl pH 8/20 °C su 1 mM TCEP 

ir 150 mM NaCl). Atlikus gelfiltraciją, GT-IU32 preparato grynumas įvertintas 

NDS-PAGE. Apjungus frakcijas su GT-IU32, preparatas iki 30 mg/mL 

koncentruotas ultrafiltruojant Vivaspin 15 filtratoriais pagal gamintojo 

rekomendacijas. Ribota rekombinantinės GT-IU32 proteolizė vykdyta 

inkubuojant 48 val., palaikant 37 °C. Atlikus ribotą proteolizę, 

GT-IU32-CGD atskirtas centrifuguojant 10000×g, 10 min., esant 4 °C. 

Supernatantas filtruotas naudojant ø 0,22 µm porų filtrą. GT-IU32-CGD 

preparatas uţneštas į HiLoad 26/60 Superdex 75 kolonėlę, ekvilibruotą buferiu 

D (20 mM TRIS-HCl pH 7,5/20 °C su 1 mM TCEP ir 50 mM NaCl). 

Gelfiltracija išgryninto 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 įvertintas NDS-PAGE. 
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2.22. GT-IU32-CGD kristalinimas bei rentgeno spindulių difrakcijos duomenų 

surinkimas ir apdorojimas 

Parenkant palankias sąlygas GT-IU32-CGD kristalinimui, naudojant skirtingus 

tirpalų rinkinius, kristalinimas vykdytas garų difuzijos metodu sėdinčiuose 

lašuose 96 × 2-šulinėlių MRC plokštelėse (Innovadyne). GT-IU32-CGD 

preparato lašai suformuoti įnešant Cartesian Nanodrop robotu (Genomic 

Solutions), Ispanijos nacionalinės mokslinių tyrimų tarybos Barselonos 

molekulinės biologijos instituto Kristalinimo padalinyje (Barselona, Ispanija). 

Kristalinimo plokštelės kristalinimo inkubatoriuje (Bruker) inkubuotos 168 val., 

nepriklausomai palaikant 4 ar 20 °C. Tinkamiausios sąlygos GT-IU32-CGD 

kristalinimui iš parinktų palankių GT-IU32-CGD kristalinimui sąlygų atrinktos 

ir taikytos kristalinant baltymą iš µL eilės preparato tūrio 24-šulinėlių Cryschem 

kristalinimo plokštelėse (Hampton Research). Natyvūs ir selenometioninu 

derivuoti GT-IU32-CGD kristalai, krio-apsaugoti pakopomis mirkant rezervuarų 

tirpaluose su didėjančia glicerolio koncentracija iki 20-25 % (tūris/tūris). 

Pilni difrakcijos duomenų rinkiniai surinkti kristalus šaldant skystu azotu 

(Oxford Cryosystems), palaikant -173 °C. Natyvaus GT-IU32-CGD kristalų 

difrakcijos duomenys surinkti naudojant PILATUS 6M pikselių detektorių 

(DECTRIS) Europos sinchrotrono spindulių linijoje ID29 (Grenoblis, Prancūzija). 

Selenometioninu derivuotų GT-IU32-CGD kristalų difrakcijos duomenys surinkti 

naudojant Quantum 315r CCD detektorių (Area Detector Systems Corporation) 

SOLEIL sinchrotrono spindulių linijoje PROXIMA 1 (Paryţius, Prancūzija). 

Surinkti difrakcijos duomenys (3 lentelė) apdoroti XDS programa (151) ir 

SCALA komponentu (152) iš CCP4 (153). 

2.23. GT-IU32-CGD erdvinės struktūros sprendimas ir analizė 

Vieno bangos ilgio anomalinė difrakcija, naudojant selenometionino 

išvestinę, taikyta GT-IU32-CGD erdvinei struktūrai išspręsti SHELXD 

programa (154). Kristalų difrakcijos duomenys (3 lentelė) surinkti parinkus 

bangos ilgį, atitinkantį maksimalią seleno absorbciją. Simetrijos grupė nustatyta 
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SHELXE programa (154). Pradinis GT-IU32-CGD erdvinės struktūros modelis 

sudarytas naudojant eksperimentinį elektronų tankio ţemėlapį TURBO-FRODO 

programa (155) Silicon Graphics Octane2 platformoje (Silicon Graphics 

International), tikslintas PHENIX programa (156), BUSTER programa (157) 

bei SHELXL programa  (154). Modelis taikytas išsprendţiant  natyvią baltymo 
 

3 lentelė. Kristalografijos duomenys. 

Duomenų rinkinys Natyvus 

GT-IU32 kristalas 

Selenometioninu derivuotas 

GT-IU32 kristalas 

Erdvinė grupė P212121 P3221 

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

Bangos ilgis, Å 0,9724 0,9791 

Atspindţių skaičius 200643 131989 

Unikalių atspindţių skaičius 27941 26349 

Rezoliucijos intervalas, Å 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) 

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

Rr.i.m. (= R me as)
** 0,125 (0,172) 0,045 (0,459) 

Rp.i.m.
** 0,046 (0,066) 0,026 (0,296) 

I/σ(I) 13,7 (8,6) 19 (3,3) 

B veiksnys (Vilsono), Å
2
 6,6 11,4 

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

Rezoliucijos intervalas naudotas 

patikslinimui, Å 

∞-1,1 ∞-1,15 

Naudotų patikslinimui 

atspindţių skaičius 

27158 25557 

Patikslinimo rinkinio atspindţių 

skaičius  

734 792 

Rkrist.
** 0,123 0,141 

Rneprikl.
** 0,163 0,17 

Baltymo atomų skaičius 760 692 

Tirpiklio molekulių skaičius 108 80 

Ligandų skaičius katijonas; acetatas sulfatas 

Vidutinis kvadratinis jungties 

ilgio nuokrypis, Å 

0,015 0,014 

Vidutinis kvadratinis kampo 

nuokrypis, ° 

2,33 2,44 

Vidutinis B veiksnys baltymo 

atomams, Å
2
 

10,4 18,3 

Pagrindinės grandinės išsidėstymo kampo analizė*** 

Liekanos  85 78 

Išskirtys - - 

Viso liekanų 87 80 
 

 

*skliaustuose pateiktos vertės išorinei sferai; **158; ***159 



58 

erdvinę struktūrą molekulinio pakeitimo metodu (160) Phaser programa (161). 

Stereocheminių GT-IU32-CGD erdvinės struktūros charakteristikų vertės įvertintos 

MolProbity programa (159) ir WHAT_CHECK komponentu iš WHAT IF (162). 

Sąveikaujančių baltymų molekulių sąveikos paviršiai ir artimos molekulių 

atomų sąveikos nustatytos CNS programa (163). Baltymų porinės sąveikos paviršiai 

apskaičiuoti PISA serveriu (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html (164)). 

Baltymų molekulių paviršiaus formos komplementarumas apskaičiuotas 

SC komponentu (165) iš CCP4. Išspręstos GT-IU32-CGD erdvinės struktūros 

sugretinimas su charakterizuotomis baltymų erdvinėmis struktūromis atliktas 

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

erdvinės struktūros grafinis pateikimas paruoštas TURBO-FRODO programa 

ir UCSF Chimera programa (167). 

2.24. GT-IU32 sąveikos su RNR analizė 

Rekombinantinės GT-IU32 in vitro sąveikos su RNR nustatymui bei 

specifiškumo įvertinimui vykdytos kibimo prie membranos ir elektroforezinio 

mobilumo poslinkio analizės. 

Pasirinktos RNR bei DNR fragmentas (4 lentelė) paţymėti 5'-gale 
32

P izotopu. 

Ţymėjimas radioaktyviu izotopu iš ATP-γ
32

P (Hartmann Analytic) vykdytas 

panaudojant T4 polinukleotidilkinazę (Thermo Fisher Scientific), reakciją 

vykdant pagal gamintojo rekomendacijas. Paţymėjus atliktas gryninimas 

gelfiltracija, naudojant dervą Sephadex G-25, Illiustra MicroSpin G-25 

kolonėlėmis (GE Healthcare) pagal gamintojo rekomendacijas. Paţymėtų RNR 

ir DNR fragmento (abiem atvejais 4 pM/µL; 1750 cpm/pM) preparatams 

naudotas 50 mM TRIS-HCl pH 7,5/30 °C buferis su 10 mM 2-ME. 

Rekombinantinės GT-IU32 ir ţymėtų RNR ar DNR fragmento preparatų 

skirtingų santykių 25 µL tūrio sąveikos mišiniai 50 mM TRIS-HCl pH 7,5/30 °C 

buferyje su 10 mM 2-ME inkubuoti 10 min., palaikant 30 °C. Vertinant 

sąveikos specifiškumą, po inkubavimo sąveikos mišiniai papildyti taikyta 

nurodytos RNR ar DNR fragmento, neţymėtų radioaktyviu izotopu, preparatų 

koncentracija, inkubavimą pratęsiant 10 min., palaikant 30 °C. 

http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html
http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server
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4 lentelė. GT-IU32 sąveikos su nukleorūgštimis įvertinimui pasirinktos  

nukleorūgštys. 

Nukleorūgštis 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 CTT GCT CGT CGC C 

E. coli suminė tRNR frakcija  

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

poliuridilo rūgštis  

44 nt sarcino-ricino kilpos 

fragmentas 

GGG GGG CUC UUC CUA GUA CGA GAG GAC CGG AAG GGA 

CGC ACC UC 

26 bp dgRNR fragmentas UGG CCA CUA CAC CAU UGG UAA 

 

Kibimo prie membranos analizė, esant kambario temperatūrai, vykdyta 

pasitelkiant taškinį pernešimą į membranų sistemą vakuuminiu filtravimu. 

Membranų sistemos viršutiniam sluoksniui naudota Pure Nitrocellulose 

unsupported 0,45 µM 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). 

Pernešimas atliktas membranų sistemą kiekvieno taško atţvilgiu ekvilibravus 

400 µL sąveikos mišinio buferio, prieš pernešimą sąveikos mišinius skiedţiant 

mišinio buferiu iki 200 µL tūrio. Pernešus sąveikos mišinius kiekvieno taško 

atţvilgiu atliktas praplovimas du kartus 200 µL mišinio buferio. Galiausiai 

membranoms leista išdţiūti esant kambario temperatūrai. Rezultatai įvertinti 

po 2 val. membranų ekspozicijos prieš fosforescencinį ekraną FLA3000 

phosphor imager (Fuji Photo Film) nuskaičius ekranus. Densitometrija atlikta 

AIDA Image Analyzer 4 (Raytest) programa. 

Elektroforezinio mobilumo poslinkio analizė, esant kambario 

temperatūrai, vykdyta sąveikos mišinius išskirstant 8 % poliakrilamido gelyje 

nedenatūruojančiomis sąlygomis, palaikant ~7 V/cm įtampą. Elektrofozerė 

vykdyta įprastos sudėties TBE buferyje, naudojant 5x mėginio buferį 

(50 mM TRIS-HCl pH 7,5/20 °C buferis su 10 mM 2-ME ir 50 % (tūris/tūris) 

glicerolio bei 0,01 % (masė/tūris) bromfenolio mėlynojo), palaikius ~10 V/cm įtampą, 

atliekant gelio ekvilibravimą buferiu. Išskirsčius gelis praplautas distiliuotu 

vandeniu bei 10 min. fiksuotas 50 % (tūris/tūris) metanolio ir 10 % (tūris/tūris) 
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acto rūgšties tirpalu. Fiksavimo tirpalas išplautas distiliuotu vandeniu. 

Fiksuotas poliakrilamido gelis 2 val. dţiovintas vakuume, palaikant 70 °C. 

Rezultatai įvertinti po 2 val. membranų ekspozicijos prieš fosforescencinį 

ekraną FLA3000 phosphor imager nuskaičius ekranus. 

2.25. Zimografija 

Zimografija, esant kambario temperatūrai, vykdyta neredukuojančiomis 

sąlygomis analogiškai NDS-PAGE, naudojant 7,5 arba 12 % išskirstančiuosius 

gelius su įpolimerintais homogenizuotais substratais: ţelatina (2 arba 5 mg/mL), 

I tipo kolagenu iš ţiurkės uodegos bei nefrakcionuoto kolageno preparatu iš 

jungiamojo audinio (abiem atvejais 5 mg/mL). Albuminas iš jaučio serumo 

(Carl Roth), kazeinas iš karvės pieno (Fluka), elastinas iš jaučio kaklo raiščio 

(Sigma-Aldrich), keratinas iš vilnos (TCI EUROPE) (visais atvejais 5 mg/mL) 

homogenizavus taip pat naudoti substratais zimografijai. Substratai įpolimerinimui 

homogenizuoti 12 val. veikiant 100 mM acto rūgštimi, esant 4 °C (144). Homogenizatai 

12 val. dializuoti prieš distiliuotą vandenį tūrių santykiu 1:3000, esant 4 °C. 

NDS iš zimogramų gelių išplautas 0,1 % (tūris/tūris) Triton X-100. 

Pastarasis detergentas išplautas gausiai praplovus 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/20 °C buferiu arba 50 mM HEPES-NaOH pH 7,3/20 °C buferiu. 

G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinių peptidazių detekcijai 

zimogramų geliai inkubuoti naudojant detekcijai optimizuotus buferius: 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferį su 20 mM CaCl2 arba 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/60 °C buferį su 20 mM CaCl2 ir 10 μM ZnCl2. GT-SM3B katalizinio 

aktyvumo įvertinimui zimogramų geliai inkubuoti 50 mM HEPES-NaOH 

pH 7,3/60 °C buferyje. Zimogramų geliai GT-IU32 aktyvumo įvertinimui 

inkubuoti 50 mM TRIS-HCl pH 7,4/50 °C buferyje su 20 mM CaCl2 ir 

10 μM ZnCl2 bei 200 mM NaCl ir 40 μM Brij 35. Jei kitaip nenurodyta, 

zimogramų geliai inkubuoti 12 val., palaikant 60 °C. Katalizinis aktyvumas 

vizualizuotas zimogramų gelius daţant PageBlue Protein Staining solution 

pagal gamintojo rekomendacijas. 
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2.26. Kiekybinis azokolio hidrolizės įvertinimas 

Azokolis – I tipo kolagenas iš jungiamojo audinio, impregnuotas azo 

daţu (Sigma-Aldrich), praplovus (168) fermentinei reakcijai 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/60 °C buferyje su 20 mM CaCl2 naudojant 2 mg substrato. Reakcijos 1 mL 

tūrio mišinys 1 val. inkubuotas purtant 1000 rpm, palaikant 60 °C. Atlikus 

inkubavimą, mišinys 10 min. šaldytas palaikant 4 °C. Nehidrolizuotas azokolis 

atskirtas centrifuguojant 7000×g, 10 min., esant 4 °C. Hidrolizės intensyvumas 

nustatytas matuojant fermentinės reakcijos supernatanto sugerties pokytį 

esant 520 nm, kontrole naudojant neinkubuotos fermentinės reakcijos 

supernatantą. Azokolio hidrolizės aktyvumo vienetas apibrėţtas kaip kiekis 

peptidazių reakcijos sąlygomis, lemiančių 1 mg produktų susidarymą (57). 

Specifinis azokolio hidrolizės aktyvumas išreikštas vienetais mg baltymų. 

2.27. Baltymų koncentracijos įvertinimas 

Baltymų koncentracija matuota naudojant Coomassie (Bradford) Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas, 

standartu pasitelkiant albuminą. GT-SM3B ir GT-IU32 koncentracijos 

įvertintos matuojant sugertį esant 280 nm, atsiţvelgus į molinį ekstinkcijos 

koeficientą. 

2.28. Statistinė analizė 

Jei kitaip nenurodyta, n= 3-8, rezultatų vertes laikant statistiškai patikimomis, 

jei p  0,05, pateikiant vidurkius ± standartinius nuokrypius. 
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3. Rezultatai ir rezultatų aptarimas 

3.1. Konstitutyviai G. thermoleovorans  DSM 15325 produkuojamos 

kolagenolizinės peptidazės 

Charakterizuotas G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimas produkuoti 

termoaktyvias ir/ar termostabilias kolagenolizines peptidazes kokybiškai 

nustatytas geobacilų kultivavimui naudojus agarizuotas selektyvias terpes. 

Nustačius išreikštą G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimą produkuoti 

kolagenolizines peptidazes sudarytomis peptidazių raiškos indukciją 

skatinusiomis sąlygomis suformuluota prielaida, jog proteolizinių geobacilų 

gebėjimą įsisavinti kolageną uţtikrina kolagenolizinio aktyvumo sinergizmas 

veikus konstitutyviai bei induktyviai produkuotoms kolagenolizinėms peptidazėms. 

Vykdţius G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavimą mM9 terpėje, 

nesąlygojančioje induktyvios peptidazių raiškos, palaikius termofilo augimui 

optimalius pH ir temperatūrą – pH 6,5 ir 60 °C (169), geobacilos konstitutyviai 

produkavo kolagenolizines peptidazes. Atlikus kiekybinį kolagenolizinių 

peptidazių konstitutyvaus produkavimo intensyvumo įvertinimą, vertinus 

azokolio hidrolizės intensyvumą, didţiausias kolagenolizės intensyvumas 

nustatytas vėlyvos eksponentinės fazės G. thermoleovorans DSM 15325 

kultūrinio skysčio supernatante. Optimizavus kolagenolizinių peptidazių 

iš geobacilų kultūrinio skysčio supernatanto išskyrimą precipitacija išsūdţius 

(NH4)2SO4, nustatyta, kad efektyviausiai konstitutyviai produkuotos 

kolagenolizinės peptidazės precipitavo išsūdţius imtinai nuo 60 iki 80 % 

(NH4)2SO4 įsotinimu. 

Vėlyvos eksponentinės fazės G. thermoleovorans DSM 15325, kultivavus 

mM9 terpėje kamienui optimaliomis sąlygomis, kultūrinio skysčio 

supernatanto baltymų, precipitavusių išsūdţius 60 % (NH4)2SO4 įsotinimu, 

preparate kolagenolizinės peptidazės ţelatinos zimografija detektuotos tarp 

100-130 kDa. G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuota 

artima 120 kDa kolagenolizinė peptidazė (GT-KP120) demonstravo 

ţelatinolizinį aktyvumą 11-98 °C. Didesnės molekulinės masės geobacilų 
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konstitutyviai produkuotos 130 kDa kolagenolizinės peptidazės (GT-KP130) 

ţelatinolizinis aktyvumas nustatytas 37-98 °C. Kamieno konstitutyviai produkuotas 

peptidazes visiškai inaktyvavo EDTA ir EGTA (abiem atvejais 10 mM), 

tuo tarpu Pefabloc SC (5 mM), fenantrolinas (10 mM) ir fosforamidonas (10 µM) 

neinhibavo peptidazių ţelatinolizinio aktyvumo. 

Disertacijos autorius G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimą 

produkuoti kolagenolizines peptidazes bei detektuotų geobacilų konstitutyviai 

produkuotų GT-KP120 ir GT-KP130 pradinį charakterizavimą atliko 

rengdamas bakalauro darbą. 

Siekus masių spektrometrija identifikuoti G. thermoleovorans DSM 15325 

konstitutyviai produkuojamas kolagenolizines peptidazes, išskirti geobacilų 

kultūrinio skysčio supernatanto baltymai, precipitavę išsūdţius optimaliu 

produkuojamų peptidazių išskyrimui imtinai 80 % (NH4)2SO4 įsotinimu. 

Kamieno viduląstelinių kolagenolizinių peptidazių konstitutyvios raiškos 

įvertinimui išskirti viduląsteliniai baltymai. Viduląstelinių ir ekstraląstelinių 

baltymų išskyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas taikius 

sąlygas, identiškas taikytoms vykdţius kamieno gebėjimo konstitutyviai 

produkuoti kolagenolizines peptidazes įvertinimą. Kultivavimui taikyta 

mM9 terpė, nesąlygojanti peptidazių raiškos indukcijos. Inokuliavimui 

kamieno kultūra taip pat kultivuota mM9 terpėje. G. thermoleovorans DSM 15325 

baltymų preparatų ruošimo parametrai uţtikrino geobacilų vėlyvos 

eksponentinės fazės neinduktyvių kolagenolizinių peptidazių išskyrimą. 

Vykdţius G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimo konstitutyviai 

produkuoti kolagenolizines peptidazes pradinį įvertinimą, peptidazės detektuotos 

ţelatinos zimografija, neoptimizuota peptidazių detekcijai. Plėtojus geobacilų 

konstitutyviai produkuotų kolagenolizinių peptidazių detekciją, naudojus 

geobacilų viduląstelinių ir ekstraląstelinių baltymų preparatus, atliktas ţelatinos 

zimografijos optimizavimas, kartu kokybiškai įvertinus ţelatinos zimografijos 

parametrų įtaką detektuotų peptidazių ţelatinoliziniam aktyvumui. 

Zimografijai taikytos ţelatinos koncentracijos zimogramų geliuose 

sumaţinimas nuo 5 mg/mL iki 2 mg/mL leido tiesiogiai lyginus su baltymų 
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molekulinių masių ţymens molekulinės masės standartais nustatyti detektuotų 

kolagenolizinių peptidazių molekulines mases zimogramose. Analogiškai 

efektyvų NDS išplovimą iš zimogramų gelių uţtikrino nuo 2,5 % (tūris/tūris) 

iki 0,1 % (tūris/tūris) sumaţinta Triton X-100 koncentracija (nepateikti rezultatai). 

Zimografijos inkubacinio buferio – 50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferis 

su 20 mM CaCl2 ir 10 µM ZnCl2 bei 200 mM NaCl ir 40 µM Brij 35 – optimizavimo 

rezultatai leidţia teigti, jog 20 mM CaCl2 būtinas GT-KP120 ir GT-KP130 

aktyvumo uţtikrinimui. Pastarųjų kolagenolizinių peptidazių ţelatinoliziniam 

aktyvumui 10 µM ZnCl2 neturėjo įtakos, tačiau zimogramų gelius inkubavus 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferyje su 20 mM CaCl2, geobacilų 

ekstraląstelinių baltymų preparate detektuota artimos 100 kDa molekulinės 

masės kolagenolizinė peptidazė (GT-KP100). G. thermoleovorans DSM 15325 

konstitutyviai produkuotų GT-KP100, GT-KP120 ir GT-KP130 aktyvumui 

200 mM NaCl bei 40 µM Brij 35 įtaka nenustatyta. Viduląstelinės 

G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinės peptidazės nedetektuotos. 

Geobacilų konstitutyviai produkuotų kolagenolizinių peptidazių katalizinio 

aktyvumo kokybiniam ir kiekybiniam įvertinimui optimizuotomis sąlygomis 

naudoti 50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferis su 20 mM CaCl2 arba 

50 mM TRIS-HCl pH 7,4/60 °C buferis su 20 mM CaCl2 ir 10 µM ZnCl2. 

Visiškai 10 µM Zn
2+

 katijono slopinama GT-KP100, taikius 50 mM TRIS-HCl 

pH 7,4/60 °C buferį su 20 mM CaCl2, demonstravo analogišką GT-KP120 ir 

GT-KP130 substratinį specifiškumą 19-80 °C peptidolizuodama ţelatiną ir 

iš dalies denatūruotą I tipo kolageną iš ţiurkės uodegos bei iš dalies 

denatūruotą kazeiną, o taip pat, skirtingai nei GT-KP120 ir GT-KP130, 

iš dalies denatūruotą albuminą, bet nepeptidolizavo iš dalies denatūruotų 

elastino ir keratino. GT-KP100 ţelatinolizinį aktyvumą inaktyvavo EDTA ir EGTA 

(abiem atvejais 1 mM), fenantrolinas (1 mM) bei fosforamidonas (10 µM), 

tuo tarpu Pefabloc SC (1 mM) peptidazės neinhibavo. 

Fermentų identifikavimas masių spektrometrija zimogramų mėginiuose 

galimas (170, 171), tačiau pastaroji identifikavimo strategija negalėjo būti 

taikoma G. thermoleovorans DSM 15325 produkuotų kolagenolizinių peptidazių 
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detekcijai ţelatiną naudojus substratu. Geobacilų ekstraląstelinių baltymų preparate 

išskirtos kolagenolizinės peptidazės ţelatinos ir I tipo kolageno iš ţiurkės uodegos 

zimografija detektuotos tarp 100-130 kDa (9 pav.). Ţelatina ir homogenizuotas 

kolagenas turi įtakos baltymų elektroforeziniam mobilumui  (144, 172), 

 

 

  

            100 % santykinio azokolio hidrolizės aktyvumo – 0,753 ± 0,014 U/mg specifinio azokolio hidrolizės aktyvumo 

9 pav. Išskirtų kolagenolizinių 

peptidazių ţelatinolizinio 

aktyvumo detekcija zimografija. 

10 pav. Geobacillus thermoleovorans DSM 15325  konstitutyviai 

produkuotų kolagenolizinių peptidazių išsidėstymo NDS-PAGE 

gelyje nustatymas, vertinant azokolio hidrolizės intensyvumą. 
 

todėl, siekus patvirtinti kolagenolizinių peptidazių molekulines mases 

nustatytas zimografija, nepriklausomai kolagenolizinių peptidazių tikėtinas 

išsidėstymas NDS-PAGE gelyje nustatytas įvertinus azokolio hidrolizės 

intensyvumą. GT-KP100, GT-KP120 ir GT-KP130 išsidėstymas tarp 100-130 kDa 

azokolio hidrolizės įvertinimu patvirtintas (10 pav.). Konstitutyviai produkuotos 

kolagenolizinės peptidazės demonstravo tolydų mobilumą poliakrilamido 

gelyje, nes buvo išskirtos iš gelio fragmentų virš 130 kDa. Kolagenolizinės 

peptidazės neišskirtos iš gelio fragmentų iki 100 kDa (10 pav.), kas vėlgi 

patvirtino nustatytą kolagenolizinių peptidazių išsidėstymą NDS-PAGE gelyje. 

G. thermoleovorans DSM 15325 ekstraląstelinių baltymų iš baltymų 

preparato elektroforezinio profilio analizuoto molekulinių masių intervalo tarp 

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

48 baltymai (http://proteom.pl/lookatthis/index.php; mėginys 207192165kuis_h7). 

Identifikuotų baltymų homologiškumas charakterizuotų funkcijų baltymams 

leido in silico identifikuoti peptidazes, pasiţyminčias taip pat ir kolagenoliziniu 

aktyvumu (5 lentelė). Identifikuotos G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai 

molekulinė masė, kDa 
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produkuotos kolagenolizinės peptidazės homologiškos išsamiai charakterizuotoms 

cinko peptidazėms iš M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio ir 

M4 proteolizinių fermentų šeimos (1). GT-KP120 ir GT-KP130 – atitinkamai 

Pz-peptidazės 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 produkuotų Pz-peptidazių A ir B iš 

G. collagenovorans MO-1 homologų produkcija netiesiogiai patvirtino  

numatytą (122) konstitutyvią Pz-peptidazių A ir B raišką homologų iš 

G. thermoleovorans DSM 15325 sekose signaliniai peptidai in silico 

nenumatyti (N. Kuisienė, nepublikuoti rezultatai), tačiau pastarosios homologų iš 

G. thermoleovorans DSM 15325 sekose signaliniai peptidai in silico 

nenumatyti (N. Kuisienė, nepublikuoti rezultatai), tačiau pastarosios oligopeptidazės 

detektuotos geobacilų ekstraląstelinių baltymų preparate. Tikėtina, jog 

Pz-peptidazių  A  ir  B  homologų  iš  G.  thermoleovorans  DSM  15325 
 

5 lentelė. Identifikuotos G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinės peptidazės. 

Fermentas, seka Molekulinė 

masė, Mr 

Identifikuotų 

peptidų skaičius 

Identifikuotų peptidų sekos Dengimas, 

              %  

Įvertis 

Baciliolizino 

homologas 
 

GenBank AEV20496.1 

59789 6 N
66
TFQLGGQAR

75
 

G
266

SGIFTYDGR
275

 

N
413

PDWEIGEDIYTPGIAGDALR
433

 

Y
441

GDPDHYSK
449

 

Y
451

TGTQDNGGVHTNSGIINK
469

 

A
500

LVYYLTPTSNFSQLR
515

 

15 332 

Pz-peptidazės A 

homologas 
 

DDBJ BAD99433.1 

 

66849 8 Y
16
ERPDIAQLQASFQEALDSFR

36
 

A
38
GSAALQHEAMK

49
 

Q
119

LFALAETQLKT
129

 

Y
130

APAVVEDLQK
141

 

T
166

LAQLQPFVESPDR
179

 

E
199

LDELYDELVHVR
211

 

L
218

GFQNFVELGYAR
230

 

S
546

PFADGAVASVVGHIER
562

 

19 319 

Pz-peptidazės B 

homologas 
 

DDBJ BAD99434.1 
 

70213 2 L
448

YLLNHYLEGFR
459

 

A
563

GSSDYPIEVLK
574
 

3 82 

 

konstitutyvi produkcija analogiška bacilose charakterizuotai (173, 174) autolizės 

nesąlygotai citoplazminių baltymų produkcijai į ekstraląstelinę aplinką. 

G. thermoleovorans DSM 15325 identifikuoti Pz-peptidazių A ir B homologai 

zimogramose detektuoti suformavę homodimerus. Ţelatinos zimogramose 
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rekombinantiniai Pz-peptidazių A ir B homologai iš G. thermoleovorans DSM 15325 

bei Geobacillus thermoleovorans 22 taip pat detektuoti suformavę 

homodimerus (N. Kuisienė, nepublikuoti rezultatai). Pz-peptidazė B iš 

G. collagenovorans MO-1 geba homodimerizuotis (36), tuo tarpu geobacilų 

Pz-peptidazė A – monomerinis fermentas (36, 63). 

G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai sekretuotas bacilolizino 

homologas, priskirtinas termolizinams, detektuotas artimos 100 kDa molekulinės 

masės, nors apskaičiuota subrendusios kataliziškai aktyvios proteazės 

molekulės masė yra 34,6 kDa. Masių spektrometrija taip pat identifikuotas 

geobacilų sekretuotas, nesubrendęs, kataliziškai neaktyvus, 57,2 kDa bacilolizino 

homologas (5 lentelė). Termolizinų oligomerizacija nenustatyta (175, 176), 

tikėtina, kad sekretuoto bacilolizino homologo identifikavimą tarp 100-130 kDa 

lėmė fermento molekulių mobilumas sudarytomis sąlygomis. Bacilolizino 

homologas iš G. thermoleovorans DSM 15325 katalizuodamas ţelatinos, 

iš dalies denatūruoto I tipo kolageno iš ţiurkės uodegos bei iš dalies denatūruotų 

albumino ir kazeino peptidolizę demonstravo, įprastai termolizinams, platų 

substratinį specifiškumą (125) bei termoaktyvumą, analogišką charakterizuotiems 

bacilolizinams iš geobacilų (177, 178). Sekretuotas bacilolizino homologas 

neskaidė iš dalies denatūruotų elastino ir keratino, bet hidrolizavo azokolį. 

Bacilolizino homologo gebėjimas hidrolizuoti azokolį leido patvirtinti 

zimografija detektuotų G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai produkuotų 

peptidazių išsidėstymą NDS-PAGE gelyje. G. thermoleovorans DSM 15325 

produkuotų Pz-peptidazių A ir B charakterizuoti homologai azokolio 

nehidrolizuoja (36), o termolizinų bei termolizinų homologų gebėjimas 

hidrolizuoti azokolį charakterizuotas (179, 180). 

Zimogramų gelius inkubavus buferyje su 10 µM ZnCl2 geobacilų 

sekretuotas bacilolizino homologas nedetektuotas. Aktyvumo slopinimas didele 

Zn
2+

 katijono koncentracija – tipiška M3 ir M4 proteolizinių fermentų šeimų 

peptidazių charakteristika (181), visgi termolizinus inaktyvuoja maţesnė Zn
2+

 

koncentracija (182). Zimogramų gelių inkubavimui taikyta 20 mM Ca
2+

 katijono 

koncentracija buvo būtina efektyviam bacilolizino homologo autodegradacijos 
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slopinimui ir/ar homologo termostabilumo uţtikrinimui (183, 184). Kalcio 

katijonas buvo taip pat būtinas G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai 

produkuotų Pz-peptidazių homologų aktyvumo detekcijai. G. collagenovorans MO-1 

charakterizuotų Pz-peptidazių kataliziniam aktyvumui Ca
2+

 katijono įtaka 

neišreikšta (36). 

Peptidazių inhibitorių poveikio rezultatai patvirtino G. thermoleovorans DSM 15325 

konstitutyviai produkuotų kolagenolizinių peptidazių priskyrimą cinko 

peptidazėms ir kartu bacilolizino homologo priskirtinumą termolizinams. 

Peptidazių inhibitorių poveikio rezultatai taip pat patvirtino kalcio katijono 

svarbą G. thermoleovorans DSM 15325 produkuotų peptidazių aktyvumui. 

Kolagenolizinės peptidazės, konstitutyviai produkuotos 

G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavus terpėje be peptidazių raiškos 

induktorių, gliukozę taikius anglies ir energijos šaltiniu, homologiškos išsamiai 

charakterizuotoms cinko peptidazėms. Detektavus pastarąsias hidrolazes, 

patvirtinta prielaida, jog G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimą įsisavinti 

kolageną uţtikrina konstitutyviai ir induktyviai produkuojamos ekstraląstelinės 

kolagenolizinės peptidazės. Funkcionuodamos identifikuotos geobacilų 

peptidazės tikėtinai sudaro konstitutyvią katabolinę kaskadą, įgalinančią 

kolageno bei kitų tapusių prieinamais aplinkoje baltymų įsisavinimą, svarbų 

ląstelių mitybai. Skaidomų baltymų oligopeptidai, transportuoti į geobacilos 

citoplazmą, kartu tikėtinai lemia induktyvią peptidazių raišką, kas reikšmingai 

didina aplinkos oligopeptidų ir/ar baltymų įsisavinimo efektyvumą. 

G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimas konstitutyviai produkuoti 

ekstraląstelines kolagenolizines metalo peptidazes, tikėtinai sudarančias konstitutyvią 

katabolinę kaskadą, atspindi proteolizinių geobacilų adaptacinį plastiškumą. 

3.2. M3 proteol iz inių fermentų šeimos M3B pošeimiui pr iskir t ina  

G. thermoleovorans DSM 15325 oligopeptidazė 

Nustačius G. thermoleovorans DSM 15325 gebėjimą konstitutyviai 

produkuoti metalo oligoendopeptidazes, priskirtinas M3 proteolizinių fermentų 

šeimos M3B pošeimiui, tikėtinai su identifikuotais Pz-peptidazių homologais, 
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funkciškai sietinos homologiškos metalo oligoendopeptidazės anotuotuose 

geobacilų genomuose identifikuotos in silico analize (N. Kuisienė, 

nepublikuoti rezultatai). Geobacilos, kurių genomai anotuoti, koduoja išsamiai 

charakterizuotų Pz-peptidazių A ir B iš G. collagenovorans MO-1 homologus 

bei tikėtinai sekretuojamą M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimiui 

priskirtiną galimai metalo oligoendopeptidazę. Termofilinių bakterijų 

sekretuojamos metalo oligopeptidazės išlieka netirtos. Remiantis apibrėţta 

geobacilų tikėtinai sekretuojamos galimai metalo oligoendopeptidazės 

charakterizavimo svarba bei tikėtinu pastarosios peptidazės funkciniu 

sinergizmu su geobacilų konstitutyviai produkuojamomis Pz-peptidazėmis ir/ar 

kolagenolizinėmis proteazėmis, suformuluota tikėtinos G. thermoleovorans DSM 15325 

sekretuojamos metalo oligopeptidazės (GT-SM3B), priskirtinos M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimiui, charakterizavimo strategija (N. Kuisienė, 

nepublikuoti rezultatai). 

3.2.1. GT-SM3B sekos analizė 

Nuo chromosomos pagausinus GT-SM3B geno seką patvirtinta prielaida, 

suformuluota remiantis in silico analize, jog G. thermoleovorans DSM 15325, 

kaip ir geobacilos, kurių genomai anotuoti, chromosomoje koduoja sekretuojamą 

metalo oligopeptidazę (N. Kuisienė). Pagausinimui naudojus pradmenų porą 

M03007kaust1F 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 aminorūgščių ilgio baltymą. 

GenBank suteiktas baltymo ID AHG94995.1. Apskaičiuota GT-SM3B molekulinė 

masė – 70,2 kDa, be numatyto 23 aminorūgščių signalinio peptido – 67,7 kDa. 

GT-SM3B seka maţiausiai skiriasi nuo galimai oligopeptidazių F, 

anotuotų geobacilų genomuose, pastarųjų galimai oligopeptidazių sekose 

in silico numačius signalinius peptidus. Polipeptidų palyginimas leidţia teigti, 

jog GT-SM3B yra 99,2 % identiška G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 

oligopeptidazei F (GenBank AEV19421.1) ir 98,7 % identiška Geobacillus sp. C56-T3 

oligopeptidazei F (GenBank ADI26721.1). GT-SM3B seka nuo 
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G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 oligopeptidazės F skyrėsi penkiomis, o 

nuo Geobacillus sp. C56-T3 oligopeptidazės F – aštuoniomis aminorūgštimis. 

Pastarieji GT-SM3B homologai – tikėtinai sekretuojamos galimai oligopeptidazės, 

homologiškos oligopeptidazei F, priskyrus M3 proteolizinių fermentų šeimos 

M3B pošeimiui, anotuotos nuskaitytuose genomuose (1). Geobacilos, kurių 

genomai anotuoti, taip pat koduoja viduląstelinę oligopeptidazę F (1). Geobacilų 

viduląstelinių oligopeptidazių F sekos maţiau skiriasi nuo M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimio holotipinės oligopeptidazės F – viduląstelinės 

oligopeptidazės iš L. lactis (1) – nei nuo tikėtinai sekretuojamų galimai oligopeptidazių F 

iš geobacilų. Vienintele charakterizuota geobacilų viduląsteline oligopeptidaze 

F išlieka Pz-peptidazė B iš G. collagenovorans MO-1. GT-SM3B palyginus su 

viduląstelinėmis geobacilų galimai oligopeptidazėmis F nustatyta, jog GT-SM3B 

identiškumas svyruoja nuo 40,6 % identiškumo Geobacillus sp. C56-T3 

viduląstelinei oligopeptidazei F (GenBank ADI27671.1) iki 38,9 % identiškumo 

Geobacillus sp. G11MC16 viduląstelinei oligopeptidazei F (GenBank EDY07555.1). 

GT-SM3B analogiškai identiška charakterizuotoms sekretuojamoms 

oligopeptidazėms F (11 pav.). Lyginus GT-SM3B su B. amyloliquefaciens 23-7A 

charakterizuota (79) sekretuojama oligopeptidaze PepFBa (GenBank AAQ08885.2; 

MEROPS M03.007) nustatytas 40,3 % identiškumas, o su charakterizuota (78) 

sekretuojama Pz-peptidaze (DDBJ BAA13561.1; MEROPS M03.007) iš 

B. licheniformis N22 – 38,5 % identiškumas. GT-SM3B sekos identiškumas 

M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio išsamiai charakterizuotos (69) 

holotipinės peptidazės Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 oligopeptidazės F – PepF 

(GenBank AAK05825.1; MEROPS M03.007) sekai (11 pav.) siekia 34,2 % 

identiškumo. G. collagenovorans MO-1 viduląstelinėms Pz-peptidazėms A ir B, 

vienintelėms charakterizuotoms (36) termofilų metalo oligopeptidazėms, 

GT-SM3B atitinkamai 26,2 ir 39,5 % identiška. GT-SM3B seka 25,3 % identiška 

charakterizuotos erdvinės struktūros Geobacillus stearothermophilus galimai 

viduląstelinės oligoendopeptidazės (DDBJ BAD75248.1; MEROPS M03.010; 

PDB 2H1N (185)) Pz-peptidazės A homologo sekai. 
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Nustatytas 41 % neviršijantis GT-SM3B sekos identiškumas 

charakterizuotų metalo oligopeptidazių sekoms paţymi fermento 

charakterizavimo naujumą bei aktualumą. 

Esminiai GT-SM3B sekos elementai uţtikrinantys katalizinio tipo 

sąveiką su cinko katijonu ir formuojantys fermento aktyvųjį centrą 

konservatyvus cinko oligopeptidazių motyvas His-Glu-Xaa-Xaa-His 

 

 
11 pav. GT-SM3B (GenBank AHG94995.1) palyginimas su M3 proteolizinių fermentų 

šeimos M3B pošeimio holotipinės oligopeptidazės PepF (GenBank AAK05825.1) iš 

Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 bei M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio 

charakterizuotų tikėtinai sekretuojamų PepFBa (GenBank AAQ08885.2) iš Bacillus 

amyloliquefaciens 23-7A ir Pz-peptidazės iš Bacillus licheniformis N22 (DDBJ 

BAA13561.1) sekomis. Identiškos aminorūgštys pabrauktos (*). Konservatyvios 

aminorūgščių pakaitos pabrauktos (:). Numatyti signaliniai peptidai paţymėti pilka spalva, 

tuo tarpu esminiai oligopeptidazių aktyvųjį centrą formuojantys elementai – ţalia spalva. 
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(His
400

-Glu
401

-Leu-Gly-His
404

) bei trečiasis cinko jono ligandas Glu (Glu
428

) 

nustatyti oligopeptidazės sekos in silico analize (11 pav.). Cinko jono ligandu 

funkcionuojanti glutamato liekana uţ cinko oligopeptidazių motyvo sutinkama 

bent uţ 18 aminorūgščių liekanų (67). GT-SM3B sekoje glutamato liekana uţ 

His-Glu-Xaa-Xaa-His motyvo sutinkama toliau – uţ 23 aminorūgščių liekanų. 

M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio charakterizuotos geobacilų 

oligopeptidazių erdvinės struktūros patvirtino uţ cinko oligopeptidazių motyvo 

uţ 23 aminorūgščių liekanų sutinkamos glutamato liekanos funkcionavimą 

trečiuoju Zn
2+

 ligandu (185, 63). 

Nustatyta GT-SM3B domeninė organizacija tipiška oligopeptidazių F 

sekoms (1). GT-SM3B sekoje in silico identifikuoti M3 proteolizinių fermentų 

šeimos M3B pošeimio oligopeptidazių sekoms tipiškas N-galinis domenas, 

imtinai Glu
126

-...-Arg
189

, ir M3 proteolizinių fermentų šeimos domenas, imtinai 

Met
215

-...-Leu
595

 (11 pav.). Gluzincinams konservatyvus domenas, imtinai 

Asp
346

-...-Glu
435

, taip pat identifikuotas GT-SM3B sekoje (11 pav.). 

Charakterizuotos metalo oligopeptidazės – gluzincinai (1), taigi GT-SM3B 

priskyrimas gluzincinams buvo tikėtinas. 

GT-SM3B geno priskyrimas operonui nėra tikėtinas, nes peptidazės 

homologų genų, anotuotų nuskaitytuose geobacilų genomuose, priskyrimas 

operonams in silico nenumatytas (141, 142). 

Nustatytas GT-SM3B sekos homologiškumas bakterijų oligopeptidazėms F, 

priskiriamoms M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimiui, ir kartu 

GT-SM3B sekoje identifikuoti konservatyvūs sekos elementai bei GT-SM3B 

sekos domeninė organizacija leidţia GT-SM3B priskirti M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimiui, apjungiančiam bakterijų metalo peptidazes, 

pasiţyminčias išskirtinai tik oligopeptidoliziniu specifiškumu (1). 

3.2.2. Rekombinantinės GT-SM3B optimizuota produkcija 

GT-SM3B heterologinė produkcija taikytomis pradinėmis raiškos 

sąlygomis neturėjo įtakos E. coli BL21 (DE3) augimui. Taikytomis sąlygomis 

pasiekta GT-SM3B raiška didele išeiga, tačiau rekombinantinė oligopeptidazė 
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raiškos kamieno citoplazmoje agregavo prarasdama katalizinį aktyvumą. 

Didele išeiga produkuota rekombinantinė GT-SM3B be numatyto signalinio 

peptido taip pat agregavo raiškos kamieno citoplazmoje ir prarado aktyvumą 

(nepateikti rezultatai). Nors GT-SM3B seka, buvo papildyta N-galiniu šešių 

histidino liekanų formuojamu giminingumo inkaru bei trombino atpaţįstama 

aminorūgščių seka E. coli BL21 (DE3) atpaţino, kaip in silico numatyta, 

natyvų GT-SM3B signalinį peptidą. Pradinės GT-SM3B raiškos sąlygos 

uţtikrino sąlyginai menkos išeigos rekombinantinės oligopeptidazės sekrecinę 

produkciją, nepakankamą tikslinį baltymą detektuoti NDS-PAGE, specifinis 

produkuoto fermento aktyvumas 0,02 ± 0,005 U/mg. Įvertinus GT-SM3B 

heterologinę raišką pradinėmis sąlygomis, vykdytas tikslinio baltymo raiškos 

optimizavimas siekiant parinkti sąlygas, ribojančias GT-SM3B agregavimą 

E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje ir/ar padidinančias oligopeptidazės 

sekrecinės produkcijos išeigą. 

Metalo oligopeptidazių heterologinė raiška, indukavus maţa IPTG 

koncentracija, raiškos indukcijos metus palaikius ţemą temperatūrą, tipišku 

atveju uţtikrina didelę rekombinantinių oligopeptidazių raiškos išeigą bei 

tirpumą (186). Visgi raiškos temperatūros ir/ar induktoriaus koncentracijos 

sumaţinimas neribojo GT-SM3B agregavimo raiškos kamieno citoplazmoje. 

GT-SM3B raiškos išeiga temperatūrą raiškos indukcijos metu nuo 37 °C 

sumaţinus iki 30 ar 25 °C analogiškai padidėjo, bet raiška 30 ar 25 °C neribojo 

tikslinio baltymo agregavimo. IPTG koncentracija, taikyta raiškos indukavimui, 

taip pat teigiamai koreliavo su rekombinantinės GT-SM3B kiekiu, bet vėlgi 

neribojo oligopeptidazės agregavimo. Maţesnis raiškos kamieno kultūros 

tankis, pradėjus raiškos indukciją, OT600 0,5 palyginus su 0,8, neţymiai 

padidino GT-SM3B raiškos išeigą, bet neturėjo įtakos agregavimui. 

Rekombinantinės GT-SM3B agregavimo E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje 

neribojo ir raiškos indukcijos trukmės ilginimas nuo 2 iki 4 ir 12 val., lėmęs 

tolydų tikslinio baltymo kiekio maţėjimą raiškos kamieno citoplazmoje. 

Heterologinė GT-SM3B raiška neturėjo įtakos raiškos kamieno augimo 

dinamikai, nepriklausomai kokiomis sąlygomis vykdyta oligopeptidazės raiška 
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optimizavimo metu. Pastarasis rezultatas netiesiogiai patvirtina prielaidą, jog 

agregavusi GT-SM3B buvo kataliziškai neaktyvi E. coli BL21 (DE3) 

citoplazmoje. Parinkti sąlygas ribojančias GT-SM3B agregavimą heterologinės 

raiškos metu E. coli BL21 (DE3) citoplazmoje nepavyko. 

Didelė rekombinantinės GT-SM3B sekrecinės produkcijos išeiga 

uţtikrinta rekombinantinės oligopeptidazės raišką indukavus E. coli BL21 (DE3) 

kultūrai pasiekus OT600 0,5, raišką vykdţius 4 val., indukavimui taikius 

0,5 mM IPTG, raiškos indukcijos metu palaikius 30 °C. GT-SM3B produkcija 

gryninimui vykdyta taikius minėtas heterologinės raiškos parametrų vertes, 

parinktas optimizavimo metu, optimalias rekombinantinės oligopeptidazės 

sekrecijai. LB terpę, taikytą GT-SM3B sekrecinei produkcijai, pakeitus 

M9 terpe papildyta kazeino hidrolizatu 1 % (masė/tūris), pasiekta tris kartus 

efektyvesnė sekrecinės produkcijos išeiga, atitinkamai specifiniai aktyvumai 

0,06 ± 0,01 U/mg ir 0,14 ± 0,02 U/mg. E. coli BL21 (DE3) sekretavus 

GT-SM3B parinktoje terpėje, vykdţius fermento sekrecinį produkavimą ne 

ilgiau 4 val., rekombinantinės oligopeptidazės degradavimo raiškos kamieno 

ekstraląstelinėmis proteazėmis nedetektuota. Optimalios GT-SM3B 

produkavimo sąlygos efektyvią fermento sekreciją uţtikrino tikėtinai 

pakeisdamos rekombinantinės oligopeptidazės agregavimo ir transportavimo iš 

raiškos kamieno citoplazmos pusiausvyrą. Didţiausia GT-SM3B sekrecinės 

produkcijos išeiga pasiekta vykdţius rekombinantinės oligopeptidazės raišką 

skurdesnėje terpėje bei indukavus 0,5 mM IPTG koncentracija, todėl tikėtina, 

jog maţiau efektyvi heterologinė raiška pakeičia pusiausvyrą, efektyvindama 

GT-SM3B sekreciją iš E. coli BL21 (DE3). Visgi vykdţius GT-SM3B 

sekrecinį produkavimą ne maţiau kaip pusė rekombinantinės GT-SM3B kiekio 

agregavo raiškos kamieno citoplazmoje. 

GT-SM3B taikytas sekrecinis produkavimas anksčiau rekombinantinių 

metalo oligopeptidazių produkcijai nebuvo taikytas. M3 proteolizinių fermentų 

šeimos M3B pošeimio peptidazės, produkuotos heterologine raiška, išliko tirpios 

raiškos kamienų citoplazmoje (123, 72). Vienintelė bakterijų metalo oligopeptidazė, 

kurios sekoje numatytas signalinis peptidas, PgPepO iš P. gingivalis 381, 
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produkuota heterologine raiška, išliko tirpia Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS 

citoplazmoje ir nebuvo sekretuota, raišką indukavus 1 val., palaikius 25-28 °C (187). 

Palanki gryninimui rekombinantinės GT-SM3B sekrecinė produkcija uţtikrino 

nelinkusios agreguoti, subrendusios ir be papildomų nenatyvių polipeptido 

sekos fragmentų, aktyvios GT-SM3B gavimą. 

3.2.3. Rekombinantinės GT-SM3B gryninimas 

Rekombinantinė GT-SM3B gryninta iš 500 mL raiškos kultūros 

kultūrinio skysčio precipitacija išsūdţius (NH4)2SO4 bei anijonų ir katijonų 

jonų mainų chromatografija pasiekus 36 kartų gryninimo efektyvumą. 

Daugelis E. coli BL21 (DE3) sekretomo baltymų iš GT-SM3B preparato 

atskirti anijonų mainų chromatografija. Katijonų mainų chromatografija 

GT-SM3B sukoncentruota bei iš rekombinantinės oligopeptidazės preparato 

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

 

NDS-PAGE ir ţelatinos zimografija patvirtintas GT-SM3B grynumas, kartu 

detektavus oligopeptidazės homodimerizaciją (12 pav.). Viso išgryninta 0,34 ± 0,02 mg 

rekombinantinės GT-SM3B, specifinis aktyvumas 5,3 ± 0,03 U/mg. Gryninimo 

metu rekombinantinė GT-SM3B buvo stabili ir nedemonstravo polinkio 

agreguoti. Gryna rekombinantinė GT-SM3B oligopeptidazės mėginio buferyje 

taip pat buvo stabili bei neagregavo. 

 

 

 

12 pav. GT-SM3B preparato grynumo bei 

oligopeptidazės hidrolizinio aktyvumo įvertinimas. 

1: GT-SM3B ţelatinos zimografija; 2: GT-SM3B 

preparato baltymų elektroforezinis profilis;          

M: PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo 

Fisher Scientific); 3: Ţelatinos kontrolė;                  

4: Ţelatinos oligopeptidų hidrolizės GT-SM3B 

profilis; 5: I tipo kolageno kontrolė; 6: I tipo 

kolageno oligopeptidų hidrolizės GT-SM3B 

profilis; 7: Nefrakcionuoto kolageno preparato 

kontrolė; 8: Nefrakcionuoto kolageno preparato 

oligopeptidų hidrolizės GT-SM3B profilis. 
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3.2.4. Temperatūros įtaka GT-SM3B aktyvumui bei stabilumui 

Rekombinantinės GT-SM3B peptidolizinio aktyvumo matavimas, 

taikius dešimtį skirtingų temperatūrų, leido nustatyti, jog oligopeptidazė 

aktyviausia 40 °C (13 pav.). Nustatytas GT-SM3B temperatūros optimumas 

artimas PepFBa peptidazės optimumui – 45 °C (79) bei reikšmingai nesiskiria 

nuo Bacillus licheniformis Pz-peptidazės ir PgPepO peptidazių aktyvumui 

optimalios 37 °C temperatūros (78, 187). Lyginus GT-SM3B aktyvumo 

temperatūrinį optimumą su charakterizuotų metalo oligopeptidazių aktyvumui 

optimaliomis temperatūromis, tik G. collagenovorans MO-1 termoaktyvių 

Pz-peptidazių A ir B temperatūrų optimumai akivaizdţiai viršija GT-SM3B 

optimumą, atitinkamai 25 ir 30 °C (36). GT-SM3B maţiau termoaktyvi, nei 

galima tikėtis charakterizavus fermentą, koduojamą obligatinio termofilo 

G. thermoleovorans DSM 15325, kurio augimui optimali temperatūra yra 55-60 °C, 

tuo tarpu bakterijos neaugo palaikius ţemesnę nei 55 °C temperatūrą (169). 

Charakterizuotos mezofilinių bakterijų sekretuojamos metalo oligopeptidazės – 

PepFBa peptidazė, B. licheniformis Pz-peptidazė, o taip pat PgPepO peptidazė, 

kataliziškai aktyviausios palaikius temperatūrą, identišką arba analogišką 

mezofilo augimui palankiausiai temperatūrai. 
 

  

13 pav. Temperatūros įtaka GT-SM3B 

peptidoliziniam aktyvumui naudojant substratu 

Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH. 

100 % – 5,3 ± 0,03 U/mg, oligopeptidazės 

peptidolizinis aktyvumas nustatytas esant 

oligopeptidazės aktyvumui optimaliai temperatūrai. 
 

14 pav. Temperatūros įtaka GT-SM3B 

stabilumui. GT-SM3B likutinis peptidolizinis 

aktyvumas nustatytas substratu naudojant 

Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH. 

100 % – 3,6 ± 0,06 U/mg, oligopeptidazės 

peptidolizinis aktyvumas nustatytas esant 60 °C. 
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Įvertinus GT-SM3B aktyvumo priklausomybę nuo temperatūros, stebėtas 

tolydus aktyvumo didėjimas nuo 10 °C iki aktyvumo maksimumo – 40 °C bei 

analogiškai tolydus aktyvumo maţėjimas virš oligopeptidazės aktyvumui 

optimalios temperatūros iki 80 °C. Fermento katalizinio aktyvumo priklausomybę 

nuo temperatūros atspindi varpo pavidalo kreivė, tuo tarpu katalizinio 

aktyvumo maksimumas neišreikštas (13 pav.). GT-SM3B aktyvumas 50 ir 60 °C 

siekė atitinkamai 84 ir 64 %, lyginus su nustatytu 40 °C maksimaliu 

oligopeptidazės aktyvumu. Charakterizuota GT-SM3B išsiskiria tolydţiu 

katalizinio aktyvumo maţėjimu virš optimalios fermento aktyvumui 

temperatūros iki 60 °C. Charakterizuotų metalo oligopeptidazių aktyvumo 

maţėjimas virš temperatūrinio optimumo, skirtingai nei GT-SM3B, išreikštas. 

Oligopeptidazės aktyvumas 10 °C siekė 18 % (13 pav.). Peptidolizinis GT-SM3B 

aktyvumas pradėjo išreikštai maţėti virš 60 °C, nustatytas 70 °C siekė 34 %, 

tuo tarpu 80 °C aktyvumas sumaţėjo iki 2 %. GT-SM3B visiškai inaktyvavo 

95 °C temperatūra (13 pav.). Charakterizuota oligopeptidazė demonstravo vieną 

plačiausių efektyvaus aktyvumo – daugiau nei 50 % aktyvumo lyginus su 

maksimaliu aktyvumu, intervalų, kada nors nustatytų metalo oligopeptidazei. 

GT-SM3B demonstravo 71 % likutinio peptidolizinio aktyvumo po 1 val. 

fermento preparato inkubavimo 60 °C (14 pav.). Ekstrapoliuotas GT-SM3B 

termostabilumo pusperiodis (t1/2), veikus minėta 60 °C temperatūra, – virš 1,5 val., 

oligopeptidazės t1/2, veikus 70 °C, – apytiksliai 40 min., tuo tarpu 1 val. 

inkubavimas 80 °C beveik visiškai inaktyvavo GT-SM3B, likutinis 

peptidolizinis aktyvumas maţesnis nei 2 % (14 pav.). 

Charakterizuoto GT-SM3B termostabilumo palyginimas (6 lentelė) su 

charakterizuotais metalo oligopeptidazių termostabilumais leidţia teigti, jog 

oligopeptidazės termostabilumas analogiškas Pz-peptidazės A iš 

G. collagenovorans MO-1 termostabilumui, bet GT-SM3B neţymiai maţiau 

termostabili nei Pz-peptidazė B iš G. collagenovorans MO-1. Bakterijų 

sekretuojamų metalo oligopeptidazių termostabilumas išlieka fragmentiškai 

charakterizuotu. Tikslingai tyrus B. licheniformis Pz-peptidazės termostabilumą, 

nustatytas oligopeptidazės termostabilumas 50 °C, bet Pz-peptidazę inaktyvuoja 
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6 lentelė. Charakterizuotų bakterijų metalo oligopeptidazių termostabilumas. 

Fermentas Bakterija t1/2 Literatūros šaltinis 

GT-SM3B Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 40 min., 70 °C Parengta disertacija 

PepF Desulfotalea psychrophila DSM 12343 30 min., 30 °C (188) 

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

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

Pz-peptidazė A 30 min., 70 °C 

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

LEP II 10 min., 65 °C (190) 

 

inaktyvuoja temperatūra, aukštesnė nei 55 °C (78). PepFBa oligopeptidazė 1 val. 

stabili 40 °C (79). GT-SM3B vienintelė charakterizuota termostabili ekstraląstelinė 

metalo oligopeptidazė, nes termostabilesnė nei B. licheniformis Pz-peptidazė ir 

PepFBa peptidazė ar charakterizuotos ne termoaktyvios metalo oligopeptidazės. 

3.2.5. pH įtaka GT-SM3B aktyvumui bei stabilumui 

Rekombinantinė GT-SM3B demonstravo pH optimumą pH 7,3, analogišką 

PgPepO peptidazės optimumui pH 6,8-7 (187) bei PepFBa peptidazės 

optimumui pH 7 (79). B. licheniformis Pz-peptidazė, taip pat charakterizuota 

sekretuojama metalo oligopeptidazė, aktyviausia šarmingesnėje aplinkoje – pH 

optimumas pH 7,8 (78). Palyginus 

GT-SM3B nustatytą pH optimumą su 

viduląstelinių metalo oligopeptidazių 

pH optimumais, akivaizdus 

GT-SM3B optimumo analogiškumas 

streptokokų oligopeptidazės F – 

PepB peptidazės pH optimumui 

pH 7,4 (191). GT-SM3B demonstravo 

efektyvų aktyvumą – daugiau nei 

50 % aktyvumo lyginus su maksimaliu 

aktyvumu, imtinai pH 5-8 intervale (15 pav.). Veikus rūgštiniu pH, oligopeptidazės 

aktyvumas tolydţio maţėjo iki 44 % hidrolizinio aktyvumo pH 4 (15 pav.). 

Nustatytas GT-SM3B aktyvumo priklausomybės nuo pH profilis demonstravo 

poslinkį į šarminį pH – oligopeptidazės aktyvumas pH 8 viršijo peptidolizinį 

 

15 pav.  pH įtaka GT-SM3B aktyvumui ir 

stabilumui. Skirtingų pH įtaka nustatyta esant 60 °C, 

substratu naudojant Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-

Gly-Pro-Ala-OH. 100 % – 3,6 ± 0,06 U/mg, oligopeptidazės 

peptidolizinis aktyvumas nustatytas esant 60 °C. 
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aktyvumą, detektuotą pH 7 apytiksliai 7 %. GT-SM3B demonstravo išreikštą 

aktyvumo maţėjimą virš pH 8 (15 pav.), detektuotas aktyvumas pH 10 

nesiekė 5 % (15 pav.). Rekombinantinė GT-SM3B buvo stabili pH 5-8, tačiau 

labiau rūgštinių ar šarminių sąlygų poveikis GT-SM3B maţino fermento 

aktyvumą. Likutinis GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas pH 4 ir 9 siekė 60 %, 

pH 10 – 40 % (15 pav.). 

Charakterizuota oligopeptidazė buvo efektyviai aktyvi ir stabili pH 5-8, 

palaikius 60 °C. Sutampančių bei apimančių platų pH intervalą GT-SM3B 

aktyvumo ir stabilumo priklausomybės nuo pH profilių charakteristikos – intervalo 

plotis bei poslinkis į šarminį pH, labiau analogiškos ne mezofilų sekretuojamų 

metalo oligopeptidazių profiliams, bet profiliams, būdingiems charakterizuotoms 

viduląstelinėms metalo oligopeptidazėms iš laktokokų (189, 69) ir 

G. collagenovorans MO-1 (36). 

3.2.6. Metalų jonų bei skirtingų junginių įtaka GT-SM3B aktyvumui 

Metalų chloridų ir skirtingų reagentų įtakos rekombinantinės GT-SM3B 

aktyvumui įvertinimo rezultatai pateikti atitinkamai 7 ir 8 lentelėse. 

GT-SM3B aktyvumui neturėjo įtakos taikyta 1 mM Li
+
, K

+
, Sn

2+
 ir 

Ba
2+

 katijonų koncentracija bei padidinta 10 mM K
+
 katijono koncentracija. 

Rekombinantinės oligopeptidazės katalizinį aktyvumą neţymiai stimuliavo 

1 ir 10 mM Ca
2+

 katijono koncentracijos. GT-SM3B aktyvumą 1 mM Na
+
 ir 

Mg
2+

 jonų koncentracijos stimuliavo apytiksliai 20 %. Visgi 10 ir 350 mM Na
+
 

katijono koncentracijų stimuliacinis poveikis GT-SM3B aktyvumui reikšmingai 

nesiskyrė nuo minėto 1 mM Na
+
 stimuliacinio efekto. GT-SM3B neţymiai, 

apytiksliai 6 %, slopino 1 mM Co
2+

 jono, tuo tarpu 1 mM Mn
2+

, Ni
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

 

katijonų koncentracija oligopeptidazės aktyvumą slopino apytiksliai 50 %. 

Trivalentis Fe
3+

 katijonas GT-SM3B peptidolizinį aktyvumą slopino daugiau nei 75 %. 

Chelacija EDTA visiškai inaktyvavo GT-SM3B, tačiau identiška 1 mM EGTA 

koncentracija neturėjo įtakos oligopeptidazės kataliziniam aktyvumui. Reduktorių 

1 mM koncentracijos įtaka GT-SM3B aktyvumui skirtinga. Oligopeptidazės 

aktyvumą   slopino  DTT  ir  2-ME  atitinkamai  daugiau  nei  65  %  ir  9  %. 
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TCEP stimuliavo GT-SM3B aktyvumą 

apytiksliai 10 %. Įvertinus detergentų 

poveikį charakterizuotos oligopeptidazės 

aktyvumui nustatytas aktyvumo 

slopinimas nuo apytiksliai 14 % veikus 

Triton X-100 taikyta 0,1 % (tūris/tūris) 

koncentracija iki visiško inaktyvavimo 

10 mM NDS ir 1 mM Brij 35 ar Brij 58. 

GT-SM3B aktyvumas išliko nepakitęs 

veikus 1 ir 10 mM urėjos. Guanidino-HCl 

taikyta 1 mM koncentracija slopino fermentą 

beveik 20 %. Glicerolio 1 % (tūris/tūris) 

koncentracija GT-SM3B aktyvumą 

stimuliavo daugiau nei 11 %, bet 

glicerolio didesnė 5 % (tūris/tūris) 

koncentracija aktyvumą slopino 

apytiksliai 24 %. Etilenglikolis taikytomis 

koncentracijomis slopino GT-SM3B atitinkamai 7 ir 24 %. GT-SM3B 

priskyrimą gluzincinams in silico analize patvirtino nustatyta chelatorių, 

dvivalenčių metalų jonų bei fosforamidono įtaka oligopeptidazės aktyvumui. 

Charakterizuotos oligopeptidazės visiškas inaktyvavimas EDTA bei 

fosforamidonu leidţia teigti, jog dvivalentis katijonas būtinas fermento 

katalizinio aktyvumo palaikymui. Metalo katijono svarba GT-SM3B 

katalizinio aktyvumo uţtikrinimui taip pat patvirtinta nustačius fermento 

aktyvumo slopinimą DTT. Oligopeptidazės polipeptide  nesutinkamos cisteino 

liekanos, todėl aktyvumo slopinimas DTT sietinas su reduktoriaus gebėjimu 

chelatuoti katijonus (69). Charakterizuotas GT-SM3B aktyvumas nėra 

priklausomas nuo Ca
2+

 – priešingu atveju EGTA būtų inaktyvavusi fermentą. 

Tipiškai nuo cinko jono priklausomoms metalo peptidazėms (192) 

Zn
2+

 perteklius, taikius milimolinę katijono koncentraciją, reikšmingai slopino 

GT-SM3B aktyvumą. 

7 lentelė. Metalų jonų įtaka GT-SM3B 

aktyvumui. 

Metalo jonas* Santykinis aktyvumas, 

                              % 

Kontrolė 100** 

Li
+
 105,23 ± 0,63 

Na
+
 127,67 ± 3,79 

Na
+
, 10 mM 118,81 ± 0,8 

Na
+
, 350 mM 118,55 ± 1,28 

Mg
2+

 121,33 ± 3,09 

K
+
 99,73 ± 1,34 

K
+
, 10 mM 101,47 ± 2,42 

Ca
2+

 102,73 ± 0,84 

Ca
2+

, 10 mM 105,56 ± 0,01 

Mn
2+

 49,12 ± 3,98 

Fe
3+

 23,83 ± 2,45 

Co
2+

 94,38 ± 1,41 

Ni
2+

 57,7 ± 5 

Cu
2+

 53,16 ± 1,78 

Zn
2+

 58,47 ± 0,69 

Sn
2+

 96,78 ± 1,33 

Ba
2+

 102,91 ± 2,02 

 

 

*jei kitaip nenurodyta 1 mM. 

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

GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas, esant 60 °C. 
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Charakterizuotos sekretuojamos 

ir termostabilios M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimio 

oligopeptidazės, analogiškai GT-SM3B 

slopintos Fe3+, Co2+, Ni2+ ir Cu2+ jonų 

1 mM koncentracija. Pz-peptidazių 

iš B. licheniformis N22 ir 

G. collagenovorans MO-1 

aktyvumus Mn2+ slopino maţiau nei 

GT-SM3B (78, 36). Charakterizuotos 

oligopeptidazės katalizinis aktyvumas 

Mg2+ intensyviau stimuliuotas 

nei G. collagenovorans MO-1 

Pz-peptidazės B (36). Laktokokų 

oligopeptidazės F aktyvumą 1 M NaCl 

koncentracija maţino 25 % (193), 

taikytos Na+ jono koncentracijos 

imtinai iki 350 mM GT-SM3B 

aktyvumą stimuliavo. 

Charakterizuota GT-SM3B išliko 

efektyviai aktyvi – daugiau nei 50 % 

aktyvumo lyginus su maksimaliu 

aktyvumu, veikus daugeliu junginių, 

kurių įtaka oligopeptidazės 

aktyvumui analizuota. 

3.2.7. GT-SM3B homodimerizacija bei substratinis specifiškumas 

Grynos rekombinantinės GT-SM3B preparato NDS-PAGE nustatyta 

oligopeptidazės homodimerizacija (12 pav.). Oligomeras, tikėtina, homodimeras 

suformuotas 67,7 kDa molekulinės masės GT-SM3B monomerų, nes 

oligomero molekulinė masė, lyginus su baltymų molekulinių masių ţymens 

molekulinės masės standartais, artima 150 kDa. Rekombinantinės GT-SM3B 

8 lentelė. Junginių  įtaka  GT-SM3B 

aktyvumui. 

Junginys Koncentracija Santykinis 

aktyvumas, % 

Kontrolė – 100* 

DTT 1 mM 28,09 ± 6,59 

TCEP 1 mM 110,21 ± 3,32 

2-ME 1 mM 86,75 ± 3,39 

Karbamidas 1 mM 99,69 ± 0,58 

 10 mM 98,47 ± 0,32 

Guanidino-HCl 1 mM 78,74 ± 1,92 

NDS 1 mM 52,83 ± 0,9 

 10 mM ND 

Tween 20 0,1 % 67,08 ± 3,17 

 1 % 36,09 ± 4,57 

Tween 40 0,1 % 58,42 ± 2,76 

 1 % 38,47 ± 0,39 

Tween 60 0,1 % 61,97 ± 0,57 

 1 % 22,76 ± 1,65 

Tween 80 0,1 % 42,82 ± 1,36 

 1 % 14,53 ± 0,86 

Etilenglikolis 0.1 % 89,95 ± 3,03 

 1 % 76,04 ± 1,21 

Glicerolis 1 % 115,52 ± 3,81 

 5 % 74,62 ± 1,4 

Triton X-100 0,1 % 84,14 ± 0,85 

 1 % 63,62 ± 2,42 

Triton X-305 0,1 % 40,69 ± 1,97 

 1 % 1,94 ± 0,8 

Brij 35 1 mM ND 

Brij 58 1 mM ND 
 

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

GT-SM3B peptidolizinis aktyvumas, substratu 

taikius Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH 

heksapeptidą, palaikius 60 °C. 

ND – nedetektuota 
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preparato NDS-PAGE taip pat parodė, jog charakterizuotos oligopeptidazės 

homodimero koncentracija maţesnė nei monomero. GT-SM3B monomero ir 

dimero hidrolizinis aktyvumas detektuotas ţelatinos zimografija (12 pav.). 

Oligopeptidolizinio aktyvumo zonos zimogramose atitiko oligopeptidazės 

oligomerinių būvių molekulinės mases, o katalizinio aktyvumo zonų plotas bei 

intensyvumas atitiko GT-SM3B monomero ir homodimero koncentracijas, 

įvertintas NDS-PAGE. Charakterizuotos GT-SM3B homodimerizacija buvo 

tikėtina atsiţvelgus, jog oligopeptidazės charakterizuoti homologai – bacilų 

sekretuojamos oligopeptidazės PepFBa ir B. licheniformis Pz-peptidazė, 

išgryninti homooligomerizavosi formuodami dimerus (79, 78). Tikėtina, jog 

natyvus GT-SM3B in vivo būvis – suformuotas homodimeras, tuo tarpu in vitro 

rekombinantinės oligopeptidazės oligomeriniai būviai egzistuoja dinaminėje 

pusiausvyroje, kurioje vyrauja homodimerui analogiškai kataliziškai aktyvus 

monomeras. Sekretuojama M13 proteolizinių fermentų šeimos peptidazė 

PgPepO – monomerinė oligopeptidazė (187). Tipišku atveju viduląstelinės 

bakterijų metalo oligopetidazės – taip pat monomerinės hidrolazės (194; 69, 193). 

GT-SM3B substratinio specifiškumo įvertinimo rezultatai, naudojus 

substratais Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH heksapeptidą ir 

trumpų grandinių kolageno oligopeptidų mišinius, palaikius 60 °C, pateikti 

9 lentelėje. Oligopeptidazė intensyviausiai hidrolizavo sintetinį heksapeptidą, 

nustatytos reakcijos KM, Vmax ir kcat vertės, atitinkamai, – 2,17 ± 0,04 × 10
-6

 M; 

2,65 ± 0,03 × 10
-3

 µM/min ir 5,99 ± 0,07 s
-1

. GT-SM3B specifinis peptidolizinis 

aktyvumas 60 °C, beveik 36 % maţesnis, lyginus su oligopeptidazės 

peptidolizės maksimumu 5,3 ± 0,03 U/mg, pasiektu palaikius oligopeptidazės 

aktyvumui optimalią 40 °C temperatūrą. Specifinis GT-SM3B hidrolizinis 

aktyvumas substratais taikius kolageno oligopeptidų mišinius, paruoštus iš 

ţelatinos ir I tipo kolageno iš ţiurkės uodegos, buvo analogiškas. 

Oligopeptidazės santykinis pastarųjų oligopeptidų mišinių hidrolizės 

aktyvumas trečdaliu maţesnis, lyginus su heksapeptido peptidolizės 

intensyvumu. GT-SM3B substratinio specifiškumo įvertinimui substratu 

naudojant kolageno oligopeptidų mišinį, paruoštą iš nefrakcionuoto kolageno 
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preparato iš jungiamojo audinio, nustatytas maţiausias hidrolizinis GT-SM3B 

aktyvumas. Proteolizinis GT-SM3B aktyvumas nenustatytas – oligopeptidazė 

nehidrolizavo azokolio, reakciją inkubavus 12 val., palaikius 30 ar 60 °C 

(nepateikti rezultatai). GT-SM3B hidrolizinis aktyvumas sėkmingai 

detektuotas NDS-PAGE (12 pav.). Kolageno oligopeptidų mišinių hidrolizės 

reakcijų inkubavimas 12 val., palaikius 60 °C, padidino GT-SM3B 

katalizuojamos hidrolizės kokybinės detekcijos NDS-PAGE tikslumą. 
 

9 lentelė. GT-SM3B substratinis specifiškumas. 

Substratas Specifinis 

aktyvumas, U/mg 

Santykinis 

aktyvumas, % 

Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH  3,4 ± 0,06 100* 

Oligopeptidų mišinys iš ţelatinos 2,27 ± 0,03 66,8 ± 1,32 

Oligopeptidų mišinys iš I tipo kolageno 2,19 ± 0,07 64,4 ± 3,2 

Oligopeptidų mišinys iš nefrakcionuoto kolageno preparato 1,42 ± 0,2 41,8 ± 14,08 

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

 

Substratais taikius kolageno oligopeptidų mišinius iš ţelatinos, I tipo kolageno 

iš ţiurkės uodegos ir nefrakcionuoto kolageno preparato iš jungiamojo audinio 

nustatytas platus GT-SM3B substratinis specifiškumas. Demonstravusi platų 

oligopeptidolizinį specifiškumą kolageno peptidams,GT-SM3B nedemonstravo 

proteolizinio aktyvumo. M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimiui 

priskiriamos peptidazės hidrolizuoja imtinai 5-23 aminorūgščių liekanų 

grandinės ilgio peptidus (69, 79). Ţelatinos, I tipo kolageno iš ţiurkės uodegos 

ir nefrakcionuoto kolageno preparato iš jungiamojo audinio homogenizavimas 

acto rūgštimi, o taip pat zimogramų gelių ir hidrolizės reakcijų inkubavimas, 

palaikius 60 °C, lėmė trumpų grandinių kolageno oligopeptidų galinčių patekti 

į GT-SM3B aktyvųjį centrą mišinių susidarymą. Charakterizuota GT-SM3B 

santykinai intensyviau hidrolizavo ţelatinos ir I tipo kolageno iš ţiurkės 

uodegos oligopeptidų mišinius nei nefrakcionuoto kolageno preparato iš 

jungiamojo audinio oligopeptidų mišinį. Ţelatinos ir I tipo kolageno grandinių 

sekos identiškos, tuo tarpu nefrakcionuoto kolageno preparatą kartu su I tipo 

kolageno grandinėmis sudaro taip pat ir kitų tipų kolageno polipeptidai. 
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Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala-OH galimą substratą oligopeptidazių 

aktyvumo įvertinimui (71, 78) charakterizuota GT-SM3B aktyviai hidrolizavo 

tarp Gly-Gly ir/ar Pro-Gly aminorūgščių liekanų, nes M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimio peptidazėms nebūdingas aminopeptidolizinis 

aktyvumas, kartu pastarosios šeimos M3B pošeimio oligopeptidazės 

nehidrolizuoja peptidinio ryšio toliau nei uţ ketvirtos aminorūgšties liekanos 

link C-galinio peptido galo (69). 

3.2.8. GT-SM3B funkcinė svarba G. thermoleovorans DSM 15325 

GT-SM3B substratinis specifiškumas bei oligopeptidazės charakteristikos, 

atsiţvelgus į sąlygas, optimalias G. thermoleovorans DSM 15325 augimui, 

leidţia esminę GT-SM3B funkciją sieti su bakterijų mityba. Charakterizuotą 

oligopeptidazę koduojantis nuosaikus termofilas geba augti įsisavindamas 

aplinkos baltymus (169). Kolageno įsisavinimą G. thermoleovorans DSM 15325 

uţtikrina konstitutyviai ir induktyviai produkuojamos ekstraląstelinės 

kolagenolizinės peptidazės. Analogiškai kolageno įsisavinimui 

G. thermoleovorans DSM 15325 svarbios konstitutyvios ir induktyvios 

oligopeptidazės, hidrolizuojančios kolageno oligopeptidus geobacilos 

citoplazmoje. G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai į ekstraląstelinę 

aplinką produkuoja kolagenolizines peptidazes, Pz-peptidazių A ir B 

homologus bei bacilolizino homologą, sudarančias katabolinę kaskadą, 

uţtikrinančią efektyvų bakterijų aplinkoje tapusio prieinamu kolageno 

įsisavinimą. Skaidydamos kolageno polipeptidus, konstitutyvios geobacilų 

katabolinės kaskados peptidazės, uţtikrindamos bakterijų mitybą, kartu 

uţtikrina kolageno skaidymo efektyvinimą, nes į geobacilos citoplazmą 

transportuoti kolageno oligopeptidai tikėtinai indukuoja induktyvių peptidazių 

raišką. G. thermoleovorans DSM 15325 induktyvioms kolagenolizinėms 

peptidazėms ir/ar oligopeptidazėms padidinus kolageno polipeptidų skaidymo 

efektyvumą ekstraląstelinėje aplinkoje didėjanti kolageno oligopeptidų 

koncentracija, tikėtina, ribotų G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvių 

Pz-peptidazių A ir B homologų produkciją į ekstraląstelinę aplinką. 
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Pz-peptidazių A ir B homologai, G. thermoleovorans DSM 15325 kultivavus 

mM9 terpėje be peptidazių raiškos induktorių, detektavus aktyvumą, 

identifikuoti masių spektrometrija geobacilų ekstraląstelinių baltymų preparate, 

tuo tarpu charakterizuotos G. collagenovorans MO-1, manoma (122), 

konstitutyvios Pz-peptidazės A ir B, detektuotos pastarosios geobacilos 

citoplazmoje, kultivavus Luria (L) terpėje (36). G. collagenovorans MO-1 

genomas nėra nuskaitytas, todėl nėra ţinoma, ar geobacilos koduoja GT-SM3B 

homologą. Kultivavus L terpėje, G. collagenovorans MO-1 sekretuoja serino 

subtilizinams priskiriamą kolagenolizinę endopeptidazę (127, 128). 

GT-SM3B konstitutyvi raiška ir/ar konstitutyvi sekrecija nėra tikėtina. 

Charakterizuotos GT-SM3B hidrolizinis aktyvumas nenustatytas 

G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvių viduląstelinių baltymų 

preparate. Geobacilų konstitutyviai į ekstraląstelinę aplinką produkuotų 

baltymų preparate GT-SM3B masių spektrometrija taip pat neidentifikuota 

(nepateikti rezultatai). Nenumačius GT-SM3B geno operoninės organizacijos 

vėlgi netiesiogiai patvirtinta tikėtina GT-SM3B induktyvi raiška 

G. thermoleovorans DSM 15325. 

Kolageno oligopeptidams G. thermoleovorans DSM 15325 indukavus 

GT-SM3B raišką bei sekreciją, ekstraląstelinėje aplinkoje sekretuota 

oligopeptidazė, veikdama katabolinėje kaskadoje, hidrolizuotų trumpos 

grandinės kolageno oligopeptidus, susidariusius geobacilų ekstraląstelinėms 

kolagenolizinėms peptidazėms skaidţius kolageno polipeptidus. GT-SM3B 

oligopeptidolizinis aktyvumas geobacilų ekstraląstelinėje aplinkoje leistų didinti 

transportui į G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmą tinkamo ilgio kolageno 

peptidų koncentraciją. Patekę į G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmą 

kolageno oligopeptidai būtų hidrolizuojami viduląstelinių oligopeptidazių, 

tikėtina, Pz-peptidazių A ir B homologų, funkcionuojančių citoplazmoje 

geobacilai ribojus minėtų Pz-peptidazių homologų produkciją į ekstraląstelinę 

aplinką. Galimas GT-SM3B ir viduląstelinių G. thermoleovorans DSM 15325 

metalo oligopeptidazių substratinio specifiškumo analogiškumas, tipiškas 

laktokokų bei laktobacilų metalo oligopeptidazėms (193, 195), pagrįstai tikėtinas. 



86 

GT-SM3B, funkcionuodama in vivo, skatintų kolageno įsisavinimą 

G. thermoleovorans DSM 15325, efektyvindama kolageno katabolinės kaskados 

etapą tarp kolageno proteolizės ir oligopeptidų skaidymo geobacilos citoplazmoje. 

M3 proteolizinių fermentų šeimos M3B pošeimio bakterijų 

oligopeptidazės, uţtikrinančios namų ruošos funkcijas, tiesiogiai nesietinos su bakterijų 

mityba, charakterizuotos (74, 75). GT-SM3B nėra konstitutyvi oligopeptidazė, 

todėl oligopeptidazės funkcinė svarba namų ruošos funkcijų uţtikrinimui 

maţai tikėtina. Bacilų sekretuojamos metalo oligopeptidazės, PepFBa iš 

B. amyloliquefaciens 23-7A (79) ir Pz-peptidazė iš B. licheniformis N22 (78), 

manoma, svarbios ląstelių mitybai, tuo tarpu P. gingivalis 381 sekretuojama 

PgPepO oligopeptidazė svarbi patogeno virulentiškumo uţtikrinimui (76). 

3.3. U32 proteolizinių fermentų šeimai priskirtina G. thermoleovorans DSM 15325 

peptidazė 

U32 proteolizinių fermentų šeimai priskiriamos peptidazės išlieka 

nenustatyto katalizinio mechanizmo, tik fragmentiškai charakterizuotomis 

hidrolazėmis. Tirtų U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių, produkuotų 

patogenų, funkcinė svarba virulentiškumo uţtikrinimui tiesiogiai nustatyta, bet 

pastarųjų peptidazių fiziologinės funkcijos nėra detaliai suvoktos. Peptidazių, 

priskiriamų U32 proteolizinių fermentų šeimai, substratinis specifiškumas nėra 

tikslingai charakterizuotas, tipišku atveju U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazės demonstruoja kolagenolizinį aktyvumą. Tirtų U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazių homologų genai in silico identifikuoti visų gyvybės 

domenų organizmų genomuose (1). U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

tyrimo svarba apibrėţta (7), atsiţvelgus į tikėtinai savitą hidrolazių katalizinį 

mechanizmą ir erdvinės struktūros organizaciją bei fiziologinių funkcijų svarbą, 

netiesiogiai paţymimą išreikšto paplitimo organizmų genomuose. Termofilinių 

bakterijų koduojamos U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazės išlieka netirtos. 

Apibrėţta U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių tyrimo svarba 

bei kartu pastarosios šeimos peptidazių fiziologinės funkcijos, tikėtinai 

svarbios geobacilų gebėjimo įsisavinti kolageną uţtikrinimui, leido pagrįsti 
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G. thermoleovorans DSM 15325 peptidazės, priskirtos U32 proteolizinių 

fermentų šeimai, charakterizavimo svarbą. Galimai U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazes koduojantys genai identifikuoti geobacilų, kurių genomai anotuoti, 

chromosomose. Geobacilos viena uţ kitos koduoja skirtingų molekulinių masių 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazes. G. thermoleovorans DSM 15325 

koduojamos ilgosios polipeptidinės grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazės (GT-IU32) genas identifikuotas uţ trumposios polipeptidinės 

grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazę (GT-TU32) 

koduojančio geno, taip pat identifikuoto (196) geobacilos chromosomoje. 

Pradinį GT-IU32 geno transkripcijos įvertinimą ir pradinį rekombinantinės 

GT-IU32 charakterizavimą disertacijos autorius atliko rengdamas magistro 

darbą. GT-IU32 tyrimo strategija plėtota atsiţvelgus į peptidazės pradinio 

transkripcijos įvertinimo ir pradinio charakterizavimo rezultatus. 

3.3.1. GT-IU32 sekos analizė 

Nuo chromosomos pagausinus GT-IU32 geno seką, patvirtinta prielaida, 

suformuluota remiantis in silico analize, jog G. thermoleovorans DSM 15325, 

kaip ir geobacilos, kurių genomai anotuoti, chromosomoje koduoja 

kolagenolizinę peptidazę, homologišką geobacilų ilgosios grandinės            

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazėms. Pagausinimui 

naudojus pradmenų porą 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 aminorūgščių 

ilgio baltymą. GenBank suteiktas baltymo ID AEP39604.1. Apskaičiuota    

GT-IU32 molekulinė masė – 47,9 Da. 

GT-IU32 seka maţiausiai skiriasi nuo galimai kolagenolizinių peptidazių, 

anotuotų geobacilų genomuose, pastarąsias geobacilų ilgosios 422 aminorūgščių 

polipeptidinės grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazes 

in silico priskyrus U32 proteolizinių fermentų šeimos Helicobacter-tipo 

kolagenazėms (1). Polipeptidų palyginimas leidţia teigti, jog GT-IU32 yra 99,5 % 

identiška geobacilų ilgosios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 
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peptidazėms (DDBJ BAD76834.1; GenBank ACX77635.1; GenBank ADI25985.1; 

GenBank ADU94963.1; GenBank AEV20175.1; GenBank AGE23134.1; 

GenBank ESU70462.1; DDBJ GAD12620.1; DDBJ GAJ58075.1; 

GenBank KDE47364.1) ir 99,3 % identiška Geobacillus sp. A8 ilgosios grandinės 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazei (GenBank EQB96026.1). 

GT-IU32 seka nuo tarpusavyje identiškų sekų geobacilų ilgosios grandinės 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių skyrėsi dviejomis, o nuo 

Geobacillus sp. A8 ilgosios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazės – trijomis aminorūgštimis. Lyginus su geobacilų ilgosios grandinės 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazėmis GT-IU32 seka labiausiai 

skiriasi, identiškumas tik 87,5 %, nuo Geobacillus stearothermophilus NUB3621 

koduojamos ilgosios grandinės pastarosios šeimos galimai peptidazės 

(GenBank EZP76253.1). 

GT-IU32 sekos identiškumas geobacilų trumposios 309 aminorūgščių 

polipeptidinės grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazėms, in silico priskiriamoms U32 proteolizinių fermentų šeimos yrrN 

(Bacillus subtilis) grupės baltymams (1), svyravo nuo 36,7 % identiškumo 

G. stearothermophilus NUB3621 trumposios grandinės U32 proteolizinių fermentų 

šeimos galimai peptidazei (GenBank EZP76254.1) iki 34,1 % identiškumo 

tarpusavyje homologiškoms trumposios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos 

galimai peptidazėms, koduojamoms Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542 

(GenBank KJX69648.1), 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 EID45338.1). 

Išreikštas 36,1 % identiškumas, atsiţvelgus į GT-IU32 homologiškumą geobacilų 

trumposios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazėmis, nustatytas 

GT-IU32 palyginus su GT-TU32 seka, koduojama G. thermoleovorans DSM 15325 

(A. Drutel ir N. Kuisienė, nepublikuoti rezultatai). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos holotipinė bei kartu Porphyromonas-tipo 

kolagenazių tipinė P. gingivalis ATCC 53977 charakterizuota (83) 
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PrtC peptidazė (GenBank AAA25650.1; MEROPS U32.001) ir GT-IU32 yra 

32,7 % identiškos (16 pav.). Polipeptidų sekų 32,7 % identiškumas (16 pav.) 

taip pat nustatytas GT-IU32 lyginus su tipine U32 proteolizinių fermentų 

šeimos Helicobacter-tipo kolagenazių H. pylori P149 charakterizuota (96) 

HP0169 peptidaze (GenBank ACJ07326.1; MEROPS U32.002). U32 proteolizinių 

fermentų šeimos Salmonella-tipo kolagenazių tipinei S. enterica subsp. 

enterica ser. Typhimurium fagotipas DT104 koduojamai charakterizuotai (103) 

Clg peptidazei (GenBank AAF42758.1; MEROPS U32.003) GT-IU32 seka 

identiška 34,5 %. Analogiškas 34,6 % GT-IU32 identiškumas nustatytas 

U32 proteolizinių fermentų šeimos yrrN (Bacillus subtilis) grupės baltymų 

tipinei B. subtilis subsp. subtilis 168 genome anotuotai galimai peptidazei yrrN 

(GenBank AIY94059.1; EMBL CAB14677.1; MEROPS U32.A02). Lyginus su 

U32 proteolizinių fermentų šeimos tipinėmis peptidazėmis, GT-IU32 seka 

labiausiai skiriasi, identiškumas atitinkamai tik 25,1 ir 21,1 %, nuo Mername-AA261 

galimai peptidazės (Clostridium beijerinckii) ir homologų tipinės 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) grupės baltymų tipinės 

Escherichia coli K-12 MG1655 koduojamos galimai peptidazės YhbV 

(GenBank AAA57962.1; MEROPS U32.A01). 

Charakterizuotos erdvinės struktūros M. kandleri AV19 koduojamos U32 

proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazės Mk0906 (GenBank AAM02119.1; 

MEROPS U32.UPW; PDB 5D88 (113)) sekai GT-IU32 seka identiška 26,7 % (17 pav). 

S. mutans GS-5 ser. c genome tikėtiną operoną sudarančioms U32 proteolizinių fermentų 

šeimos fragmentiškai in vitro charakterizuotoms (109, 98) peptidazėms smcol2 

(GenBank AFM81192.1; MEROPS U32.A02) ir smcol1 (GenBank AAT66437.1; 

MEROPS U32.002) (16 pav.) GT-IU32 seka identiška atitinkamai 24,1 ir 48,8 %. 

GT-IU32 seka kartu identiškai homologiška S. mutans UA159 koduojamoms 

galimai peptidazėms SMU.759 (GenBank AAN58482.1; MEROPS U32.A02) ir 

SMU.761 (GenBank AAN58483.1; MEROPS U32.002) (16 pav.), nes pastarųjų 

baltymų sekos atitinkamai identiškos smcol2 ir smcol1 peptidazių sekoms. 
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16 pav. GT-IU32 (GenBank AEP39604.1) palyginimas su U32 proteolizinių fermentų šeimos 

holotipinės bei kartu Porphyromonas-tipo kolagenazių tipinės PrtC peptidazės (GenBank 

AAA25650.1) iš Porphyromonas gingivalis ATCC 53977 bei U32 proteolizinių fermentų 

šeimos Helicobacter-tipo kolagenazių tipinės HP0169 peptidazės (GenBank ACJ07326.1) 

iš Helicobacter pylori P149 ir U32 proteolizinių fermentų šeimos fragmentiškai 

charakterizuotų, tarpusavyje identiškų sekų, smcol1 peptidazės (GenBank AAT66437.1) iš 

Streptoccocus mutans GS-5 ser. c ir SMU.761 galimai peptidazės (GenBank 

AAN58483.1) iš Streptoccocus mutans UA159 sekomis. Identiškos aminorūgštys 

pabrauktos (*). Konservatyvios aminorūgščių pakaitos pabrauktos (:). Konservatyvus  

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių motyvas paţymėtas ţalia spalva. 
 

 

17 pav. GT-IU32 (GenBank AEP39604.1) palyginimas su U32 proteolizinių fermentų 

šeimos charakterizuotos erdvinės struktūros galimai peptidaze Mk0906 (GenBank 

AAM02119.1) iš Methanopyrus kandleri AV19 seka. Identiškos aminorūgštys pabrauktos (*). 

Konservatyvios aminorūgščių pakaitos pabrauktos (:). 
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Nustatytas 49 % neviršijantis GT-IU32 sekos identiškumas fragmentiškai 

charakterizuotų peptidazių, priskirtų U32 proteolizinių fermentų šeimai, 

sekoms paţymi fermento charakterizavimo naujumą bei aktualumą. 

Geobacilų koduojamų U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazių sekose, kartu GT-TU32 sekoje (197), signaliniai peptidai nenumatyti. 

GT-IU32 sekoje signalinis peptidas taip pat nenumatytas. Fragmentiškai 

charakterizuotų U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių, detektuotų 

kultūrinio skysčio supernatante (83, 95, 96), signaliniai peptidai in silico vėlgi 

nenumatyti. Konservatyvus U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 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 (Glu179-Ala-Phe181-Ile-His-Gly184- 

Ala
185

-  Met
186

-  Cys
187

-  Ser-Ala-Tyr-Ser-Gly
192

-Arg-Cys
194

-Val-Leu
196

-Ser
197

) 

nustatytas GT-IU32 sekoje in silico analize (16 pav.). 

Nustatyta GT-IU32 domeninė organizacija tipiška geobacilų ilgosios 

grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių sekoms (1). 

GT-IU32 sekoje in silico identifikuotas U32 proteolizinių fermentų šeimos 

domenas, imtinai Gly
95

-...-Phe
322

 (16 pav.). Triptofano sintazės α subvieneto 

fosfato jungimosi konservatyvus domenas, imtinai Pro
27

-...-His
132

, taip pat 

tikėtinai identifikuotas GT-IU32 sekoje (16 pav.). U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazių sekose tipišku atveju tikėtinai nustatomas TIM β/α-statinės 

sanklodos fosfato jungimosi konservatyvus domenas (1). 

Bakterijų genomuose anotavus daugiau nei vieną U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazę koduojantį geną, tipišku atveju anotuoti 

genai in silico priskiriami vienam operonui. U32 proteolizinių fermentų šeimos 

galimai peptidazių SMU.759 ir SMU.761, koduojamų S. mutans UA159 

genome, tirtų genų operoninė organizacija numatyta (141). B. subtilis subsp. 

subtilis 168 ir Y. ruckeri 150 tirti U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

genai, in silico taip pat priskiriami operonams, atitinkamai, yrrMNOudk ir 

yrpAB operonams (141, 142, 110). Geobacilų, kurių genomai anotuoti, 

koduojamų trumpųjų ir ilgųjų grandinių U32 proteolizinių fermentų šeimos 
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galimai peptidazių genai in silico priskiriami operonams, sandara identiškiems 

B. subtilis subsp. subtilis 168 genome numatytam yrrMNOudk operonui. 

G. thermoleovorans DSM 15325 genomas nėra nuskaitytas, todėl 

tikėtinas GT-IU32 geno priskyrimas operonui in silico analizuotas įvertinus 

G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 anotuotame (GenBank CP003125.1) 

genome koduojamo GT-IU32 homologo geno operoninę organizaciją. 

G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 genai GTCCBUS3UF5_28730 ir 

GTCCBUS3UF5_28720, atitinkamai koduojantys GT-TU32 ir GT-IU32 

homologus, sudaro tikėtiną operoną su GTCCBUS3UF5_28740 bei 

GTCCBUS3UF5_28710 (18 pav.), koduojančiais atitinkamai kafeoil-KoA 

O-metiltransferazę bei uridino kinazę Udk. Transkripcijos veiksnį GreA 

koduojančio  GTCCBUS3UF5_28700   geno  in  silico  priskyrimas  numatytam 

 

 

18 pav. U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių genų, koduojamų Geobacillus 

thermoleovorans CCB_US3_UF5 ir Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 

chromosomose, genominės bei operoninės organizacijų palyginimas. 

 

operonui galimas, bet maţai tikėtinas. Numatytame G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 

operone GT-IU32 homologo genas koduojamas (18 pav.) uţ GT-TU32 homologo 

geno – geobacilų genomams tipiška trumposios ir ilgosios polipeptidinės 

grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių genų 

genominė organizacija taip pat identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325 

chromosomoje (197). 

Operono genų promotoriai numatyti, tuo tarpu policistroninės iRNR sintezė 

gali būti nuo ρ veiksnio nepriklausomu būdu terminuojama uţ GT-TU32 

homologo geno ir/ar uţ numatyto operono genų (18 pav.). Terminatorius uţ 

kafeoil-KoA O-metiltransferazės geno numatytas, bet maţiau patikimai. 
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Terminatoriaus seka nenumatyta uţ GT-IU32 homologo geno. Numačius 

tikėtino G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 operono genų koordinuoto 

transkripcijos valdymo pobūdį, galima teigti, jog GT-IU32 homologo bei 

uridino kinazės Udk genų transkripcija negali būti atsietai valdoma. 

G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 nuskaitytame genome 

anotuoto GT-IU32 homologo geno in silico nustatyta genominė ir 

operoninė organizacija identiška numatytai geobacilų, kurių genomai anotuoti, 

GT-IU32 homologų genų genominei ir operoninei organizacijai (141, 142). 

GT-IU32 homologo iš G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 genui numatytas 

analogiškas GT-IU32 homologo genui iš G. kaustophilus HTA426 

transkripcijos valdymas (197). G. thermoleovorans DSM 15325 

chromosomoje identifikuotas GT-TU32 ir GT-IU32 genų eiliškumas 

bei genus skiriančios sekos ilgis (A. Drutel ir N. Kuisienė, nepublikuoti 

rezultatai) identiški pastarųjų genų homologų eiliškumui bei skiriančios sekos 

ilgiui, nustatytiems geobacilų anotuotuose genomuose (18 pav.), todėl 

G. thermoleovorans DSM 15325 chromosomoje tikėtina GT-IU32 geno 

genominė ir operoninė organizacija identiška nustatytoms anotavus 

nuskaitytus geobacilų genomus. GT-IU32 geno transkripcijos valdymas, 

neatsietas nuo bent uridino kinazę Udk koduojančio geno transkripcijos 

valdymo, analogiškas in silico numatytam GT-IU32 homologo geno iš 

G. thermoleovorans CCB_US3_UF5 ir G. kaustophilus HTA426 transkripcijos 

valdymui, išlieka pagrįstai tikėtinu. 

Nustatytas GT-IU32 sekos homologiškumas kolagenolizinėms peptidazėms, 

priskiriamoms U32 proteolizinių fermentų šeimai, ir kartu GT-IU32 sekoje 

identifikuotas konservatyvus U32 proteolizinių fermentų šeimos motyvas 

bei GT-IU32 sekos domeninė organizacija, leidţia GT-IU32 priskirti 

U32 proteolizinių fermentų šeimai, apjungiančiai nenustatyto katalizinio 

mechanizmo fragmentiškai charakterizuotas peptidazes, pasiţyminčias 

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

GT-IU32 geno transkripcija, palaikius 60 °C, nuo induktorių nepriklausė, 

tuo tarpu peptidazės geno transkripcijos priklausomybė nuo 

G. thermoleovorans DSM 15325 kultūros augimo fazės nustatyta palaikius 

optimalią nuosaikaus termofilo augimui 60 °C temperatūrą (169). Suminės 

RNR preparatų išskyrimui G. thermoleovorans DSM 15325 kultivuotas 

mM9 terpėje be oligopeptidų ir/ar baltymų – tipiškų peptidazių raiškos 

induktorių (112). GT-IU32 geno sekos transkriptas nustatytas geobacilų 

suminės RNR preparatuose, išskirtuose iš eksponentinės augimo fazės 

kultūros. G. thermoleovorans DSM 15325 ţūties fazės kultūros ląstelėse 

GT-IU32 geno transkriptas nenustatytas, tačiau nustačius imtinai nuo 

133 nt GT-IU32 geno transkripto fragmentą, ţūties fazės geobacilų ląstelėse 

nustatyta GT-IU32 geno transkripto degradacija nuo 5'-galo. Pradinį GT-IU32 

geno transkripcijos G. thermoleovorans DSM 15325 įvertinimą disertacijos 

autorius atliko rengdamas magistro darbą. 

Temperatūros įtakos GT-IU32 geno transkripcijai įvertinimas atliktas 

tyrimo schema, taikyta vykdţius pradinį GT-IU32 geno transkripcijos įvertinimą. 

GT-IU32 genas geobacilų kultūros ţūties fazės metu nėra transkribuojamas, 

 

 

19 pav. Suminės RNR preparatų išskyrimui 

pasirinkti Geobacillus thermoleovorans 

DSM 15325 kultūros augimo momentai, 

geobacilas kultivuojant mM9 terpėje, 

palaikant 55 °C ar 70 °C. 
 

20 pav. GT-IU32 geno transkripto detekcija 

suminiuose RNR preparatuose. 1-6: AT-PGR 

produktai, gauti GEOCOL pradmenų pora, 

matrica naudojus išskirtų suminių RNR 

preparatų, atitinkamai A
55

-C
70

, kDNR;         

7-12: AT-PGR produktai, gauti LITCOL 

pradmenų pora, matrica naudojus išskirtų suminių 

RNR preparatų, atitinkamai A
55

-C
70

, kDNR. 
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todėl GT-IU32 geno transkripcija vertinta G. thermoleovorans DSM 15325, 

išskyrus suminės RNR preparatus iš eksponentinės augimo fazės ląstelių (19 pav.), 

kultivuotų mM9 terpėje palaikius termofilo augimui ţemiausią 55 °C ir 

aukščiausią 70 °C temperatūrą (169). Išskirtų RNR preparatų stabilumas įvertintas 

analizavus preparatų 16S bei 23S rRNR integralumą – preparatų degradacija 

nenustatyta. AT-PGR naudojus GEOCOL ir LITCOL pradmenų poras, matrica 

naudojus atvirkštinės transkripcijos reakcijų metu didele išeiga paruoštus kDNR 

preparatus, GT-IU32 geno transkriptas detektuotas visuose preparatuose (20 pav.). 

Suminės RNR preparatai išskirti kamieną kultivavus mM9 terpėje, negalinčioje 

sąlygoti GT-IU32 geno transkripcijos indukcijos. Analizės rezultatai leidţia teigti, 

jog eksponentinės augimo fazės metu G. thermoleovorans DSM 15325, 

palaikius termofilo augimui ţemiausią ir aukščiausią augimo temperatūrą, 

transkribuoja GT-IU32 geną konstitutyviai. 

Charakterizuota GT-IU32 geno transkripcija G. thermoleovorans DSM 15325 

analogiška GT-TU32 geno transkripcijos pobūdţiui (196, 197). Nepriklausoma 

GT-IU32 geno transkripcija nėra tikėtina – G. thermoleovorans DSM 15325 

eksponentinės augimo fazės ląstelėse nustatyta vėlgi konstitutyvi bei nuo geobacilų 

kultivavimo temperatūros nepriklausoma bicistroninės iRNR, koduojančios 

GT-TU32 ir GT-IU32, transkripcija (197), patvirtinusi in silico numatytą koordinuotą 

pastarųjų baltymų operoninės organizacijos genų transkripcijos valdymą. 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių genų transkripcija bei kartu 

pastarosios šeimos peptidazių genų transkripcijos valdymas tirti fragmentiškai. 

S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium fagotipas DT104 koduojamas Clg peptidazės 

genas transkribuojamas induktyviai (105). Methanococcoides burtoni DSM 6242 ir 

Methanolobus psychrophilus R15 kultivavimas palaikius ţemesnę nei augimui 

optimali temperatūrą pastarųjų psichrofilinių archėjų U32 proteolizinių fermentų 

šeimos galimai peptidazių atitinkamai Mbur_1527 ir Mpsy_2191 genų transkripcijos 

intensyvumui neturėjo įtakos (198, 199). B. subtilis subsp. subtilis 168 koduojamų 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių yrrN ir yrrO, priskirtų in silico 

numatytam yrrMNOudk operonui, transkripciją slopina taip pat ir bacilų kultivavimas 

palaikius ţemą temperatūrą (117). Patvirtinus numatytą Y. ruckeri 150 genų, 
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koduojančių U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazes YrpA ir YrpB, 

operoninę organizaciją (5 pav.) nustatyta, jog U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazių genų sudaryto yrpAB operono transkripciją indukuoja taip 

pat ir enterobakterijų kultivavimo terpės papildymas baltymais (110). 

3.3.3. Viduląstelinė GT-IU32 raiška G. thermoleovorans DSM 15325 

Natyvi GT-IU32 identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325 viduląstelinių 

baltymų preparate masių spektrometrija. Natyvios peptidazės detekcija vykdyta 

linijinės jonų gaudyklės ţvalgos masių spektrometrija bei masių spektrometrija 

daugybinės reakcijos sulyginimo stebėsenos (MRM) metodu, pasitelkus 

QTRAP 4000 masių spektrometro trigubą kvadrupolį. G. thermoleovorans DSM 15325 

lizato baltymų iš analizuoto molekulinių masių intervalo detekcija jonų gaudyklės 

ţvalgos masių spektrometrija patikimai identifikuota skaitlinga baltymų įvairovė 

(nepateikti rezultatai), bet natyvios 

GT-IU32 aptikti nepavyko. 

Jautresnis tiesioginės detekcijos 

MRM metodas (200) naudojus 

referentinius oligopeptidus, gautus 

rekombinantinę GT-IU32 proteolizavus 

tripsinu, tikslingai pritaikytas 

natyvios GT-IU32 aptikimui 

geobacilų lizato baltymų frakcijoje. 

Sulyginimui naudojus aštuoniolikos 

referentinių oligopeptidų rinkinį 

detektuoti oligopeptidai: Lys-Pro-Glu-Leu-Leu-Ala-Pro-Ala-Gly-Asn-Leu-Glu-Lys 

(Mascot įvertis 32, p= 0,01), Ala-Asn-Ala-Asp-Asn-Phe-Thr-Ile-Glu-Glu-Ile-Arg 

(Mascot įvertis 31, p= 0,01) ir Ala-Ile-Pro-Val-Met-Ile-Glu-Leu-Gly-Val-Asp-

Ser-Leu-Lys (Mascot įvertis 35, p= 0,01) patikimai GT-IU32 identifikuojantys 

G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje (21 pav.). Geobacilų viduląstelinių 

baltymų preparate masių spektrometrija detektuota akivaizdţiai maţa natyvios GT-IU32 

koncentracija. Konstitutyvios GT-IU32 raiškos G. thermoleovorans DSM 15325 

 

21 pav. GT-IU32 aptikimas masių spektrometrija 

Geobacillus thermoleovorans DSM 15325 lizato 

baltymų frakcijoje. Natyvios GT-IU32 oligopeptidų 

eliucijos uţlaikymo trukmės detektuotos MRM 

metodu pagal 690,4/728,4, 698,4/760,4 ir 

742,9/1104,6 jonų m/z tranzicijas. 
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eksponentinės augimo fazės metu, kamieną kultivavus mM9 terpėje, palaikius 

optimalią augimui 60 °C temperatūrą (169), nustatymas masių spektrometrija 

patvirtino GT-IU32 geno transkripcijos įvertinimo rezultatus. Masių spektrometrija 

linijinės jonų gaudyklės ţvalgos ir MRS metodais koncentruotame 

G. thermoleovorans DSM 15325 ekstraląstelinių baltymų preparate, išskirtame 

geobacilas kultivavus identiškai lizato baltymų preparato išskyrimui, natyvi 

GT-IU32 neaptikta (nepateikti rezultatai) – in silico nenumatyta peptidazės sekrecija 

nenustatyta. G. thermoleovorans DSM 15325 intensyviai augus neintensyvi 

GT-IU32 raiška citoplazmoje bei nenustatyta peptidazės sekrecija netiesiogiai 

paţymi taip pat ir specifines pastarosios hidrolazės funkcijas, tikėtina, 

nesietinas su ląstelės mityba. 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių kokybinė ir/ar 

kiekybinė detekcija proteomuose nėra tikslingai vykdyta. Galimai peptidazių, 

in silico priskiriamų U32 proteolizinių fermentų šeimai, lokalizacija ir/ar 

ląstelės fiziologijos įtaka pastarųjų peptidazių raiškai masių spektrometrija 

anksčiau nebuvo tirta. Visgi U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazės identifikuotos analizavus prokariotų proteomus bei analizavus 

prokariotų proteomų adaptyvumą. GT-IU32 homologas patikimai identifikuotas 

Geobacillus thermoleovorans T80 eksponentinės augimo fazės proteome vykdţius 

geobacilos citoplazminės frakcijos tirpių baltymų identifikavimą (201). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos B. subtilis subsp. subtilis 168 koduojamos 

yrrN ir yrrO galimai peptidazės identifikuotos bacilos citoplazmoje netiesiogiai 

nustačius maţą yrrN ir yrrO koncentraciją (202). Bacilų proteomuose yrrN ir 

yrrO homologai masių spektrometrija taip pat identifikuoti citoplazmoje 

netiesiogiai nustačius maţą yrrN ir yrrO homologų koncentraciją (203, 204). 

Bacillus licheniformis DSM 13 nustatyta konstitutyvi yrrN ir yrrO homologų 

raiška (204). U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazė Mbur_1527 

patikimai identifikuota psichrofilinės archėjos M. burtoni DSM 6242 proteome 

(205). Acholeplasma laidlawii PG8 koduojama ACL_0345 galimai peptidazė, 

in silico priskirta U32 proteolizinių fermentų šeimai, netiesiogiai nustačius 

induktyvią raišką, identifikuota bakterijos proteome (206). 
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3.3.4. GT-IU32 oligomerizacija 

GT-IU32 raiškos E. coli BL21 (DE3) įvertinimas NDS-PAGE kartu leido 

detektuoti rekombinantinės peptidazės tikėtinai homotetramerą (22 pav.). 

Grynos rekombinantinės GT-IU32 preparato gelfiltracija peptidazės gebėjimą 

oligomerizuotis in vitro patvirtino. GT-IU32 monomerai detektuoti frakcijose 

tarp 44-75 kDa, kas atitiko apskaičiuotą rekombinantinės peptidazės molekulinę 

masę – 51,5 kDa, jungėsi suformuodami homodimerą, detektuotą frakcijose 

tarp 75-158 kDa (23 pav.). GT-IU32 preparato gelfiltracija patikimai patikslinti 

fermento homooligomero pradinio molekulinės masės nustatymo NDS-PAGE 

rezultatai ir paneigta GT-IU32 homotetramerizacija. Peptidazės monomerų 

susijungimas į trimerą maţai tikėtinas – trimerinės U32 proteolizinių fermentų 

 

šeimos peptidazės nėra ţinomos. Raiškos kamieno lizate tirpi rekombinantinė 

GT-IU32 gelfiltracijos buferyje agregavo, nustatyta agregato molekulinė masė 

virš 440 kDa (23 pav.). Gelfiltracija GT-IU32 agregatas charakterizuotas 

stabiliu oligomeriniu būviu. Santykinių GT-IU32 monomero ir homodimero 

koncentracijų priklausomybė in vitro demonstravo nusistovinčią dinaminę 

pusiausvyrą, kurioje vyrauja monomeras. GT-IU32 monomero vyravimas, 

lyginus su dimero koncentracija, akivaizdus NDS-PAGE (22 pav.). Nustatyta 

homooligomerizacijos dinaminė pusiausvyra ribojo GT-IU32 agregavimo 

gelfiltracijos buferyje charakterizavimą. Visgi maţai tikėtina, jog agreguotų tik 

išskirtinai GT-IU32 dimeras arba monomeras (207). 

 

 

 

22 pav. Rekombinantinės GT-IU32 preparato grynumo, 

homooligomerizacijos bei peptidazės oligomerinių būvių 

kolagenolizinio aktyvumo įvertinimas. 1: GT-IU32 iš 

dalies denatūruoto I tipo kolageno zimografija 

neredukuojančiomis sąlygomis; 2: GT-IU32 preparato 

baltymų elektroforezinis profilis neredukuojančiomis 

sąlygomis; M: PageRuler Unstained Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific); 3: GT-IU32 preparato baltymų 

elektroforezinis profilis redukavus 2-ME; 4: GT-IU32 

raiškos E. coli BL21 (DE3) įvertinimas NDS-PAGE 

neredukuojančiomis sąlygomis. 
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Rekombinantinės GT-IU32 monomerų tarpusavio sąveika homodimero 

molekulėje nebuvo suardyta denatūruojančiomis sąlygomis – vykdţius NDS-PAGE, 

tuo tarpu NDS-PAGE naudojus mėginio buferį su 20 mM 2-ME rekombinantinės 

GT-IU32 homodimeras nedetektuotas (22 pav.). GT-IU32 sekoje sutinkamos aštuonios 

Cys (Cys
109

, Cys
187

, Cys
194

, Cys
210

, Cys
211

, Cys
214

, Cys
290

, Cys
309

) liekanos (16 pav.). 

Geobacilų koduojamų ilgųjų grandinių U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

sekose Cys
187

, Cys
194

, Cys
210

, Cys
211

, Cys
214

, Cys
290

, Cys
309

 konservatyvūs identiškai 

GT-IU32 sekai. Atsiţvelgus į NDS-PAGE 

nustatytą GT-IU32 homodimerizacijos 

ribojimą 2-ME bei GT-IU32 sekos 

atspindimą peptidazės polinkį potencialiai 

sudaryti disulfidinius tiltelius, gelfiltracija 

analizuota reduktorių įtaka GT-IU32 

oligomerizacijai. 

 Rekombinantinės U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazės smcol1 

homodimerizacija nustatyta ţelatinos 

zimografiją vykdţius neredukuojančiomis 

sąlygomis (98). Analizine gelfiltracija nustatyta 

U32 proteolizinių fermentų šeimos holotipinės PrtC peptidazės dimerizacija, 

tačiau kokio tipo jungtimis rekombinantiniai monomerai jungėsi suformuodami 

PrtC homodimerą nebuvo tirta (83). Rekombinantinė U32 proteolizinių fermentų 

šeimos galimai peptidazė Mk0906 gryninta gelfiltracija, redukavus 2 mM DTT 

koncentracija (113). Rekombinantinės SA1440 galimai peptidazės iš S. aureus 113, 

priskiriamos U32 proteolizinių fermentų šeimai, homodimerizacija druskų 

tilteliais nustatyta gelfiltracija (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai). 

Siekiant įvertinti joninės jėgos įtaką GT-IU32 oligomerizacijai, 

rekombinantinės peptidazės preparatas veiktas 0,5 M NaCl. 

Reduktoriai in vitro ribojo GT-IU32 oligomerizaciją. Rekombinantinį fermentą 

redukavus 5 mM DTT (24A pav.), 10 mM 2-ME (24B pav.) ar 1 mM TCEP (24C pav.) 

peptidazės homodimeras ir agregatas gelfiltracija nenustatyti. Rekombinantinį 

 

 

23 pav. GT-IU32 oligomerinių būvių 

molekulinės masės nustatymas analizine 

gelfiltracija neredukuojančiomis sąlygomis. 

Eliucijos tūriai, atsiţvelgus į kolonėlės 

kalibravimą, apytiksliai iki 6 mL – virš 

440 kDa, 7-8,5 mL – 75-158 kDa, 8,5-

9,5 mL – 44-75 kDa. 
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fermentą silpniau redukavus 1 mM DTT koncentracija, nustatytas peptidazės 

homooligomerizacijos dinaminės pusiausvyros poslinkis monomero 

koncentracijos didėjimo kryptimi, tačiau visiškai taikyta DTT koncentracija 

GT-IU32 homodimerizacijos ir agregacijos neribojo. Stipri joninė jėga nekeitė 

peptidazės homooligomerizacijos dinaminės pusiausvyros (nepateikti rezultatai). 

GT-IU32 charakterizavimo metu redukavus, ribojus peptidazės 

homooligomerizaciją, tirpus monomerinis rekombinantinės peptidazės būvis 

efektyviai stabilizuotas. Rekombinantinės U32 proteolizinių fermentų šeimos 

galimai peptidazės SA1441 ir SA1440 iš S. aureus 113 buvo linkusios 

agreguoti, išlikdamos tirpios tik redukuojančiomis sąlygomis (S. Trillo-Muyo, 

nepublikuoti rezultatai). Rekombinantinė smcol1 peptidazė buvo netirpi 

raiškos kamieno citoplazmoje (98). Linkusios agreguoti rekombinantinės 

GT-TU32 oligomerizaciją analizavus NDS-PAGE detektuotas tik monomerinis 

galimai peptidazės oligomerinis būvis (196, 197). 

Daugelis U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių – monomeriniai 

baltymai (107, 109), tačiau U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazės, 

gebančios oligomerizuotis suformuodamos homodimerą, taip pat fragmentiškai 

charakterizuotos  (83,   98).  Vienintelė  charakterizuotos  erdvinės  struktūros 
 

   

 

24 pav. Redukcijos A: 5 mM DTT; B: 10 mM 2-ME; C: 1 mM TCEP įtaka GT-IU32 

oligomerizacijai, nustatant oligomerinių būvių molekulines mases analizine gelfiltracija. 

Eliucijos tūriai, atsiţvelgus į kolonėlės kalibravimą, apytiksliai iki 6 mL – virš 440 kDa, 

7-8,5 mL – 75-158 kDa, 8,5-9,5 mL – 44-75 kDa. 

 
U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazė Mk0906 kristalinosi 

suformavusi homodimerą, monomerams tampriai dideliu paviršiaus plotu 

susijungus Zn
2+

 katijono koordinavimu bei hidrofobinėmis ir vandenilinėmis 

jungtimis (6 pav.) (113). Charakterizuotas in vitro rekombinantinės GT-IU32 
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monomerų susijugimas į homodimerą, tikėtinai disulfidiniais tilteliais, taip pat 

netiesiogiai nustatytas vertinus smcol1 peptidazės substratinį specifiškumą (98). 

Rekombinantinės GT-IU32 monomeras – in vitro vyraujantis peptidazės būvis, 

visgi GT-IU32 homodimeras – tikėtinai natyvus fermento oligomerinis būvis, 

in vivo uţtikrinantis fiziologines funkcijas G. thermoleovorans DSM 15325. 

3.3.5. Kalcio ir cinko jonų įtaka GT-IU32 termostabilumui 

Peptidazių, priskiriamų U32 proteolizinių fermentų šeimai, katalizinio aktyvumo 

mechanizmas nenustatytas (5), tačiau EDTA inaktyvavo in vitro fragmentiškai 

charakterizuotas U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazes (83, 94, 98). 

Kalcio ir cinko katijonų įtaka U32 proteolizinių fermentų šeimos holotipinės 

PrtC peptidazės kataliziniam aktyvumui tirta (83), tuo tarpu charakterizuotų 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių termostabilumas ar galima 

minėtų metalų katijonų įtaka peptidazių termostabilumui išlieka netirta. 

GT-IU32 termostabilumo įvertinimo rezultatai (25 pav.) parodė, jog in vitro 

rekombinantinės peptidazės monomeras stabilus palaikius ţemesnę nei 55 °C 

temperatūrą. GT-IU32 termostabilumas tolydţio maţėjo 37-55 °C (25 pav.), 

veikus pastarąja temperatūra ekstrapoliuotas fermento t1/2 – virš 1,2 val. Kalcio 

katijonas neturėjo įtakos peptidazės termostabilumui. Analizavus termostabilumą, 

GT-IU32 preparatą papildţius taikyta 1 mM Ca
2+

 koncentracija, t1/2 buvo 

beveik identiški nustatytiems kontrolinėmis sąlygomis (25 pav.). 

Ekstrapoliuotas rekombinantinio GT-IU32 monomero t1/2, veikus 55 °C bei 

1 mM Ca
2+

 – virš 1,1 val. Cinko jonas reikšmingai didino GT-IU32 monomero 

termostabilumą (25 pav.). Charakterizuoto fermento monomero termostabilumo 

maţėjimas 37-55 °C, veikus 1 mM Zn
2+

, išliko tolydţiu, bet neišreikštu. Visgi, 

veikus cinko jonu, GT-IU32 prarado, kaip ir kontrolinėmis sąlygomis, 

termostabilumą virš 55 °C (25 pav.). Nustatytas GT-IU32 t1/2, fermentą 

palaikius 55 °C, veikus 1 mM Zn
2+

, apytiksliai 1,7 val. Galimas sinergistinis 

efektas, didinantis GT-IU32 termostabilumą, rekombinantinės peptidazės 

monomerą veikus 1 mM Ca
2+

 ir Zn
2+

 koncentracijomis, nenustatytas. 
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Kalcio ir cinko katijonais veikus GT-IU32, nustatytas t1/2 analogiškas 

nustatytiems t1/2 peptidazę veikus tik 1 mM Zn
2+

 (25 pav.). 

Cinko katijono svarba U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

erdvinės struktūros organizacijai patvirtinta išsprendus galimai peptidazės 

Mk0906 homodimero erdvinę struktūrą. Mk0906 monomerų sąsajos tipo 

sąveika su cinko katijonu bei hidrofobinės ir vandenilinės jungtys uţtikrina 

monomerų tarpusavio sąveiką dimero molekulėje (113). Homodimeras – taip 

pat tikėtinai natyvus GT-IU32 

oligomerinis būvis, tačiau GT-IU32 

monomerų sąsajos tipo sąveika 

su cinko katijonu nėra tikėtina – 

GT-IU32 polipeptido sekoje 

in silico nenustatyti jungimosi 

motyvai, uţtikrinantys sąveiką 

su metalo katijonu, taip pat ir 

archėjinės Mk0906 galimai peptidazės sekos motyvai, kurių cisteino ir histidino 

liekanos funkcionuoja Zn
2+

 ligandais. Mk0906 homodimero monomerų 

simetriškas Zn
2+

 jono koordinavimas konservatyviais Cys
68

 ir His
189

 (7 pav.) 

nesietinas su katijono svarba kataliziniam aktyvumui (113). Cinko jono įtaka, 

didinanti rekombinantinės GT-IU32 monomero termostabilumą, įvertinta 

peptidazės oligomerizaciją visiškai ribojančiomis sąlygomis, sietina su erdvinės 

peptidazės monomero struktūros stabilizavimu dėka monomero sąveikos su 

katijonu, bet taip pat nesietina su Zn
2+

 svarba kataliziniam GT-IU32 aktyvumui. 

Ţinoma ribota įvairovė (68) jungimosi motyvų, kurių nei vienas nustatytas 

GT-IU32 sekoje, uţtikrinančių fermento molekulės katalizinio tipo sąveiką su 

cinko katijonu, tuo tarpu struktūrinio tipo GT-IU32 monomero sąveika su cinko 

jonu, koordinuojamu nenustatytos sekos jungimosi motyvo/-ų ligandais 

funkcionuojančių aminorūgščių liekanų, išlieka tikėtina. Skirtingų funkcijų 

baltymams būdingas molekulės erdvinės struktūros stabilumo ir/ar 

termostabilumo uţtikrinimas struktūrinio tipo sąveika su cinko katijonu (208, 209). 

 
25 pav. Kalcio ir cinko jonų įtaka GT-IU32 

monomero termostabilumui. 
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GT-IU32 genas transkribuojamas G. thermoleovorans DSM 15325 augus 

55-70 °C, tačiau in vitro nustatytas sąlyginai maţas rekombinantinės 

peptidazės monomero termostabilumas, taip pat ir veikus taikyta cinko jono 

koncentracija. Didesnis nei monomero GT-IU32 homodimero – tikėtinai 

natyvaus peptidazės būvio, termostabilumas, dėka monomerų tarpusavio 

sąveikos ir monomerų struktūrinio tipo sąveikos su cinko katijonais, paaiškintų 

fermento stabilumą bei kartu funkcionalumą G. thermoleovorans DSM 15325 

fiziologinėmis sąlygomis. 

3.3.6. GT-IU32 aktyvumas bei substratinis specifiškumas 

Rekombinantinės GT-IU32 aktyvumą įvertinus zimografija nustatyta, jog 

peptidazė katalizuoja iš dalies denatūruoto I tipo kolageno iš ţiurkės uodegos 

peptidolizę tuo atveju, jei zimografija vykdyta neredukuojančiomis sąlygomis. 

Zimografiją atlikus neredukuojančiomis sąlygomis – neribojus GT-IU32 

oligomerizacijos, kolagenolizinio aktyvumo zona zimogramose stebėta virš 

100 kDa, kas atitiko GT-IU32 homodimero molekulinę masę. GT-IU32 monomero 

kolagenolizinis aktyvumas nenustatytas. Rekombinantinė kolagenolizinė peptidazė 

neskaidė ţelatinos, o taip pat iš dalies denatūruotų albumino, kazeino, elastino, 

keratino. Disertacijos autorius rekombinantinės GT-IU32 aktyvumo bei 

substratinio specifiškumo pradinį įvertinimą atliko rengdamas magistro darbą. 

Plėtojus GT-IU32 tyrimą, peptidazės homodimero kolagenolizinis 

aktyvumas zimografija detektuotas kokybiškai įvertinus aktyvumo 

intensyvumą (22 pav.). Masių spektrometrija analizavus zimogramos 

kolagenolizinio aktyvumo zoną, patvirtintas GT-IU32 kolagenolizinis 

aktyvumas (nepateikti rezultatai). GT-IU32 aktyvumo detekcija zimografija, 

atsiţvelgus į rekombinantinės peptidazės monomero termostabilumą, vykdyta 

zimogramų gelius inkubavus 20 val., palaikius 50 °C temperatūrą. I tipo 

kolageno iš ţiurkės uodegos homogenizavimas acto rūgštimi bei substrato 

in vitro inkubavimas 50 °C lėmė oligopeptidų susidarymą, ribojusį GT-IU32 

aktyvumo kiekybinį įvertinimą, tačiau kokybiškai peptidazės aktyvumas bei 

aktyvumo intensyvumas in vitro patikimai įvertinti zimografija. 
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Nustatytas išreikštas GT-IU32 aktyvumo substratinis specifiškumas substrato 

aminorūgščių grandinės sekai bei erdvinei struktūrai būdingas U32 proteolizinių 

fermentų šeimos Porphyromonas-tipo kolagenazėms (84, 83, 85, 86, 94), 

taip pat tikėtinas nedetalizuoto substratinio specifiškumo U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazėms. GT-IU32 homodimeras hidrolizavo iš dalies 

denatūruotą I tipo kolageną iš ţiurkės uodegos, bet neskaidė iš dalies 

denatūruoto I tipo kolageno iš jaučio odos (197), kas vėlgi atspindi išreikštą 

peptidazės substratinį specifiškumą. 

Charakterizuotas rekombinantinės GT-IU32 substratinis specifiškumas 

analogiškas PrtC, HP0169 ir smcol1 peptidazių kolagenolizinio aktyvumo 

specifiškumui. Holotipinė U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazė PrtC iš 

P. gingivalis ATCC 53977 peptidolizuoja taip pat ir temperatūra denatūruotą 

I tipo kolageną, bet nehidrolizuoja ţelatinos (83). HP0169 peptidazė 

peptidolizuoja homogenizuotą I tipo kolageną iš jaučio odos (96). 

Fragmentiškai charakterizuota smcol1 peptidazė taip pat proteolizuoja I tipo 

kolageną iš jaučio odos ir hidrolizuoja ţelatiną (98). Rekombinantinė GT-IU32 

nehidrolizuoja nedenatūruoto I tipo kolageno – kolagenolizinė peptidazė 

nehidrolizavo azokolio reakcijas inkubavus 20 val., palaikius 30 ar 50 °C 

(nepateikti rezultatai). U32 proteolizinių fermentų šeimos Porphyromonas, 

Helicobacter ir Salmonella tipų kolagenazės iš mezofilų nedenatūruotą I tipo 

kolageną proteolizuoja (83, 96, 109). 

Fragmentiškai in vitro charakterizuotos U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazės – vangios hidrolazės. Rekombinantinių U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazių katalizinis aktyvumas in vitro reikšmingai 

kokybiškai ir/ar kiekybiškai patikimai detektuotas taikius ilgus reakcijų 

inkubavimus (83, 85, 96, 98, 109). GT-IU32 kolagenolizinis aktyvumas taip pat 

vangus – patikimai kokybiškai detektuotas zimogramose zimogramų gelius inkubavus 

bent 20 val., palaikius 50 °C temperatūrą. Visgi dalies U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazių aktyvumas in vitro, taikius ilgus reakcijų 

inkubavimus, nedetektuotas. Rekombinantinės galimai peptidazės GT-TU32 

aktyvumas ţelatinos ir I tipo kolageno iš jaučio odos zimografija nedetektuotas 
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zimogramų gelius inkubavus 18 val., palaikius 37 ar 60 °C (196, 197). 

Rekombinantinė galimai peptidazė Mk0906 neredukuojančiomis sąlygomis, 

taikius įvairius reakcijų parametrus, neskaidė I tipo kolageno iš ţiurkės 

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 specifiškumo charakteristikos, 

būdingos GT-IU32, analogiškos nustatytoms U32 proteolizinių fermentų šeimos 

fragmentiškai in vitro charakterizuotoms peptidazėms. GT-IU32 homodimero 

kolagenolizinis aktyvumas, nenustačius peptidazės monomero katalizinio aktyvumo, 

tikėtinai patvirtina homodimerizacijos svarbą peptidazės funkcionalumui 

in vivo bei leidţia teigti, jog GT-IU32 homodimeras – tikėtinai natyvus peptidazės 

oligomerinis būvis. U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių PrtC ir smcol1 

kataliziškai aktyvūs taip pat tik homodimerai, todėl gebančių homodimerizuotis 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių homodimerai – tikėtinai in vivo 

funkcionalus natyvus oligomerinis būvis (83, 98). 

3.3.7. GT-IU32 kristalinimas 

Rekombinantinės GT-IU32 kristalinimui naudoti skirtingi tirpalų rinkiniai. 

Kristalinimas vykdytas garų difuzijos metodu sėdinčiuose lašuose, nepriklausomai 

palaikius 4 ar 20 °C. Siekus parinkti sąlygas, uţtikrinančias kolagenolizinės 

peptidazės kristalinimą, taikytos GT-IU32 koncentracijos tarp 40-80 mg/mL 

neredukavus arba peptidazės oligomerizaciją ribojus, redukavus 5 mM DTT ar 

20 mM 2-ME. Taikytomis sąlygomis rekombinantinė GT-IU32 demonstravo išreikštą 

polinkį agreguoti, tačiau neprecipitavo formuodama kristalus. Sąlygų, uţtikrinančių 

U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazių SA1441 ir SA1440 iš 

S. aureus 113, taip pat demonstravusių išreikštą polinkį agreguoti, kristalinimą, 

parinkti nepavyko (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai). Rekombinantinės U32 

proteolizinių fermentų šeimos galimai peptidazės Mk0906 kristalinimas 

vykdytas garų difuzijos metodu sėdinčiuose lašuose, palaikius 25 °C, naudojus 

10 mg/mL koncentracijos baltymo preparatą 20 mM TRIS-HCl pH 7,5/25 °C 
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buferyje su 2 mM DTT ir 200 mM NaCl, naudojus 2,5 M natrio acetato 

pH 7/25 °C rezervuaro tirpalu, uţtikrino Mk0906 kristalinimą (113). 

Plėtojus GT-IU32 erdvinės struktūros tyrimo strategiją, siekta charakterizuoti 

peptidazės erdvinę struktūrą, charakterizavus tikėtinų GT-IU32 domenų erdvines 

struktūras, atsiţvelgus, jog izoliuoti domenai geba palaikyti natyvią erdvinę 

struktūrą (210, 211). GT-IU32 domenai ribota proteolize (212, 213) izoliuoti 

sėkmingai. Ribota rekombinantinės GT-IU32 monomero proteolizė chimotripsinu A, 

tripsinu, trombinu, subtilizinu, kaspaze ar ulilizinu, taikius įvairius reakcijų 

parametrus, neuţtikrino, proteolizės produktų molekulines mases nustačius 

NDS-PAGE, peptidazės monomero domenų izoliavimo (nepateikti rezultatai). 

Patikimai iš dalies išgrynintą GT-IU32 monomerą į N-galinį, imtinai Met
1
-...-His

333
, 

37,5 kDa domeną (GT-IU32-NGD) ir C-galinį, imtinai Ser
334

-...-Asn
422

, 

10,4 kDa domeną (GT-IU32-CGD) proteolizavo vėlyvos eksponentinės augimo 

fazės E. coli BL21 (DE3) serino proteazė/-ės. GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD 

molekulinės masės patvirtinos masių spektrometrija, izoliuotų GT-IU32 monomero 

domenų polipeptidų sekos patvirtintos Edmano degradacija ir masių spektrometrija 

(nepateikti rezultatai). Izoliuoto GT-IU32-NGD agregacija in vitro ribojo sąlygų, 

uţtikrinančių domeno kristalinimą, parinkimą, tuo tarpu GT-IU32-CGD         

in vitro išliko tirpiu – tinkamiausios sąlygos domeno kristalinimui atrinktos. 

GT-IU32 sekos N-galinių domenų U32 proteolizinių fermentų šeimos domeno, 

imtinai Gly
95

-...-Phe
322

, ir triptofano sintazės α subvieneto fosfato jungimosi 

domeno, imtinai Pro
27

-...-His
132

, in silico identifikavimą (16 pav.) patvirtino 

GT-IU32-NGD izoliavimas ribota proteolize. Numačius GT-IU32 antrinę 

struktūrą nustatyta, jog GT-IU32 sekos regionas, imtinai Asp
320

-...-Arg
339

, nėra 

struktūrizuotas, raiškos kamieno proteazės/-ių gebėjimas hidrolizuoti GT-IU32 

polipeptidą tarp His
333

-Ser
334

 aminorūgščių liekanų taip pat netiesiogiai atspindi 

regiono nestruktūrizuotumą. GT-IU32 sekos regionas, imtinai Pro
323

-...-Arg
339

 (16 pav.), 

numatytas peptidazės izoliuotų domenų jungties regionas, tikėtinai uţtikrinantis 

GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD lankstumą tarpusavio atţvilgiu. Tikėtinas GT-IU32 

erdvinės struktūros labilumas galimai ribojo peptidazės kristalinimą – tipiškai 

labilios erdvinės struktūros organizacijos baltymams (211). 
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3.3.8. GT-IU32-CGD kristalinimas ir erdvinės struktūros sprendimas 

Tinkamiausios sąlygos natyvaus GT-IU32-CGD kristalinimui – kristalinimas 

palaikius 20 °C, naudojus 75 mg/mL koncentracijos baltymo preparatą 20 mM TRIS-HCl 

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 % (masė/tūris) 

polietilenglikolio 4000 pH 4,6/20 °C rezervuaro tirpalu. Tinkamiausios sąlygos 

selenometioniniu derivuoto GT-IU32-CGD kristalinimui – identiškos sąlygoms, 

tinkamiausioms natyvaus GT-IU32-CGD kristalinimui, tačiau naudojus 100 mM 

natrio citrato, 2 M (NH4)2SO4 pH 5,5/20 °C rezervuaro tirpalu. Natyvus ir 

selenometioninu derivuotas GT-IU32-CGD precipitavo formuodamas aukštos 

skiriamosios gebos atitinkamai ortorombinius, priklausančius P212121 erdvinei 

grupei, uţtikrinusius 1,1 Å maksimalią rezoliuciją (3 lentelė) ir trigonalius, 

priklausančius P3221 erdvinei grupei, uţtikrinusius 1,15 Å maksimalią 

rezoliuciją (3 lentelė), kristalus su viena baltymo molekule asimetriniam vienetui. 

GT-IU32-CGD erdvinė struktūra išspręsta (S. Trillo-Muyo) dėka 

selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD vieno bangos ilgio anomalinės 

difrakcijos. Sprendus selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD erdvinę 

struktūrą, nustatyti du seleno atomai baltymo monomerui asimetriniame 

vienete. GT-IU32-CGD erdvinės struktūros modelis, apėmęs visos baltymo 

polipeptidinės grandinės išsidėstymą, sudarytas remiantis surinktais difrakcijos 

duomenimis, naudotas natyvaus GT-IU32-CGD kristalo struktūros 

išsprendimui. Asimetriniame vienete nustatyta viena natyvaus GT-IU32-CGD 

molekulė, katijonas – tikėtina Na
+
 katijonas, acetato anijonas ir 108 tirpiklio 

molekulės. Esminiai kristalografijos duomenų surinkimo ir galutinio molekulės 

erdvinės struktūros modelio sudarymo parametrai pateikti 3 lentelėje. 

Natyvaus GT-IU32-CGD kristale apskaičiuotas tirpiklio kiekis sudarė tik 

24,5 %, Matjuso koeficiento VM 1,63 Å
3
/Da (214). Selenometioninu derivuoto 

GT-IU32-CGD kristale apskaičiuotas tirpiklio kiekis sudarė 30 %, Matjuso 

koeficiento VM 1,75 Å
3
/Da. Analizavus natyvaus GT-IU32-CGD kristalo 

kristalinę  gardelę  (26  pav.),  nustatytas  kompaktiškas  baltymo  molekulių 
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išsidėstymas kristale, molekulėms tarpusavyje 

sąveikavus tiesiogiai struktūrizuotais 

tirpiklio molekulių paviršiniais sluoksniais. 

Natyvaus GT-IU32-CGD molekulių 

suformuotame kristale beveik nesutinkami 

tirpiklio kanalai. Kiekviena natyvaus 

GT-IU32-CGD kristalo kristalinės gardelės 

baltymo molekulė tampriai sąveikauja su 

gretimomis baltymų molekulėmis 

136 artimomis molekulių atomų 

sąveikomis. Natyvaus GT-IU32-CGD molekulių tarpusavio sąveikų 

plotas – 3480 Å
2
, sudaro 65 % viso molekulės paviršiaus ploto, tipišku atveju 

pastaroji baltymų kristalų charakteristika tarp 15-49 % (215). Dideliu 

paviršiaus plotu sąveikaujančių natyvių GT-IU32-CGD molekulių paviršiaus 

formos komplementarumas 0,69 (26 pav.). Tarpusavyje tampriai sąveikaujančių 

baltymų molekulių paviršiaus formos komplementarumas tipišku atveju tarp 

0,64-0,76 (165). Natyvaus GT-IU32-CGD molekulių išsidėstymas kristale 

vienas kompaktiškiausių charakterizuotų baltymų kristalams. Natyvaus ir 

selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD kristaluose apskaičiuotas tirpiklio 

kiekis reikšmingai maţesnis nei būdinga baltymų kristalams, tipišku atveju 

maţo tirpiklio kiekio baltymų kristalai geba stipriau difraguoti (216). 

Stiprus GT-IU32-CGD kristalų gebėjimas difraguoti įgalino išspręsti 

GT-IU32-CGD erdvinę struktūrą aukšta rezoliucija. GT-IU32-CGD 

koordinatės ir struktūriniai veiksniai paskelbti PDB, suteikus identifikacinį kodą 

4HE6 natyvaus GT-IU32-CGD modeliui ir identifikacinį kodą 4HE5 

selenometioninu derivuoto GT-IU32-CGD modeliui. 

3.3.9. GT-IU32-CGD erdvinė struktūra 

GT-IU32-CGD erdvinė struktūra – kompaktiška bei iškreipta atvira β-statinė, 

suformuota aštuonių β-juostų, atitinkamai β1-β8 β-lakšto (27A pav.). Statinės 

sanklodą suformuoja išsuktas, išriestas ir arkas suformuojantis antilygiagretus 

 

26 pav. GT-IU32-CGD molekulės, 

paţymėtos geltona spalva, sąveika su 

gretimomis GT-IU32-CGD molekulėmis 

išsidėstant kristale. 
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β-lakštas. Nustatyta β-lakšto β-juostų topologija – β6-β5-β7-β2-β1-β8-β3-β4, 

β-juostų tarpusavio sąveikos atitinkamai -1; +3; +1; -6; -1; +2; +3 (27A pav.). 

Kraštinės β-juostos β4 ir β6 nesąveikauja tarpusavyje pagrindinių grandinių 

jungtimis. Tobulos statinės sanklodai artima sankloda išsidėsčiusios β-juostos 

β4 ir β7 su β1-β3 ir β8 (27A pav.), taip pat nesąveikauja tarpusavyje pagrindinių 

grandinių jungtimis. Tarpe tarp β-lakšto kraštų išsidėsto Phe
379

, Gln
381

, Lys
409

 ir Arg
410

 

šoninės grandinės (27B pav.). Statinę suformuojantis β-lakštas apsiaučia hidrofobinę 

ertmę, formuojamą Ala
342

, Val
345

, Tyr
348

, Ala
355

, Val
357

, Ala
359

, Phe
363

, Val
369

, Phe
371

, 

Ile
376

, Phe
379

, Ile
383

, Gln
381

, Ala
397

, Val
404

, Phe
406

, Val
408

, Leu
412

, Asn
416

 ir Met
418

 

šoninių grandinių, tuo tarpu statinės paviršiuje dominuoja hidrofilinių 

aminorūgščių liekanų šoninės grandinės. Statinės paviršiuje Asp
367
···Arg

364
, 

Glu
370
···Arg

419
, Glu

377
···Arg

410
 ir Asp

395
···Arg

398
 šoninės grandinės sudaro druskų 

tiltelius (27C pav.). Katijonas – tikėtina, Na
+ 

katijonas, ir acetato anijonas 

 

 

27 pav. GT-IU32-CGD erdvinė struktūra. A: GT-IU32-CGD erdvinės struktūros sankloda bei 

β-juostų sudaromų sąveikų topologija; B: GT-IU32-CGD hidrofobinę ertmę formuojančios 

aminorūgščių liekanos; C: GT-IU32-CGD erdvinėje struktūroje charakterizuoti druskų tilteliai. 
 

sąveikauja su statinės paviršiuje išsidėsčiusių aminorūgščių liekanų šoninėmis 

grandinėmis. Trikampę bipiramidinę katijono koordinavimo sferą suformuoja 

penki deguonies atomai, atitinkamai Asn
378

 O
δ1

, Gly
373

 O, Ile
376

 O, tirpiklio 

A C 

B C 
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molekulė ir simetriškai sietinas Asp
395

 O
δ2

. Acetato anijono karboksilato vienas 

deguonies atomų sąveikauja su His
362

 N
ε2

, Arg
398

 N
η2

 atomais ir tirpiklio molekule, 

likęs deguonies atomas sąveikauja su Arg
398

 N
ε
 atomu, tirpiklio molekule ir 

simetriškai sietinu Gln
358

 N
ε2

 atomu. GT-IU32-CGD polipeptidinės grandinės, 

imtinai Ser
334

-...-Phe
341

 ir Asn
422

, neformuoja β-statinės sanklodos (27A pav.). 

GT-IU32-CGD erdvinę struktūrą suformuoja imtinai Ala
342

-...-Glu
421

 (16 pav.), 

nes pirmosios aštuonios ir paskutinė ribota proteolize izoliuoto domeno 

polipeptidinės grandinės aminorūgščių liekanos nėra struktūrizuotos. 

GT-IU32-NGD ir GT-IU32-CGD lankstumas tarpusavio atţvilgiu uţtikrinamas 

numatyto nestruktūrizuoto jungties regiono (16 pav.) netiesiogiai patvirtintas 

išsprendus GT-IU32-CGD erdvinę struktūrą, charakterizavus imtinai 

Ser
334

-...-Phe
341

 nestruktūrizuotumą. Išspręsta GT-IU32-CGD erdvinė struktūra patvirtino 

GT-IU32 domeninės organizacijos charakterizavimo ribota proteolize rezultatus. 

3.3.10. GT-IU32-CGD erdvinei struktūrai giminingos erdvinės struktūros baltymai 

Gretinus su charakterizuotomis baltymų erdvinėmis struktūromis 

nustatyta, jog GT-IU32-CGD erdvinės struktūros sankloda giminingiausia 

transliacijos elongacijos veiksnių 

LepA/EF4 (PDB 3CB4 (217)), EF-Tu 

(PDB 2C77 (218)) ir EF-1α (PDB 1SKQ (219)) 

bei transliacijos terminacijos veiksnio 

eRF3 (PDB 3E20 (220)) domenų erdvinių 

struktūrų sanklodai – Z įvertis tarp 10,9-11, 

vidutinis kvadratinis jungties ilgio 

nuokrypis tarp 1,7-2 Å, sugretinus 78-80 

aminorūgščių liekanų grandinių ilgio 

polipeptidų išsidėstymą (28 pav.). 

GT-IU32-CGD erdvinės struktūros 

sugretinimas su giminingomis baltymų erdvinėmis struktūromis leido nustatyti 

analogiškas sanklodos architektūras ir topologijas kartu nustačius analogiškai 

sudaromas jungtis, nors gretintų polipeptidų sekos tik 8-19 % identiškos. 

 

28 pav. GT-IU32-CGD erdvinės 

struktūros sanklodos, paţymėtos geltona 

spalva, sugretinimas su LepA/EF4, 

paţymėta ţalia spalva, EF-Tu, paţymėta 

raudona spalva, EF-1α, paţymėta mėlyna 

spalva, bei eRF3, paţymėta violetine 

spalva, erdvinių struktūrų sanklodomis. 
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GT-IU32-CGD erdvinei struktūrai giminingos erdvinės struktūros 

domenai charakterizuoti transliacijos elongacijos ir terminacijos veiksnių 

struktūrose, taip pat charakterizavus N-galinį guanino nukleotido jungimosi 

domeną (221). Elongacijos veiksnių GT-IU32-CGD erdvinei struktūrai 

giminingos erdvinės struktūros domenai sąveikauja su aminoacilintomis tRNR 

bei su antibiotikais, keičiančiais ribosomų veikimą (221, 218). 

Nustatytas GT-IU32-CGD erdvinės struktūros sanklodos giminingumas 

transliacijos veiksnių domenų erdvinių struktūrų sanklodai (28 pav.), leidţia 

teigti, jog GT-IU32-CGD tikėtinai yra GT-IU32 sąveikos su RNR domenas. 

3.3.11. GT-IU32 sąveika su RNR 

Nustatytas GT-IU32-CGD erdvinės struktūros giminingumas transliacijos 

veiksnių domenų, sąveikaujančių su tRNR, erdvinei struktūrai leido 

suformuluoti prielaidą, jog GT-IU32 geba specifiškai sąveikauti su 

nukleorūgščių molekulėmis. 

Pradinis GT-IU32 sąveikos su nukleorūgštimis nustatymas atliktas 

taikius E. coli suminę tRNR frakciją. Kibimo prie membranos analize 

rekombinantinės GT-IU32 monomero in vitro sąveika su tRNR 

nustatyta (29A pav.). Sąveikos mišiniams taikius 4 pM ţymėtos tRNR, o 

GT-IU32 monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM nustatyta tiesioginė 

sąveikaujančių monomero ir ţymėtos tRNR koncentracijos priklausomybė nuo 

GT-IU32 monomero koncentracijos. Densitometrija nustačius sąveikaujančių 

GT-IU32 monomero ir ţymėtos tRNR koncentraciją, sąveikos mišiniams 

taikius skirtingus stechiometrinius monomero ir tRNR koncentracijų santykius 

nustatyta (29A pav.), jog GT-IU32 monomeras in vitro sąveikauja su viena 

tRNR molekule. GT-IU32 monomero in vitro sąveikos su tRNR specifiškumas 

nustatytas (29B pav.), įvertinus neţymėtų tRNR gebėjimą, taikius 

neţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos koncentracijas tarp 4-160 pM, 

pakeisti sąveikaujančias ţymėtas tRNR, atsiţvelgus į GT-IU32 monomero 

sąveikos su tRNR stechiometrinį santykį (222). GT-IU32 sąveika su tRNR 

nustatyta bei nustatytos sąveikos stechiometrija ir specifiškumas tirti 
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peptidazės oligomerizaciją ribojus redukavus 10 mM 2-ME koncentracija. 

Rekombinantinės GT-IU32 oligomerizacija neredukuojančiomis sąlygomis ar 

redukavus 2 mM 2-ME koncentracija neturėjo įtakos GT-IU32 sąveikai su 

tRNR (nepateikti rezultatai). 

Plėtojus GT-IU32 in vitro sąveikos su nukleorūgščių molekulėmis tyrimą, 

įvertintas GT-IU32 monomero sąveikos su nukleorūgštimis specifiškumas, 

taikius pasirinktas RNR ar DNR fragmentą (4 lentelė). Kibimo prie 

membranos analize nustatyta nespecifiška rekombinantinės GT-IU32 

monomero in vitro sąveika su 136 bp ilgio DNR fragmentu (29C pav.).  

Nustatyta GT-IU32 monomero in vitro sąveika su vgRNR, 

neformuojančiomis antrinės struktūros – 27 nt ilgio vgRNR fragmentu ir poliuridilo 

rūgšties molekule – taip pat nebuvo specifiška (29D ir 29E pav.). GT-IU32 

monomeras in vitro su vgRNR, formuojančia antrinę struktūrą – 44 nt ilgio 

sarcino-ricino kilpos fragmentu bei 26 bp ilgio dgRNR fragmentu, sąveikavo 

specifiškai (29F ir 29G pav.). Sąveikos mišiniams taikius 4 pM ţymėto 44 nt ilgio 

sarcino-ricino kilpos fragmento ar ţymėto 26 bp ilgio dgRNR fragmento, o 

GT-IU32 monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM, nustatyta (29F ir 29G pav.) 

tiesioginė sąveikaujančių monomero ir ţymėto 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos 

fragmento ar ţymėto 26 bp ilgio dgRNR fragmento koncentracijos 

priklausomybė nuo GT-IU32 monomero koncentracijos. Specifiškų GT-IU32 

monomero sąveikų su tRNR, 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu ir 

26 bp ilgio dgRNR fragmentu nustatytos sąveikų Kd vertės, 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 gebėjimas specifiškai sąveikauti su 

vgRNR, formuojančia komplementarius dvigrandţius antrinės struktūros 

elementus ir su dviejų komplementarių RNR grandinių dgRNR fragmentu. 

Elektroforezinio mobilumo poslinkio analizės rezultatai patvirtino GT-IU32 

monomero gebėjimą specifiškai in vitro sąveikauti su tRNR, 44 nt ilgio 

sarcino-ricino  kilpos  fragmetu   ir   26  bp  ilgio  dgRNR fragmentu  (30 pav.). 
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29 pav. GT-IU32 sąveikos su 

nukleorūgštimis nustatymas bei sąveikos 

specifiškumo įvertinimas kibimo prie 

membranos analize. A: GT-IU32 gebėjimo 

sąveikauti su E. coli sumine tRNR frakcija 

įvertinimas, taikius 4 pM ţymėtos tRNR, o 

GT-IU32 monomero koncentracijai svyravus 

tarp 0,4-4 pM; B: GT-IU32 sąveikos su 

E. coli sumine tRNR frakcija specifiškumo 

įvertinimas, taikius 4 pM sąveikaujančių 

GT-IU32 ir ţymėtos E. coli suminės tRNR 

frakcijos, o neţymėtos E. coli suminės tRNR 

frakcijos koncentracijai svyravus tarp 

0,4-160 pM; GT-IU32 sąveikos C: su 136 bp 

DNR fragmentu, D: su 27 nt vgRNR 

fragmentu, E: su poliuridilo rūgšties 

molekule, F: su 44 nt ilgio sarcino-ricino 

kilpos fragmentu, G: su 26 bp dgRNR 

fragmentu nustatymas bei nustatytų sąveikų 

specifiškumo įvertinimas. C-G nustatant GT-

IU32 monomero sąveiką su nukleorūgštimi 

taikyta 4 arba 8 pM GT-IU32 koncentracija ir 

4 pM ţymėtos nukleorūgšties. C-G nustatant 

GT-IU32 monomero sąveikos su 

nukleorūgštimi specifiškumą taikyta 4 pM 

sąveikaujančių GT-IU32 ir ţymėtos 

nukleorūgšties, neţymėtos nukleorūgšties 

koncentracijai svyravus tarp 0,4-160 pM. 
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GT-IU32 homodimero gebėjimas specifiškai in vitro sąveikauti su vgRNR, 

formuojančia komplementarius dvigrandţius antrinės struktūros elementus, 

ir su dviejų komplementarių RNR grandinių dgRNR fragmentu sąveikos mišinių 

 

 

30 pav. GT-IU32 sąveikos su dgRNR specifiškumo bei sąveikos specifiškumo RNR 

grandinės sekai įvertinimas elektroforezinio mobilumo poslinkio analize. 1: 4 pM ţymėta 

E. coli suminės tRNR frakcija; 2-4: GT-IU32 sąveika su ţymėta E. coli suminės tRNR 

frakcija, taikant atitinkamai 2, 4 arba 8 pM GT-IU32 ir 4 pM ţymėtos E. coli suminės 

tRNR frakcijos; 5-6: GT-IU32 sąveikos su E. coli suminės tRNR frakcija specifiškumo 

įvertinimas, taikant 4 pM sąveikaujančių GT-IU32 ir ţymėtos E. coli suminės tRNR 

frakcijos, ir neţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos 4 arba 8 pM; 7-12: GT-IU32 

sąveikos bei sąveikos specifiškumo su 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmentu įvertinimas, 

analogiškai kaip pateikta 1-6; 13-18: GT-IU32 sąveikos bei sąveikos specifiškumo su 26 bp 

dgRNR fragmentu įvertinimas, analogiškai kaip pateikta 1-6. 19-24: GT-IU32 sąveikos su 

dgRNR specifiškumo RNR grandinės sekai įvertinimas. 19-20: 4 pM neţymėtos E. coli 

suminės tRNR frakcijos gebėjimas pakeisti 19: su GT-IU32 sąveikaujančio 4 pM ţymėto 

44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento, 20: su GT-IU32 sąveikaujančio 4 pM ţymėto 26 bp 

dgRNR fragmento; 21-22: 4 pM neţymėto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento 

gebėjimas pakeisti 21: su GT-IU32 sąveikaujančios 4 pM ţymėtos E. coli suminės tRNR 

frakcijos, 22: su GT-IU32 sąveikaujančio ţymėto 4 pM 26 bp dgRNR fragmento; 

23-24: 4 pM neţymėto 26 bp dgRNR fragmento gebėjimas pakeisti 23: su GT-IU32 

sąveikaujančios 4 pM ţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos, 24: su GT-IU32 

sąveikaujančio 4 pM ţymėto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento. Raudonos rodyklės 

ţymi GT-IU32 oligomerinių būvių sąveiką su nukleorūgštimis. 

 

išskirstymo poliakrilamido gelyje metu GT-IU32 suformavus homodimerus 

taip pat nustatytas elektroforezinio mobilumo poslinkio analize (30 pav.). 

Sąveikos mišiniams taikius 4 pM ţymėtos tRNR, ţymėto 44 nt ilgio sarcino-

ricino kilpos fragmeto ar ţymėto 26 bp ilgio dgRNR fragmento, o GT-IU32 

monomero koncentracijai svyravus tarp 0,4-4 pM, sąveikos mišinius išskirsčius 

poliakrilamido gelyje, kokybiškai nustatyta (30 pav.) tiesioginė sąveikaujančių 
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monomero ir ţymėtos tRNR, ţymėto 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos 

fragmento ar ţymėto 26 bp ilgio dgRNR fragmento koncentracijos 

priklausomybė nuo GT-IU32 monomero koncentracijos. Elektroforezinio 

mobilumo poslinkio analize nustatytos GT-IU32 monomero ir homodimero 

in vitro sąveikos su 27 nt ilgio vgRNR fragmentu, poliuridilo rūgšties molekule 

ir 136 bp ilgio DNR fragmentu nebuvo specifiškos (nepateikti rezultatai). 

Kibimo prie membranos ir elektroforezinio mobilumo poslinkio 

analizėmis įvertinus GT-IU32 sąveikos su nukleorūgštimis specifiškumą, 

nustatytas išreikštas peptidazės gebėjimas specifiškai in vitro sąveikauti su 

dgRNR,  tačiau   GT-IU32  sąveikos  specifiškumas  dgRNR  grandinės  sekai 

            2       4       6        8      10     12       1        3       5        7       9     11 

 

31 pav. GT-IU32 sąveikos su dgRNR specifiškumo RNR grandinės sekai įvertinimas kibimo 

prie membranos analize. 2-4: 4 pM neţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos gebėjimas 

pakeisti 2: su GT-IU32 sąveikaujančio 4 pM ţymėto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento, 

4: su GT-IU32 sąveikaujančio 4 pM ţymėto 26 bp dgRNR fragmento; 6-8: 4 pM neţymėto 

44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento gebėjimas pakeisti 6: su GT-IU32 sąveikaujančios 4 pM 

ţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos, 8: su GT-IU32 sąveikaujančio ţymėto 4 pM 26 bp 

dgRNR fragmento; 10-12: 4 pM neţymėto 26 bp dgRNR fragmento gebėjimas pakeisti 10: su 

GT-IU32 sąveikaujančios 4 pM ţymėtos E. coli suminės tRNR frakcijos, 12: su GT-IU32 

sąveikaujančio 4 pM ţymėto 44 nt sarcino-ricino kilpos fragmento. 1,3,5,7,9,11 kontrolės 

atitinkamai 2,4,6,8,10,12 – 4 pM sąveikaujančių GT-IU32 ir ţymėtos nukleorūgšties. 

 
 

nenustatytas – peptidazė specifiškai sąveikavo su skirtingų sekų dgRNR (31 ir 30 pav.), 

gebančiomis pakeisti viena kitą specifiškos GT-IU32 sąveikos su dgRNR 

atţvilgiu (31 ir 30 pav.). GT-IU32 sąveikos su nukleorūgštimis specifiškumą 

taip pat patvirtino nustatyta tiesioginė sąveikaujančių peptidazės ir 

nukleorūgšties koncentracijos priklausomybė nuo peptidazės koncentracijos, 

tik tuo atveju jei GT-IU32 sąveikavo su nukleorūgštimi specifiškai. Kibimo 

prie membranos analize netiesiogiai nustatytą GT-IU32 homodimero gebėjimą 

specifiškai sąveikauti su tRNR patvirtino elektroforezinio mobilumo poslinkio 

analizės rezultatai. Sąveikos mišinių išskirstymo poliakrilamido gelyje metu, 

GT-IU32, silpniau redukavus, suformavo homodimerus, todėl elektroforezinio 

mobilumo poslinkio analize tiesiogiai kokybiškai įvertintas taip pat ir GT-IU32 
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homodimero sąveikos su tRNR, 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu ar 

26 bp ilgio dgRNR fragmentu specifiškumas. GT-IU32 homodimeras in vitro 

sąveikavo su dgRNR specifiškai. 

Specifiškos rekombinantinės GT-IU32 sąveikos su dgRNR neribojo 

taikyta 2 ar 10 mM 2-ME koncentracija. Kalcio ir/ar cinko jonai nebuvo būtini 

GT-IU32 sąveikos su dgRNR uţtikrinimui – tipišku atveju minėtų metalų 

katijonai būtini baltymų sąveikos su dgRNR uţtikrinimui (223, 224). Baltymai 

sąveikauja su ne trumpesne nei 9-10 bp ilgio dgRNR (225, 226), 

rekombinantinės GT-IU32 monomeras giminingiausiai sąveikavo su tRNR ir 

44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos fragmentu, tuo tarpu monomero sąveika su 

26 bp ilgio dgRNR fragmentu buvo maţiau gimininga. GT-IU32 monomero 

specifiškos in vitro sąveikos su dgRNR vienos giminingiausių baltymo sąveikų 

su RNR, atsiţvelgus į charakterizuotos erdvinės struktūros baltymų kompleksų 

su RNR kiekybiškai nustatytą komplekso molekulių tarpusavio sąveikų 

giminingumą (227). GT-IU32 sąveikos specifiškumas dgRNR grandinės sekai 

nenustatytas. Tipišku atveju baltymų sąveikos su dgRNR domenai nėra 

specifiški RNR grandinės sekai, tačiau specifiškai sąveikauja su išskirtinai tik 

A erdvinės formos dgRNR spiralės grandinių 2ʹ-hidroksilo grupėmis ir fosforo 

rūgšties liekanomis (228, 229, 230). 

Nustačius GT-IU32 gebėjimą specifiškai in vitro sąveikauti su dgRNR, 

patvirtinta prielaida, jog GT-IU32 geba specifiškai sąveikauti su nukleorūgščių 

molekulėmis. Baltymai, gebantys sąveikauti su RNR, tipišku atveju sąveikauja 

su RNR daugiau nei vienu domenu (231). Visgi specifiška GT-IU32 monomero 

in vitro sąveika su viena tRNR molekule netiesiogiai patvirtino peptidazės 

sąveiką su dgRNR vienu domenu. GT-IU32 homodimerizacija neturėjo įtakos 

peptidazės sąveikai su nukleorūgštimis, todėl tikėtina, jog GT-IU32 

homodimerizaciją bei specifišką sąveiką su dgRNR uţtikrina nepriklausomai 

funkcionuojantys GT-IU32 monomero domenai. GT-IU32-CGD 

funkcionavimas GT-IU32 sąveikos su dgRNR domenu išlieka pagrįstai 

tikėtinu. GT-IU32 specifiškai in vitro sąveikavo taip pat ir su tRNR, tačiau 

nustatytas peptidazės sąveikos su nukleorūgštimis specifiškumas nėra identiškas 
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transliacijos veiksnių, kurių struktūrose charakterizuoti GT-IU32-CGD 

erdvinei struktūrai giminingos erdvinės struktūros domenai, sąveikos su 

nukleorūgštimis specifiškumams (232, 221, 233, 234). 

3.3.12. GT-IU32 funkcinė svarba G. thermoleovorans DSM 15325 

GT-IU32 charakteristikos leidţia fermento funkcinę svarbą sieti su baltymų 

peptidolize G. thermoleovorans DSM 15325 citoplazmoje. Peptidolizuodama 

natyvius substratus GT-IU32 uţtikrina, tikėtina, namų ruošos funkcijas, todėl 

in vivo peptidazės aktyvumas grieţtai reguliuojamas. Nustatytas GT-IU32 

gebėjimas specifiškai in vitro sąveikauti su dgRNR įgalino tikėtinais fermento 

in vivo substratais apibrėţti su RNR tikėtinai sąveikaujančius baltymus, 

svarbius ląstelės RNR funkcijų uţtikrinimui ir/ar valdymui. 

G. thermoleovorans DSM 15325 koduojamas GT-IU32 genas 

transkribuojamas konstitutyviai kamieno kultūros eksponentinės ir stacionarios 

augimo fazių metu. Neintensyvi GT-IU32 raiška geobacilos citoplazmoje taip pat 

netiesiogiai patvirtino fermento gebėjimą in vivo uţtikrinti namų ruošos 

funkcijas. Patogenų U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių svarba bakterijų 

virulentiškumui in vivo patikimai nustatyta, nors pastarųjų virulentiškumo 

veiksnių fiziologinės funkcijos nėra detaliai suvoktos (95, 96, 108, 110). Tipišku 

atveju patogenai, koduojantys U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazes, 

yra proteolizinės bakterijos, sekretuojančios skirtingas kolagenazes (82, 235), 

tačiau U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių – vangių kolagenazių, 

svarba patogenų kolagenolizinio potencialo uţtikrinimui menka (85, 236, 95, 108). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių funkcinė svarba patogenams 

nesietina su audinių kolonizavimu ir/ar kolageno įsisavinimu pagrįstai tikėtina. 

Galimai peptidazes, in silico priskirtinas U32 proteolizinių fermentų šeimai, 

koduojančių genų anotavimas nepatogenų genomuose taip pat atspindi tikėtiną 

U32 proteolizinių fermentų šeimos funkcinį heterogeniškumą (7, 1). 

GT-IU32 iš G. thermoleovorans DSM 15325 nuosaikaus termofilo, 

įsisavinančio kolageną (169), funkcijos in vivo negali būti sietinos su 

virulentiškumu. Natyvios GT-IU32 katalizinis aktyvumas nenustatytas 
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detektavus geobacilų kolagenolizines peptidazes, o masių spektrometrija 

GT-IU32 identifikuota tik viduląstelinių baltymų preparate, todėl peptidazės 

specifinės funkcijos nesietinos su bakterijų mityba taip pat tikėtinos. 

Išreikštas GT-IU32 specifiškumas substrato aminorūgščių grandinės sekai 

bei erdvinei struktūrai paţymi peptidazės grieţtą substratinę specializaciją, 

tikėtina, jog in vivo GT-IU32 peptidolizuoja geobacilų baltymų kolagenui 

analogiškos erdvinės struktūros domenus. Skirtingos funkcinės svarbos baltymai 

su kolagenui analogiškos struktūros domenais identifikuoti Firmicutes tipo 

bakterijose (237, 31, 32). U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

gebėjimas peptidolizuoti hidrofobinius baltymų sekų regionus netiesiogiai 

patvirtintas charakterizavus galimai peptidazės Mk0906 erdvinę struktūrą. 

Mk0906 struktūroje nustatytas tikėtinas aktyvusis centras, prieinamas tik 

hidrofobinių aminorūgščių grandinėms ar hidrofobinėms molekulėms (113). 

Palyginus GT-IU32 domeninę organizaciją su U32 proteolizinių fermentų 

šeimos peptidazių domenine organizacija nustatyta, jog U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazėms tipišku atveju nebūdingas GT-IU32-CGD. 

Geobacilų koduojamų ilgosios polipeptinės grandinės U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazių sekose GT-IU32-CGD identifikuotas, 

tačiau geobacilų koduojamų trumposios polipeptidinės grandinės U32 proteolizinių 

fermentų šeimos galimai peptidazių sekose, taigi ir GT-TU32 sekoje, 

GT-IU32-CGD neidentifikuotas. Mk0906 struktūroje domenas, analogiškas 

GT-IU32-CGD, taip pat nenustatytas (113). 

Reikšmingas GT-IU32-CGD erdvinės struktūros giminingumas 

transliacijos veiksnių domenų erdvinei struktūrai leido GT-IU32 funkcinę 

svarbą sieti su transliacija, tačiau pastaroji prielaida nepatvirtinta. GT-IU32 

specifiškai in vitro sąveikavo su tRNR bei 44 nt ilgio sarcino-ricino kilpos 

fragmentu, tačiau analogiškai gimininga specifiška peptidazės monomero 

in vitro sąveika su 26 bp ilgio dgRNR fragmentu taip pat nustatyta. 

Rekombinantinės GT-IU32 sąveikos su RNR specifiškumas nėra identiškas 

transliacijos veiksnių sąveikos su RNR specifiškumams, todėl atspindi 

neanalogišką kaip transliacijos veiksnių GT-IU32 sąveikos su RNR 
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molekulėmis fiziologinę svarbą G. thermoleovorans DSM 15325. 

Rekombinantinės GT-IU32 monomeras GTP nehidrolizavo, monomero įtaka 

transliacijai in vitro taip pat nenustatyta (nepateikti rezultatai). Patikimai 

nustatyta GT-IU32 specifiška sąveika su dgRNR netiesiogiai paţymi 

peptidazės svarbą namų ruošos funkcijų uţtikrinimui. Apibrėţus baltymus su 

kolagenui analogiškos struktūros domenais, sąveikaujančius su RNR 

molekulėmis, svarbius RNR funkcijų uţtikrinimui ir/ar valdymui, GT-IU32 

tikėtinais in vivo substratais, galima teigti, jog peptidazės katalizuojamos 

peptidolizės fiziologinė svarba sietina su RNR funkcijomis ir/ar funkcijų 

valdymu ląstelėje. 

Natyvios GT-IU32 aktyvumo reguliavimas nėra charakterizuotas, 

visgi in vivo pagrįstai tikėtinas peptidazės funkcijų valdymas skatinus arba 

ribojus GT-IU32 homodimerizaciją ir/ar sąveiką su RNR molekulėmis. 

Tikėtinas GT-IU32 reguliavimas keičiant peptidazės sąveikos su dgRNR 

giminingumą kartu leidţia GT-IU32-CGD tikėtino peptidazės sąveikos su 

RNR domeno funkcinę svarbą sieti su GT-IU32 funkcijų valdymu. Grieţtas 

GT-IU32 in vivo uţtikrinamų funkcijų valdymas netiesiogiai patvirtinas 

GT-IU32 geną in silico priskyrus operonui bei in vitro nenustačius natyvios 

GT-IU32 homodimero katalizinio aktyvumo. Grieţtas kolagenolizinio 

aktyvumo reguliavimas taip pat numanomas U32 proteolizinių fermentų 

šeimos holotipinei PrtC peptidazei iš P. gingivalis ATCC 53977 (83). 

Plėtojus GT-IU32 funkcijų tyrimą, siekta geobacilos genome išveiklinti 

peptidazės geną bei įvertinti kiekvienos U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazių motyvo aminorūgšties svarbą peptidazės fiziologinėms funkcijoms, 

tačiau nesėkmingas G. thermoleovorans DSM 15325 kompetentiškumo 

optimizavimas ribojo GT-IU32 funkcijų in vivo tyrimą (nepateikti rezultatai). 

GT-IU32 charakteristikos, nustatytos fermentą tyrus in vitro, nepatvirtino 

GT-IU32 svarbos kolageno įsisavinimui, tačiau leidţia peptidazės aktyvumo 

fiziologinę svarbą sieti su namų ruošos funkcijų uţtikrinimu. Tikėtina 

GT-IU32 funkcinė svarba G. thermoleovorans DSM 15325 patvirtina U32 

proteolizinių fermentų šeimos funkcinį heterogeniškumą.  
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4. Rezultatų apibendrinimas 

Geobacilos – biosferoje plačiai paplitusios bacilos, sutinkamos skirtingose 

ekonišose (238). Efektyvų geobacilų adaptacinį plastiškumą aplinkai uţtikrina 

taip pat ir produkuojami, tipišku atveju, termoaktyvūs ir/ar termostabilūs 

kataboliniai fermentai (239, 240). Geobacilų skirtingų katabolinių fermentų gausa 

leidţia geobacilų ląstelėms mitybai įsisavinti daugelį junginių (241, 242, 243, 

244, 245, 246). Proteolizinės geobacilos taip pat plačiai paplitusios skirtingose 

ekonišose (127, 247, 169). Geobacilų peptidazės tirtos charakterizavus svarbą 

ląstelės fiziologijai ir/ar mitybai (127, 36). Visgi anotuotų geobacilų genomų 

in silico analizė leidţia teigti, jog geobacilų peptidazės, taigi ir kolagenolizinės 

peptidazės, tirtos fragmentiškai. Geobacilų, gebančių augti įsisavinus kolageną, 

kolagenolizinis potencialas nėra tikslingai tirtas. Tipišku atveju, taikius 

selektyvias terpes, detektavus geobacilų gebėjimą skaidyti kolageną, svarbų 

ląstelių mitybai, formaliai apibrėţiama, jog detektuotą kolagenolizinį 

potencialą uţtikrina induktyviai produkuotų kolagenolizinių peptidazių, 

sudarančių katabolinę kaskadą, sinergizmas (13, 10, 9). Tuo tarpu numanoma 

konstitutyviai produkuotų kolagenolizinių peptidazių svarba geobacilų ar kitų 

termofilinių bakterijų kolagenolizinio potencialo uţtikrinimui išlieka netirta, 

todėl termofilų kolagenolizinis potencialas išlieka fragmentiškai 

charakterizuotu. Termofilinių bakterijų kolagenolizės fiziologinė svarba bei 

eiga išlieka nedetalizuotomis, nes pradiniai kolageno katabolizmo etapai nėra 

detaliai charakterizuoti. 

Siekus nustatyti bei charakterizuoti geobacilų konstitutyvų kolagenolizinį potencialą 

zimografija detektuotos konstitutyviai G. thermoleovorans DSM 15325 

produkuotos kolagenolizinės peptidazės. Geobacilų ekstraląstelinių baltymų preparate 

detektuotos kolagenolizinės peptidazės sėkmingai identifikuotos masių 

spektrometrija. Nustatytą G. thermoleovorans DSM 15325 vėlyvos eksponentinės 

augimo fazės konstitutyvų kolagenolizinį potencialą uţtikrina Pz-peptidazių A 

ir B homologai bei bacilolizino homologas. G. thermoleovorans DSM 15325 

konstitutyvios katabolinės kaskados, įgalinančios kolageną pradėti skaidyti tik 
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kolagenui tapus prieinamu ląstelėms, charakterizavimas tiesiogiai patvirtino 

numanytą geobacilų konstitutyvių kolagenolizinių peptidazių svarbą kolageno 

įsisavinimui (122). Konstitutyvią kaskadą sudarančių peptidazių aktyvumo 

sinergizmo esminė fiziologinė svarba geobacilų mitybai pradinių kolageno 

katabolizmo etapų metu akivaizdi. Funkcionuodamos konstitutyvios kolagenolizinės 

peptidazės kartu tikėtinai didina kolageno įsisavinimo efektyvumą, nes 

kolageno oligopeptidai, transportuoti į geobacilos citoplazmą, indukuoja 

kolagenolizinių peptidazių produkciją. G. thermoleovorans DSM 15325 

konstitutyvaus kolagenolizinio potencialo charakterizavimas, įgalinantis 

nuosekliai suvokti geobacilų kolagenolizinio potencialo fiziologinę svarbą bei 

kolageno skaidymo eigą, kartu paţymi geobacilų, o taip pat netiesiogiai kitų 

termofilinių proteolizinių bakterijų adaptacinį plastiškumą. 

Konstitutyviai G. thermoleovorans DSM 15325 produkuotos 

kolagenolizinės peptidazės, homologiškos išsamiai charakterizuotoms cinko 

peptidazėms (36, 248), todėl G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyvios 

katabolinės kaskados kolagenolizinių peptidazių tyrimas nebuvo plėtotas. 

Nenustačius G. thermoleovorans DSM 15325 fragmentiškai charakterizuotų 

kolagenolizinių peptidazių homologų, geobacilų kolagenolizinių peptidazių 

tyrimas plėtotas fragmentiškai charakterizuotų kolagenolizinių peptidazių 

homologus identifikavus in silico analize anotuotų geobacilų genomuose. 

Siekus charakterizuoti tikėtinai su geobacilų konstitutyviomis kolagenolizinėmis 

peptidazėmis funkciškai sietinas metalo oligoendopeptidazes plėtota GT-SM3B 

charakterizavimo strategija. GT-IU32 tirta siekus charakterizuoti geobacilų 

nenustatyto katalizinio mechanizmo fragmentiškai tirtų proteolizinių fermentų 

šeimų kolagenolizines peptidazes. 

Klonuotos GT-SM3B ir GT-IU32 sėkmingai produkuotos heterologine 

raiška E. coli, taikius optimizuotas raiškos parametrų vertes, pasiekus dideles 

rekombinantinių peptidazių išeigas. Rekombinantinė GT-SM3B, skirtingai nei 

rekombinantinė GT-IU32, agregavo raiškos kamieno citoplazmoje, tačiau 

raiškos kamienas sekretavo rekombinantinę oligopeptidazę. Anksčiau 

rekombinantinių metalo oligopeptidazių produkavimui netaikyta sekrecinė 
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produkcija optimizavus sėkmingai uţtikrino efektyvų tirpios GT-SM3B 

gavimą. Charakterizuotos G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinės 

peptidazės, optimizavus gryninimo eigą, išgrynintos pasiekus beveik visišką 

daugiau nei 95 % grynumą. Gryninimo metu bei mėginio buferyje 

rekombinantinė GT-SM3B išliko stabili ir tirpi, tuo tarpu demonstravusios 

polinkį agreguoti rekombinantinės GT-IU32 tirpus būvis gryninimo metu bei 

mėginio buferyje stabilizuoti redukavus optimizuota 2-ME koncentracija. 

GT-SM3B sekoje identifikuoti konservatyvūs sekos elementai tipiški 

metalo oligopeptidazėms, o nustatyta GT-SM3B domeninė organizacija tipiška 

charakterizuotų oligopeptidazių F sekoms (1). Visgi GT-SM3B charakterizavimo 

naujumą bei aktualumą paţymėjo charakterizuotos oligopeptidazės seką lyginus 

su charakterizuotų metalo oligopeptidazių sekomis nustatytas tik 40,3 % 

identiškumas PepFBa oligopeptidazei iš B. amyloliquefaciens 23-7A (79). 

GT-SM3B tipiškai sekretuojamoms metalo oligopeptidazėms (78, 79) gebėjo 

homodimerizuotis. GT-SM3B monomeras ir dimeras, palaikius optimalius 

pH ir temperatūrą – pH 7,3 ir 40 °C, peptidolizavo Karbobenzoksi-Gly-Pro-Gly-Gly-

Pro-Ala-OH tarp Gly-Gly ir/ar Pro-Gly aminorūgščių liekanų, reakcijos KM, Vmax ir kcat 

vertės, atitinkamai, – 2,17 ± 0,04 × 10
-6
 M; 2,65 ± 0,03 × 10

-3
 µM/min ir 5,99 ± 0,07 s

-1
. 

Pastarasis sintetinis heksapeptidas oligopeptidazių kinetinių charakteristikų 

nustatymui anksčiau nėra naudotas, todėl GT-SM3B kinetinės charakteristikos 

nelygintos su charakterizuotų metalo oligopeptidazių kinetinėmis 

charakteristikomis. Demonstravusi vieną plačiausių efektyvaus aktyvumo 

intervalų, kada nors nustatytų metalo oligopeptidazei, GT-SM3B efektyvus 

peptidolizinis aktyvumas nustatytas taip pat ir tarp 40-60 °C. Charakterizuotos 

geobacilų oligopeptidazės Pz-peptidazės A ir B iš G. collagenovorans MO-1 

reikšmingai labiau termoaktyvios nei GT-SM3B, vienintelė charakterizuota 

termostabili sekretuojama metalo oligopeptidazė, tuo tarpu GT-SM3B 

termostabilumas analogiškas geobacilų charakterizuotoms oligopeptidazėms (36). 

GT-SM3B buvo efektyviai aktyvi ir stabili pH 5-8. Charakterizuotų laktokokų 

ir geobacilų metalo oligopeptidazių aktyvumo bei stabilumo priklausomybė 

nuo pH (189, 69, 36) analogiška charakterizuotai pH įtakai GT-SM3B 
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aktyvumui bei stabilumui. Metalų katijonų įtaka charakterizuotų metalo 

oligopeptidazių, taigi ir GT-SM3B aktyvumui – analogiška (69, 78, 36, 79). 

Biotechnologijoje naudojamų junginių įtaka oligopeptidazių aktyvumui nėra 

tikslingai charakterizuota. GT-SM3B išliko efektyviai aktyvi veikus daugeliu 

biotechnologijoje naudojamų junginių, kurių įtaka oligopeptidazės aktyvumui 

tikslingai analizuota. Nustatytas platus GT-SM3B oligopeptidolizinis 

specifiškumas kolageno peptidams taip pat paţymi charakterizuotos 

oligopeptidazės biotechnologinį pritaikomumą. 

GT-IU32 sekoje identifikuotas konservatyvus sekos motyvas tipiškas 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazėms, o GT-IU32 domeninė organizacija 

tipiška geobacilų ilgosios grandinės U32 proteolizinių fermentų šeimos galimai 

peptidazių sekoms (1). GT-IU32 charakterizavimo naujumą bei aktualumą taip 

pat paţymi charakterizuotos peptidazės seką lyginus su charakterizuotomis 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių sekomis nustatytas tik 48,8 % 

identiškumas tarpusavyje identiškų sekų fragmentiškai charakterizuotoms 

smcol1 ir SMU.761 peptidazėms, atitinkamai iš S. mutans GS-5 ser. c ir 

S. mutans UA159 (98, 100). 

GT-IU32 gebėjo homodimerizuotis disulfidiniais tilteliais. 

Charakterizuotos U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazės tipišku atveju yra 

monomeriniai baltymai (107, 109), tačiau U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazės, gebančios homodimerizuotis, taip pat charakterizuotos (83, 98, 113). 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazės homodimerizacija disulfidiniais 

tilteliais nustatyta (98), tačiau taip pat nustatyta U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazių homodimerizacija druskų tilteliais (S. Trillo-Muyo, nepublikuoti rezultatai) 

ar cinko jono koordinavimu bei hidrofobinėmis ir vandenilinėmis jungtimis (113). 

GT-IU32 dimeras tipiškai termoaktyvioms kolagenolizinėms peptidazėms (8) 

peptidolizavo iš dalies denatūruotą kolageną, tuo tarpu monomero aktyvumas 

nedetektuotas. Tuo atveju, jei gebančių homodimerizuotis charakterizuotų U32 

proteolizinių fermentų šeimos peptidazių aktyvumas detektuotas kataliziškai, 

aktyvūs tik homodimerai (83, 98). GT-IU32 demonstravo termostabilumą 37-55 °C. 

Charakterizavus GT-IU32 termostabilumą taip pat įvertinta kalcio ir cinko jonų 
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įtaka charakterizuotos peptidazės monomero termostabilumui. Kalcio katijonas 

neturėjo įtakos GT-IU32 termostabilumui, tuo tarpu cinko katijonas reikšmingai 

didino charakterizuotos peptidazės monomero termostabilumą. Galimas kalcio 

ir cinko jonų sinergistinis efektas GT-IU32 termostabilumui nenustatytas. 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių termostabilumas ar kalcio ir 

cinko katijonų įtaka termostabilumui anksčiau nebuvo tirta, tačiau cinko 

katijono svarba U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių struktūros 

organizacijai patvirtinta charakterizavus Mk0906 homodimero erdvinę 

struktūrą (113). Nustatytas išreikštas GT-IU32 aktyvumo substratinis specifiškumas 

substrato aminorūgščių grandinės sekai bei erdvinei struktūrai – charakterizuotos 

peptidazės homodimeras peptidolizavo tik iš dalies denatūruotą I tipo kolageną 

iš ţiurkės uodegos – tipiškas detalizuoto substratinio specifiškumo U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazėms (83, 86, 94). GT-IU32 demonstravo vangų 

kolagenolizinį aktyvumą. Charakterizuotos U32 proteolizinių fermentų šeimos 

peptidazės tipišku atveju taip pat vangios kolagenolizinės peptidazės (83, 96, 98, 109). 

Ribota proteolize izoliavus GT-IU32 monomero domenus, išlikęs tirpiu 

GT-IU32-CGD, optimizavus gryninimo eigą išgrynintas pasiekus beveik visišką 

daugiau nei 95 % grynumą. Gryninimo metu bei mėginio buferyje GT-IU32-CGD 

išliko stabiliu ir tirpiu. GT-IU32-CGD erdvinė struktūra išspręsta aukšta 

rezoliucija, nes charakterizuotos erdvinės struktūros domenas precipitavo 

formuodamas kompaktiškos kristalinės gardelės ir ţemo tirpiklio kiekio kristalus, 

gebėjusius stipriai difraguoti. GT-IU32-CGD erdvinė struktūra – kompaktiška 

bei iškreipta atvira β-statinė, suformuota aštuonių antilygiagrečių β-juostų β-lakšto. 

Skirtingai nei galima tikėtis, nustatytas reikšmingas GT-IU32-CGD erdvinės 

struktūros giminingumas transliacijos veiksnių domenų erdvinei struktūrai 

(217, 218, 219, 220). Elongacijos veiksnių GT-IU32-CGD giminingos erdvinės 

struktūros domenai sąveikauja su tRNR (221). Charakterizuotas GT-IU32 

gebėjimas specifiškai in vitro sąveikauti su dgRNR netiesiogiai patvirtino 

GT-IU32-CGD funkcionavimą GT-IU32 sąveikos su dgRNR domenu. Virusų 

peptidazių, gebančių sąveikauti su RNR, domeninei organizacijai tipišku atveju 

būdingas vienas sąveikos su nukleorūgštimi domenas (249, 250). 
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Nors peptidazių gebėjimas sąveikauti su RNR molekulėmis charakterizuotas 

(251, 252, 250), tačiau pastaroji proteolizinių fermentų charakteristika nėra 

tipiška (1). Charakterizuotos peptidazės, sąveikaujančios su RNR, priskiriamos 

skirtingoms asparto rūgšties, cisteino arba serino peptidazių tipų šeimoms (1). 

Prokariotų ir eukariotų peptidazių, kurių gebėjimas sąveikauti su vgRNR 

nustatytas, uţtikrina namų ruošos funkcijas, taigi pastarųjų hidrolazių 

aktyvumas grieţtai reguliuojamas (252, 253). Virusų peptidazės, 

sąveikaujančios su RNR, svarbios virusų baltymų polipeptidų brendimui bei 

virusų replikacijai (254, 255). Tikslingai tyrus virusų peptidazių sąveikos su 

RNR specifiškumą bei sąveikos įtaką peptidazių funkcionalumui, nustatyta, jog 

virusų peptidazių vgRNR grandinės sekai specifiška in vivo sąveika su vgRNR 

svarbi peptidazių funkcionalumo reguliavimui (251, 254, 255). 

Charakterizuota GT-IU32 domeninė organizacija – GT-IU32-NGD ir 

GT-IU32-CGD jungiami tikėtinai domenų lankstumą tarpusavio atţvilgiu 

uţtikrinančio nestruktūrizuoto jungties regiono – patvirtino U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazių numatytą modulinę domeninę organizaciją (1). 

GT-IU32-CGD erdvinė struktūra charakterizuota, tačiau GT-IU32 erdvinė 

struktūra išlieka neišspręsta, neišsprendus GT-IU32-NGD, demonstravusio 

išreikštą polinkį agreguoti, erdvinės struktūros. Pradinio GT-IU32 

charakterizavimo metu GT-IU32 erdvinė struktūra in silico nenumatyta, nes 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių erdvinės struktūros nebuvo tirtos 

(D. Kazlauskas, nepublikuoti rezultatai). Schacherl et al., 2015 charakterizuota 

Mk0906 erdvinė struktūra – iškreipta TIM β/α-statinė. Pastaroji galimai 

peptidazė išlieka vienintele charakterizuotos erdvinės struktūros 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidaze. Mk0906 seka in silico atitinka 

GT-IU32-NGD, tuo tarpu Mk0906 struktūroje domenas, analogiškas GT-IU32-CGD, 

nenustatytas (113). GT-IU32-NGD sekos identiškumas Mk0906 sekai 

nepakankamas in silico patikimai numatyti GT-IU32-NGD erdvinę struktūrą. 

Visgi nustatytas GT-IU32 sekos homologiškumas Mk0906 bei GT-IU32 sekoje 

tikėtinai nustatytas TIM β/α-statinės sanklodos fosfato jungimosi domenas 

TIM β/α-statinės sanklodos GT-IU32-NGD erdvinės struktūros organizaciją 
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netiesiogiai patvirtino. Nenustačius GT-IU32 homodimerizacijos įtakos 

charakterizuotos peptidazės sąveikai su nukleorūgštimis, tikėtina, jog GT-IU32 

homodimerizaciją bei sąveiką su nukleorūgštimis uţtikrina nepriklausomai 

funkcionuojantys GT-IU32 monomero domenai. GT-IU32-CGD tikėtino 

sąveikos su dgRNR domeno svarba GT-IU32 homodimerizacijai nėra tikėtina, 

tuo tarpu GT-IU32-NGD tikėtino katalizinio domeno svarba GT-IU32 

homodimerizacijai pagrįstai tikėtina. GT-IU32 gebėjo homodimerizuotis 

disulfidiniais tilteliais, o charakterizuotos peptidazės sekoje cisteino liekanos 

sutinkamos tik GT-IU32-NGD sekoje. GT-IU32 homodimero tikėtino 

labilumo, lemiamo GT-IU32-CGD lankstumo disulfidiniais tilteliais 

susijungusių GT-IU32-NGD atţvilgiu, svarba GT-IU32 monomero sąveikai su 

dgRNR akivaizdi. GT-IU32-NGD struktūrinio tipo sąveika su cinko katijonu, 

reikšmingai didinusiu GT-IU32 monomero termostabilumą, išlieka pagrįstai 

tikėtina – GT-IU32-CGD sąveika su minėtu katijonu, charakterizavus domeno 

erdvinę, struktūrą nenustatyta. 

Pagausinus GT-SM3B ir GT-IU32 genų sekas bei in vitro detektavus GT-SM3B 

ir GT-IU32 aktyvumą, patvirtinta prielaida, jog G. thermoleovorans DSM 15325 

chromosomoje koduoja sekretuojamą M3 proteolizinių fermentų šeimos 

M3B pošeimio metalo oligopeptidazę ir ilgosios grandinės U32 proteolizinių 

fermentų šeimos peptidazę. GT-IU32 geno transkripcijos ir GT-IU32 raiškos 

charakterizavimas G. thermoleovorans DSM 15325 taip pat patvirtino, jog 

GT-IU32 genas, kaip ir GT-TU32 genas (196, 197), nėra pseudogenas. 

GT-SM3B ir GT-IU32 – termoaktyvių bei termostabilių kolagenolizinių 

endopeptidazių charakteristikos leidţia apibrėţti neanalogišką charakterizuotų 

peptidazių homodimerų, tikėtina, in vivo funkcionalių natyvių oligomerinių 

būvių funkcinę svarbą G. thermoleovorans DSM 15325. Numačius GT-SM3B 

geno induktyvią raišką bei sekreciją ir in vitro charakterizavus GT-SM3B 

kolagenolizinį aktyvumą, substratais naudojus kolageno oligopeptidų mišinius, 

netiesiogiai patvirtinta charakterizuotos oligopeptidazės svarba 

G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai. Charakterizavus eksponentinės 

augimo fazės metu konstitutyvią, nuo kultivavimo temperatūros nepriklausomą 
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GT-IU32 geno transkripciją bei neintensyvią GT-IU32 raišką ir in vitro 

detektavus GT-IU32 vangų kolagenolizinį aktyvumą, kartu nustačius išreikštą 

substratinę specializaciją, nepatvirtinta charakterizuotos peptidazės svarba 

G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai. Bakterijų kolagenolizinių peptidazių 

sąveikos su kolagenu domenai (8, 9), charakterizavus GT-IU32 domeninę 

organizaciją, nenustatyti, tuo tarpu charakterizuotai peptidazei būdingas 

GT-IU32-CGD, tikėtinai uţtikrinantis charakterizuotą GT-IU32 išreikšto 

gimimingumo specifišką sąveiką su dgRNR. GT-IU32 sekos elementai, 

atitinkantys Mk0906 struktūroje nustatytą tikėtiną aktyvųjį centrą, prieinamą 

tik hidrofobinėms aminorūgščių grandinėms ar hidrofobinėms molekulėms (113), 

neidentifikuoti. Visgi GT-IU32-NGD tikėtino GT-IU32 katalizinio domeno 

struktūrinės organizacijos elementai, uţtikrinantys aktyviojo centro prieinamumą 

maţos molekulinės masės fibriliniams substratams, bet ribojantys globulinių 

substratų patekimą į aktyvųjį centrą, pagrįstai tikėtini – GT-IU32 homodimeras 

peptidolizavo tik iš dalies denatūruotą kolageną. GT-IU32 homodimeras 

geobacilos citoplazmoje, tikėtina, peptidolizuoja su RNR molekulėmis 

sąveikaujančių baltymų, svarbių ląstelės RNR funkcijų uţtikrinimui ir/ar 

valdymui, kolagenui analogiškos struktūros domenus. GT-IU32 

charakteristikos leidţia charakterizuotos peptidazės funkcinę svarbą sieti su 

namų ruošos funkcijų uţtikrinimu G. thermoleovorans DSM 15325. 

Charakterizavus G. thermoleovorans DSM 15325 konstitutyviai 

produkuotų ekstraląstelinių kolagenolizinių peptidazių svarbą proteolizinių 

geobacilų kolagenolizinio potencialo uţtikrinimui, taip pat netiesiogiai 

nustatytas geobacilų gebėjimas adaptyviai valdyti konstitutyvių 

kolagenolizinių metalo peptidazių produkciją į ekstraląstelinę aplinką bei 

kolageno įsisavinimo efektyvinimą. Proteolizinių geobacilų pradinių kolageno 

įsisavinimo etapų valdymo charakterizavimo svarba paţymi 

G. thermoleovorans DSM 15325 kolagenolizinio potencialo tyrimo plėtotės 

svarbą. GT-SM3B ir GT-IU32 charakterizavimo rezultatai taip pat paţymi 

charakterizuotų endopeptidazių tyrimo plėtotės svarbą. GT-SM3B svarba 

kolageno oligopeptidų įsisavinimui bei G. thermoleovorans DSM 15325 
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adaptaciniam plastiškumui in vivo išlieka nedetalizuotas. Charakterizuotos 

oligopeptidazės apibrėţtas biotechnologinis pritaikomumas taip pat išlieka 

nedetalizuotas. GT-IU32 kolagenolizinis aktyvumas patvirtintas, tačiau 

katalizinis mechanizmas išlieka nenustatytas. U32 proteolizinių fermentų 

šeimos funkcinis heterogeniškumas netiesiogiai patvirtintas, nepatvirtinus 

GT-IU32 svarbos G. thermoleovorans DSM 15325 mitybai, tačiau pagrįstai 

tikėtina GT-IU32 svarba namų ruošos funkcijų uţtikrinimui in vivo išlieka 

nedetalizuota. Svarbu plėtoti GT-IU32 tyrimą atsiţvelgus į pagrįstai tikėtiną 

GT-IU32 ir GT-TU32 tarpusavio sąveiką G. thermoleovorans DSM 15325 (197). 

Charakterizuotos erdvinės struktūros GT-IU32-CGD, tipišku atveju nebūdingo 

U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių domeninei organizacijai, 

tikėtinai uţtikrinamos GT-IU32 specifiškos sąveikos su dgRNR funkcinė 

svarba išlieka nedetalizuota, tuo tarpu analogiški GT-IU32-CGD domenai visgi 

identifikuoti charakterizuotų U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių 

sekose (1), taip pat ir U32 proteolizinių fermentų šeimos holotipininės PrtC 

peptidazės sekoje (9). 

Charakterizuotų GT-SM3B ir GT-IU32 priskirtinumas proteolizinių 

fermentų šeimoms patvirtintas (1, 256). GT-SM3B priskirta M3 proteolizinių 

fermentų šeimos M3B pošeimio oligopeptidazėms F – MEROPS M03.007 (1). 

GT-IU32 priskirta U32 proteolizinių fermentų šeimos Helicobacter-tipo 

kolagenazėms – MEROPS U32.002 (256). GT-IU32-CGD analogiški domenai 

sėkmingai identifikuojami U32 proteolizinių fermentų šeimos peptidazių sekose (137). 
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Išvados 

1. Optimaliomis augimui sąlygomis G. thermoleovorans DSM 15325 

eksponentinės augimo fazės metu konstitutyviai į ekstraląstelinę aplinką 

produkavo Pz-peptidazių A ir B bei bacilolizino homologus. 

2. GT-SM3B – termostabili cinko oligoendopeptidazė, gebanti 

homodimerizuotis. 

3. GT-SM3B monomerui ir homodimerui būdingas platus 

oligopeptidolizinis aktyvumas kolageno oligopeptidams. 

4. GT-IU32 identifikuota G. thermoleovorans DSM 15325 viduląstelinių 

baltymų preparate masių spektrometrija. Eksponentinės augimo fazės 

metu GT-IU32 konstitutyvi raiška nepriklausė nuo G. thermoleovorans DSM 15325 

kultivavimo temperatūros. 

5. Termoaktyvus GT-IU32 homodimeras peptidolizavo iš dalies denatūruotą 

I tipo kolageną. GT-IU32 homodimerizavosi disulfidiniais tilteliais bei 

specifiškai in vitro sąveikavo su dgRNR. Cinko katijonai didino GT-IU32 

monomero termostabilumą. 

6. Aukšta skiriamąja geba išspręsta GT-IU32-CGD erdvinė struktūra – kompaktiška 

bei iškreipta atvira β-statinė, suformuota aštuonių antilygiagrečių β-juostų 

β-lakšto, gimininga transliacijos veiksnių domenų struktūrai. 
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