VILNIAUS UNIVERSITETAS

AUDRIUS GEGECKAS

GEOBACILLUS SP. IR BACILLUS SPP. SEKRETUOJAMU
KERATINOLIZINIU AKTYVUMU PASIZYMINCIU
PEPTIDAZIU CHARAKTERIZAVIMAS IR PRITAIKYMAS

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, biologija (01B)

Vilnius, 2016 metai



Disertacija rengta 2012-2016 metais Vilniaus universiteto Gamtos moksly

fakultete, Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedroje.

Moksliniai vadovai:
e prof. dr. |Donaldas Jonas Citavi¢ius (Vilniaus universitetas,

biomedicinos mokslai, biologija — 01B); Laikotarpis: 2012-10-01 -
2016-01-31;
e prof. dr. Nomeda Kuisien¢ (Vilniaus universitetas, biomedicinos

mokslai, biologija — 01B); Laikotarpis: 2016-02-01 — 2016-09-30.




Turinys

SANTRUMPOS ...ttt et e br e et e e san e 6
TV ADAS ettt r e b 9
1. LITERATUROS APZVALGA ....coovvviriiiiiritrisesiessisssissssssssssssssss s 12
1.1. Mikroorganizmai — biokatalizatoriy Saltinis ...........cccceeerveriveresresieesesreseeneens 12
1.1.1. Lastelé-bioKatalizatorius ...........ccoviiiieiiiiiienceeeeeee e 13
1.1.2. Proteoliziniai fermental............ccooooveiiiiieiiiiieceseee e 15
1.1.3. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai...........ccccooevvvervnnnnne. 17
1.2. Keratinoliziniu aktyvumu pasizyminc¢ius fermentus sintetinantys
MIKFOOTGANIZIMAL ...ttt sttt st sb e sb et e b e et et esne e e 22
1.3. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty substratai...........ccccoeveennee. 24
1.3.1. KEIALINGS ..t 24
IR T L0 ] o 1= - SRR 25
1.3.30 EIASTINGS ... 28
1.4. Keratino hidrolizés mechanizmas .............cccoooveriiiiiiiiiniic e 29
1.5. Keratino hidrolizés produkty biotechnologija..........cccocevviiiiiiiiiiiniciiie, 32
1.6. Bioaktyvis peptidai — fermentinés hidrolizés produktai.............ccceevvviiiinnnnne 34
2. MEDZIAGOS IR METODAI ....ooveiieeeeieeeteeeresersseseessses s sesesss s senessessessenenns 37
0 I |V 1= o 4 - Vo oL SR 37
N N =T o 1= o1 - T PP 37
2.1.2. Bakterijy Kamienai .........ccveivuiiiiiiiiiiie i 37
2.1.3. VEKEOTTAT ... 38
2 0 @ 1T To g 1U L [=To] o - S 39
2.1.5. Bakterijy auginimo tEIPES ......cevvurrvireeriirrisiesiieie s 40
2.2, IMIBEOUAI. ...t 40
2.2.1. Mitybiniy terpiy TUOSIMAS .......ccvviiviiieiieiisieesieee e 40
2.2.2. Sumin€s DNR SKYTTMAS ....ccoiviiiiiiiiiiiiiiiee e 40
2.2.3. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje.........ccoovriviririiiieiiniinicieenn 41
2.2.4. Polimerazing grandining reakCija..........oivveeriureeiiiieeiiieeeniiee e siee e 42
2.2.5. PGR produkty analiz€.............ccoeviriiiiiiiiiiiiie 42
2.2.6. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis ir defosforilinimas............. 43
A R W [0 Y - SRS 43
2.2.8. Elektrokompetentiniy lgsteliy paruoSimas.........ccccevvveerieeeniiienniiesnieennn 43
2.2.9. EleKtrotransformacCija.........coceieeienieninie e 44
2.2.10. Plazmidin€s DNR SKYTTMAS .....c.veviiiiiiiiiiiiiiiic e 44
2.2.11. Pas¢jamosios medZiagos partuoSIimas..........ccvververeereeireseenenieeseesesnens 45
2.2.12. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty produkcija ............... 45
2.2.13. Baltymy 1SSOdINIMAS .....cccviiiveiriiiiiieiie e 46
2.2.14. Baltymy dializ€ ........c.coovuiiiiiiiiiii e 46
2.2.15. Baltymy KOncentravimas ............ccoceeririvininiiniiiiesesre e 46
2.2.16. Méginiy paruosimas baltymy elektroforezei denatiiruojanc¢iomis
SALYZOIIILS ..t 47
2.2.17. Baltymy elektroforezé denattiruojanciomis sglygomis. ..........cc.cerveenee. 47
2.2.18. Aktyvumo gelyje jvertinimas — zimografija ..........ccccevvreiiiinininnnnnnn, 48
2.2.19. Keratinolizinio aktyVumo NUSLAtYMAS .........ccccerereeieeieerenieniesiesiesiesieenns 48
2.2.20. Temperaturos jtakos aktyvumui ir stabilumui nustatymas ..................... 49
2.2.21. pH jtakos aktyvumui ir stabilumui nustatymas...........ccceeceerverreesinennnenns 49
2.2.22. Metaly jony, detergenty, organiniy tirpikliy ir slopikliy jtakos
MUSTAEYIMIAS. ...t r e 50



2.2.23. Substratinio Savitumo NUSEALYMAS..........ccceereriereerieie e 50

2.2.24. Tiksliniy geny KIoNavimas ..........ccocveeiiieiiiiiee e 50
2.2.25. Tiksliniy geny raiSKa.........ccceeiiieiiiiiieiieieeee e 51
2.2.26. Baltymy @ryninimas........ccocueeiiieeiiieeiiiieesieeesieee e s sieesssseesssseesssseesnnns 52
2.2.26.1. Rekombinantiniy baltymy gryninimas ............c.cceevriviiivenininnninnnnens 52
2.2.26.2. Natyviy baltymy gryninimas ..........ccceeerveresrienieeseseesnesesseeseeseens 53
2.2.26.3. Plonasluoksné chromatografija...........cccoceviiiiiiinniiiiiiciicsecns 53
3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS ... .oiiiiiie e 55
3.1. Termofiliniy mikroorganizmy sekretuojamos keratinolizinés peptidazes ....... 95
3.1.1. Keratinoliziniu aktyvumu pasizyminciy mikroorganizmy paieska .......... 56
3.1.2. Termofilinio AD-11 kamieno identifikavimas ............ccccoovvniiinnnnnne. 56
3.1.3. AD-11 kamieno augimo dinamikos analiz€............ccccoeeveriveniinenninennnnn. 57
3.1.4. AD-11 kamieno sekretuojamos keratinazés produkavimas...................... 61
3.1.5. Proteominiai NatGEOker baltymy tyrimai .........ccccceeviieeniieniiieniiieeninn, 63
3.1.6. GEOker koduojanc¢io geno Klonavimas ............cccoceevviiiiiicnincnicnnneee, 65
3.1.6.1. Klonavimas ir seky analizé.............ccoccvviriiiiiiiiiiiee e 65
3.1.6.2. GEOker baltymo varianty klonavimas ...........cccccevirieninicneninnnnn 71
3.1.7. GEOker geno varianty raiska, raiSkos analiz¢ ir gryninimas.................... 73
3.1.7.1. GEOkerl raiSka ir gryninimas.........cccocereeriererieniieneese e 73
3.1.7.2. GEOker2, GEOKer3 ir GEOker4 raiska ...........cccccoevvvviiiciiinniinn, 76
3.1.8. RecGEOker baltymo fizikiniy ir cheminiy savybiy nustatymas............... 76
3.1.8.1. Temperaturos jtakos fermento aktyvumui ir stabilumui nustatymas.77
3.1.8.2. pH jtakos aktyvumui ir stabilumui nustatymas ...........c.cceceriverinnnn 78
3.1.8.3. Metaly jony jtakos keratinoliziniam aktyvumui jvertinimas............. 79
3.1.8.4. Detergenty ir organiniy tirpikliy jtakos keratinoliziniam aktyvumui
TVETTINIIMIAS 1.vveevvieeiiieeitie ettt ettt s e et e et e et e ekt e s bb e e e be e e enbe e e nnbeeennbeeennbeeans 80
3.1.8.5. Slopikliy jtakos keratinoliziniam aktyvumui jvertinimas.................. 82
3.1.8.6. Substratinio savitumo NUSTAtYMAS .........ccceevvereereeriesiese e 83
3.1.8.7. Hidrolizés produkty analizé............cccoovviiiiiiiininiiiic 84
3.2. Mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamos keratinolizinés peptidazés......... 86
3.2.1. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZymin¢iy mikroorganizmy paieska ir
1AENtIIKAVIMAS. ..o 87
3.2.2. Mezofiliniy kamieny augimo dinamikos analiz€.............cccoovvvviiiiinnnnnne. 89
3.2.3. Mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy keratinaziy produkavimas......92
3.2.4. Mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy keratinaziy gryninimas........... 93
3.2.5. Mezofiliniy mikroorganizmy keratinaziy fizikinés ir cheminés savybeés .95
3.2.5.1. Temperatliros POVEIKIS ......cvccviiieririiiiiiiieiesee e 95
3.2.5.2. PH POVEIKIS ....ceviieieiice ettt 97
3.2.5.3. Metaly Jony POVEIKIS ......cccviiiiiiiiiiiiiciice e 98
3.2.5.4. Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis ........ccccevviiiiiieniiiieniinnnnns 99
3.2.5.5. SIopiklig POVEIKIS ....oeviiiiiiiiiiiiiicecr s 100
3.2.5.6. Substratinis SAVItUMAS ...........ccceiriiiiiiiiiee s 102
3.2.5.7. Peptidy analize..........cccovviiiiiiiiiiiiciie s 103
3.2.6. BtKER koduojancio geno Klonavimas...........cccccvvverveniniecninenesinennennns 104
3.2.6.1. Geno paieska ir bioinformatiné analize ............cccocoeviiiiiiiineieennn. 104
3.2.6.2. btker geno klonavimas ir raiSka..........c.ccooviviieiininncsc 109
3.3. Chimeriniai baltymai..........ccccoiiiiiiicecc e 112
3.3.1. Sintetinis homodimeras SYNKer-TT ..o 112
3.3.1.1. SYnKer-TT KIONAVIMAS .......cccocvveiieiieeie s 112
3.3.1.2. SynKer-TT raiSka ir gryninimas..........cooeeeeeerieneneneneseseseseens 114

4



3.3.1.3. SYNKEI-TT SAVYDES ...c.eevvviiiiiiiiiiiiiieeee s 115

3.3.2. Sintetinis heterodimeras SYNKer-TM ........c.ccccovviiiiiieiisie e 117
3.3.2.1. SynKer-TM KIONAVIMAS .........ccoeiiiriinieiienieie e 117
3.3.2.2. SYNKEI-TM FAISKA ....cveevveiviesieeie et 118
3.3.2.3. SYNKEI-TM SAVYDES ....ccuviriiiiriiiiiiciiesece s 119

3.4. Keratino hidrolizés proceso SUKTIMAS .........ccvevriveeiiiieeiiiieeniie e siee e 121

3.4.1. Fermenty savihidroliz€s nustatymas ............cocevvvviviiiininicniieniscseee 121

3.4.2. Fermenty sinergistinio poveikio JVertinimas ..........cccoveveeviveeesveesnveennens 122

3.4.3. Hidrolizés proceso temperatliros NUStatymas............ceevvvrvereenenineneennens 123

3.4.4. Hidrolizés proceso pH NUStatymas........ccccovveririveriiiieeiiiiee e 124

4. APIBENDRINIMAS ...ttt 126
ISVADOS ...ttt 131
PUBLIKACIJU IR KONFERENCIJU SARASAS .....covviveiieeeceerseresee e 132

o] 115 UoT 1SS 132

0] 1 (=] =10 Tox | oSSR 132
GYVENIMO APRASYMAS .....coveiieeeeeteeeterieses e ses st esas s ssss s sssensenaesenes 135
FINANSINE PARAMA ..ottt 137
PADEKA ..ottt ettt ettt 138
LITERATUROS SARASAS .....cooiieiieetieese e s sestee s ieses s esses s st 139



SANTRUMPOQOS

A - (angl. Angstrom), ilgio vienetas, 0,1 nm;

ACE - (angl. Angiotensin-converting Enzyme), angiotenzing konvertuojantis
fermentas;

ASR - atviro skaitymo rémelis;

BAKer — Bacillus sp. AD-AA3 kamieno keratinazé;

BLAST - (angl. Basic Local Alignment Search Tool), palyginiy paieskos
programa;

BLASTn - (angl. Nucleotide BLAST), nukleotidy seky palyginiy paieskos
programa,

bp — baziy pora;

BPKer — Bacillus sp. AD-W kamieno keratinazg;

BSA — (angl. Bovine Serum Albumin), jaucio serumo albuminas;

BtKER - Bacillus sp. AD-12 kamieno keratinazg;

DEAE - dietilaminoetilas;

DMF — dimetilformamidas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DNR - deoksiribonukleoriigstis;

dNTP — deoksinukleotidy trifosfatas;

DTT - ditiotreitolis;

EDTA - etilendiaminotetraacto riigstis;

EGTA - etilenglikoliotetraacto ruigstis;

ESI-LTQ - (angl. Electrospray lonization — Linear Quadrupole Trap),
elektropurkstuviné jonizacija — linijiné kvadrupoliné gaudyklé;

FMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

GEOker — Geobacillus sp. AD-11 kamieno keratinazé;

g — iScentring jéga;

IMAC - (angl. Immobilized Metal lon Affinity Chromatography), imobilizuoty
metalo jony giminingumo chromatografija;

IPTG - izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozidas;



kDa — kilodaltonas, 1000 Da;

kfv — kolonijg formuojantis vienetas;

LB — mitybiné Luria-Bertani terp¢;

LC — (angl. Liquid Chromatography), skys¢iy chromatografija;

mA — miliamperai;

MW - (angl. Molecular Weight), molekuliné masé¢;

MWCO - (angl. Molecular weight cut-off), molekulinés masés riba;

NCBI - (angl. National Center for Biotechnology Information), JAV
nacionalinis biotechnologinés informacijos centras;

NDS - natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforez¢;
NJ — (angl. Neighbour Joining), kaimyny prijungimo metodas;

0. V. — optinis vienetas;

PDB ID - (angl. Protein Data Bank ldentification), baltymy duomeny bazés
identifikavimo numeris;

PEG - polietilenglikolis;

PGR - polimeraziné grandininé reakcija;

RecGEOKer — rekombinantiné Geobacillus sp. AD-11 kamieno keratinazé;
SRP — (angl. Signal Recognition Particle), signalg atpazjstanti molekulé;
TAE — Tris-Acetatinis-EDTA buferinis tirpalas;

TCA — trichloracto rugstis;

TE — Tris-EDTA buferinis tirpalas;

TLC - (angl. Thin-layer Chromatography), plonasluoksné chromatografija;
U — aktyvumo vienetas;

V - voltai;

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas;

B-ME — B-merkaptoetanolis.

Aminoruagstys:
A, Ala —alaninas;

C, Cys — cisteinas;



D, Asp — asparto riigstis;
E, Glu — glutamo ragstis;
F, Phe — fenilalaninas;
G, Gly —glicinas;

H, His — histidinas;

I, lle — izoleucinas;

Y, Tyr - tirozinas;

K, Lys — lizinas;

L, Leu — leucinas;

M, Met — metioninas;

N, Asn — asparaginas;

P, Pro — prolinas;

R, Arg — argininas;

S, Ser — serinas;

T, Thr — treoninas;

W, Trp — triptofanas;

V, Val — valinas;

Q, GIn - glutaminas;

X, Xaa — bet kokia aminoriigstis sekoje.



IVADAS

Biokonversiniy ~ procesy  panaudojimas  baltojoje  ir  Kitose
biotechnologijos srityse yra tiesiogiai susijes su naujy fermenty paieska bei
konstravimu, siekiant pakeisti ar sukurti naujus efektyvesnius procesus ir jy
etapus. Vienas i tokiy potencialiy objekty — kerating gebantys skaidyti
mikroorganizmai, leidziantys panaudoti keratino turinCias gyvulininkystés ir
paukstininkystés atliekas kaip atsinaujinan¢ius Zaliavy altinius *.

Keratino Saltinius gebanciais hidrolizuoti mikroorganizmais ir jy
sintetinamais fermentais susidométa iSsiaiSkinus, kad keratino hidrolizés
produktai — bioaktyviis peptidai, gali buti pritaikyti biologiniy struktiiry
regeneracijai ir prevencijai nuo aplinkos poveikio arba kaip zaliava biodujy

2, 3

gamybai “ °. Taip pat nustatyta, kad keratino hidrolizés produktai gali biti
naudojami kaip paSarai ar maisto papildai gyviinams, nes biologinés keratino
degradacijos metu yra iSsaugomi mitybai reikalingi maisto komponentai,
svarbios aminoriigitys ir peptidai *. Sie bioaktyviis peptidai yra pagrindas
naujos kartos inovatyviy produkty kiirimui ir pritaikymui biotechnologijoje.

Siame darbe yra tiriami ir apraSomi keratinoliziniu aktyvumu
pasizymintys fermentai — keratinazés. Naujy keratinoliziniu aktyvumu
pasiZzyminéiy fermenty jvairovés, savybiy ir pritaikymo galimybiy pramong¢je
tyrimai yra bitini, siekiant sukurti Siuolaikinius ir ekonomiSkai tvarius
biokonversinius procesus. Inovatyviis, lengvai kontroliuojami ir aplinkai
draugiski biologiniai vienetai — keratinazés — tai naujos kartos, biologing
degradacija vykdantys molekuliniai jrankiai. Siy jrankiy pagalba tampa
jmanoma pakeisti senus fizikinius ir cheminius atlieky apdirbimo ar
perdirbimo metodus ] natiiralesnius, maziau energijos ir resursy reikalaujancius
metodus.

Baltymy inzinerija ir sintetin¢ biologija — sritys, leidZian¢ios neribota
gamtoje  egzistuojan¢iy  baltymy modifikavimo galimybe. Daznai,
mikroorganizmy sintetinami fermentai néra tokie efektyviis arba néra

pritaikomi norimo proceso sukiirimui. Baltymy modifikacijos ar chimeriniy



baltymy konstravimas, leidzia sukurti tokius fermentus, kurie nattiraliai
gamtoje neegzistuoja. Taip pat gali bati sukuriami bifunkciniai ar
daugiafunkciniai fermentai, kurie pasizymi dviem ir daugiau skirtingy
aktyvumy °. Sie metodai atveria neribotas galimybes sukurti biotechnologiskai

svarbius biokatalizatorius.

Darbo tikslas:
Jvertinti naujy Kkeratinoliziniy peptidaziy pritaikymo galimybes

baltyminés kilmés substraty degradacijos procesuose.

Darbo uzdaviniai:

1) Charakterizuoti termofiliniy ir mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy
keratinoliziniy peptidaziy funkcinio veikimo salygas;

2) Ivertinti termofiliniy ir mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy
keratinoliziniy peptidaziy gebéjima hidrolizuoti baltyminius substratus;

3) Baltymy inZinerijos metodais sukurti chimerinius Kkeratinolizinius
biokatalizatorius;

4) Sukurti laboratorinio lygio keratino Zaliavy biodegradacijos sistema.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1) Siame darbe naujai identifikuotos keratinolizinés peptidazés
RecGEOkKer (rekombinantiné Geobacillus sp. AD-11 keratinaze),
BtKER (Bacillus sp. AD-12 keratinazé¢), BPKer (Bacillus sp. AD-W
keratinazé) ir BAKer (Bacillus sp. AD-AA3 keratinazé) yra tinkamos
biologinés degradacijos procesams;

2) Sintetiniy baltymy konstravimo strategija leido sukurti biokatalizatorius,
kurie pasizymi geresnémis temperatiirinio stabilumo ir tirpumo
savybémis;

3) Sukurta laboratorinio lygio (mazo tiirio) biodegradacijos sistema gali
buti panaudota baltyminés kilmés zaliavy degradacijai iki mazos

molekulinés maseés pridéting verte turin¢iy peptidy.
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Darbo mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé:

Siuolaikiniai moksliniai tyrimy metodai leidzia efektyviai identifikuoti
ir analizuoti miisy aplinkoje esancius mikroorganizmus. Nuolat aprasomos
naujos mikroorganizmy riusys yra puikis tyrimy objektai, siekiant identifikuoti
naujus molekulinius procesus ir Siuose procesuose veikianéius fermentus.
Siame darbe pirma kartg iSgryninta ir funkci$kai charakterizuota Bacillus
thuringiensis sekretuojama keratinoliziné peptidazé (BtKER). Charakterizuotos
ir dar trys keratinolizinés peptidazés — Geobacillus sp. AD-11 keratinazé
(GEOKker (RecGEOKer)), Bacillus sp. AD-W keratinazé (BPKer) ir Bacillus sp.
AD-AA3 keratinazé (BAKer). Pademonstruota, kad visos tirtos peptidazés yra
funkciskai aktyvios ir geba vykdyti biologing keratino biodegradacija.
Nustatytas substratinis savitumas ir hidrolizés potencialas kito tipo fibriliniams
ir globulininiams baltymams.

Pritaikius baltymy inZinerijos metodus, Siame darbe pirmg kartg sukurti
keratinoliziniu  aktyvumu pasizymintys sulieti (chimeriniai) baltymai.
Pademonstruota, kad baltymy suliejimas gali turéti jtakos substrato hidrolizés
efektyvumui, baltymo erdvinei konformacijai ir tirpumui Igstelés citoplazmoje
ar buferiniuose tirpaluose.

Siuo metu yra siekiama kuo efektyviau panaudoti atsinaujinancias
aplinkos Zaliavas pramoninéje ir kitose biotechnologijos srityse. Neefektyvis
zaliavy perdirbimo metodai turi buti kei¢iami j efektyvius biologinius metodus.
Siame darbe sukurta Dbiologinés degradacijos sistema, panaudojant
keratinoliziniy mikroorganizmy sekretominius baltymus. Pademonstruota, kad
tinkamai parinkus hidrolizés salygas, galima gauti biotechnologiskai vertingus
mazos molekulinés masés peptidus.

Sio darbo rezultatai papildo mokslines Zinias apie termofiliniy ir
mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamas keratinolizines peptidazes ir jy
jvairove. Sukurtas keratino ir kity baltyminés kilmés zaliavy degradacijos
procesas ypac aktualus pramoninéje biotechnologijoje, kurioje siekiama

antrines Zaliavas panaudoti pridétinés vertés produkty gamybai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mikroorganizmai — biokatalizatoriy Saltinis

Remiantis biologinés jvairovés konvencija, biotechnologija ar
mikroorganizmy biotechnologija yra apibréZiama kaip bet kokia technologija
ar procediira, kurios veikimo principas yra paremtas biologinémis sistemomis,
gyvais organizmais ar jy modifikacijomis, sickant sukurti naujus ar pakeisti jau
esamus produktus °. Ypatingai greitai vystantis naujoms technologijoms ir 3iy
technologijy pritaikymo galimybéms, Siuolaikiniam mokslininkui tampa
sudétinga suprasti terming ,biotechnologija“ placigja prasme. Dél Sios
priezasties atsirado specifinis — spalvinis biotechnologijy skirstymo metodas
(1.1 lentelé).

1.1 lentelé. Biotechnologijy sritys .

Spalviné biotechnologijy  Pritaikymas

sritis

Meélyna Vandenyje esanios  biojvairovés  panaudojimas
kosmetikos, maisto ir pasary pramonése;

Zalia Maisto pramonéje ir medicinoje naudojamy metabolity
ir makrojunginiy sintez¢ augaluose ar atskirose augalo
dalyse; augaly inzinerija;

Pilka Biotechnologiniy procesy panaudojimas uZterstos
aplinkos valymui;

Raudona Medicinai ir asmens sveikatos priezitrai skirtos
technologijos;

Juoda Karinei pramonei skirtos technologijos;

Balta Pramoniné biotechnologija; klasiking cheming sinteze

pakeicia biologiniy sistemy technologijos.

Pramoningje arba baltojoje biotechnologijoje naudojamos technologijos
yra paremtos fermenty, Igsteliy ekstrakty ar integralaus mikroorganizmo
panaudojimu, siekiant gauti padidintos vertés plataus spektro produktus:
degalus, maisto sudedamagsias dalis, cheminius junginius ir kitus panaSios
paskirties junginius ’.

Siuo metu baltoji biotechnologija yra viena i§ svarbiausiy technologiniy

srily, siekiant sukurti atsinaujinancias Zaliavas naudojan¢ius procesus.
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Remiantis Europos technologijy platforma ,,SusChem®, baltoji biotechnologija
leis sukurti naujos kartos, aplinkai draugiskas technologijas. Sios technologijos
jgalins perdirbti pramonines atliekas | pridéting verte turin€ius produktus,
iISsaugant visas maistingas medziagas, sunaudojant maziau energijos, iSskiriant
i aplinka maZiau anglies dioksido ir $alutiniy produkty .

Biokatalizatoriumi galima laikyti fermenta ar visg integraly
mikroorganizma. Siuo metu daugiau nei 500 pramoniniu badu sintetinamy
produkty yra gauti panaudojant biologines sistemas ar fermentus *
Mikroorganizmai yra vieni didZiausiy ir daZniausiai naudojamy fermenty
Saltiniy '*. Daugelis §iuo metu pramonéje naudojamy fermentiniy technologijy
turi tam tikry trokumy: Zemas katalizinis aktyvumas, silpnai iSreikStas
enantiomerinis savitumas, reikalinga auksSta temperatiira, didelé vandenilio
jony koncentracija ir aukStas slégis. D¢l $iy priezas¢iy yra nuolat ieSkoma
naujy fermenty, kuriy efektyvumas buty maksimaliai iSnaudojamas esant
standartinéms aplinkos salygoms (vidutiné temperatiira ir vandenilio jony
koncentracija, atmosferos slégis). Taip pat svarbu, kad fermentas biity ilgg
laika stabilus ir nereikéty papildomy cheminiy junginiy stabilumui palaikyti *2,
Tiksliniy fermenty savybés gali biiti modifikuojamos panaudojant geny ar
baltymy inZinerija ir chemine modifikacija. Siy modifikacijy panaudojimas
dazniausiai leidzia padidinti fermento stabilumg, substratinj savitumg ir savitajj

aktyvuma .

1.1.1. Lastelé-biokatalizatorius

Siekiant efektyvios ir greitos norimo substrato hidrolizés, svarbiausia
yra pasirinkti tinkamus biologing degradacijg vykdanCios sistemos
komponentus **. Pagrindiniai veiksniai — lastelés-biokatalizatoriaus aktyvumas
arba savitumas tiksliniam substratui ir $ios sistemos stabilumas > °.
Biocheminés sintezés metu, fermenty arba Igstelés-biokatalizatoriaus
stabilumas yra pagrindinis proceso efektyvuma nulemiantis faktorius. Sis

stabilumas dazniausiai yra pasiekiamas imobilizuojant komponentus j arba ant
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specialios matricos *’. Pramonéje daZniausiai naudojama tam tikry fermenty

18-21

ekspozicija ant Igstelés pavirSiaus (1.1 pav.) arba rekombinantiniy baltymy

22-24 25, 26

raiska heterologinés sistemos pagrindu.

ar homologinés

1.1 pav. Gramneigiamy (a-c) ir gramteigiamy (d-f) bakterijy pavirSiaus ekspozicijos
sistemos 2,

Lastelés-biokatalizatoriai gali biiti panaudojami kaip metaboliSkai
aktyviis arba metaboliskai neaktyviis funkciniai vienetai. Siy vienety
aktyvumas priklauso nuo daugelio veiksniy: kofaktoriy, kofermenty, maisto
medZiagy pernaSos, Igstelinio metabolizmo, baltymy sintezés ir 1gstelés augimo
18 Tokia sistema yra naudojama, kai substrato hidrolizés procesui reikalingas
daugiau nei vienas fermentas (daugiafermentiné sistema) arba kai ypac

2. 28 Biologinés hidrolizés metu gali

sudétinga gauti gryng fermentinj tirpala
biiti naudojamos pigios ir lengvai jsisavinamos pramoninés atliekos, tac¢iau Sios
sistemos funkcionalumui uZtikrinti yra reikalinga sudétinga aparattra ir
nuolatinis monitoringas *. Tam tikros proceso valdymo klaidos gali lemti
lasteliy metabolizmo poky¢ius ir $alutiniy produkty susidaryma. Sie produktai
gali buti toksiski lgstelei ir biiti sunkiai atskiriami nuo tiksliniy hidrolizés

produkty *°.
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1.1.2. Proteoliziniai fermentai

Proteazes (E.C. 3.4.) sudaro labai svarbig fermenty grupe, kuri turi platy
pritaikymo spektrg farmacijoje ir/ar biomedicinoje, detergenty, odos, tekstilés
ir maisto pramong¢je. Maisto pramon¢je proteazés daZniausiai naudojamos
maiste esan€iy baltymy modifikacijoms, baltyminiy hidrolizaty gavimui,
mesos produkty apdirbimui ir Siy procesy metu gauty Salutiniy produkty

degradavimui **!

. Dalin¢é hidroliz¢ modifikuoja produktuose esanciy baltymy
savybes: tirpumg, emulsifikavimo galimybe, putojimg ir stingima, tuo tarpu
pilna hidrolizé leidzia gauti produktus, praturtintus oligopeptidais ir/ar
atskiromis aminortiggtimis ** %,

Proteazes skiriasi savo veikimo specifiSkumu ir yra skirstomos i
endopeptidazes ir egzopeptidazes. Endopeptidaziy skélimo vieta yra vidinéje
baltymo molekulés dalyje, tuo tarpu egzopeptidazés atakuoja baltymo
molekulés galus **. Remiantis funkcinémis grupémis, esan¢iomis kataliziniame
centre, proteazés skirstomos j asparto, glutamo, metalo, cisteino, asparagino,
serino, treonino, misSraus tipo ir endopeptidazes su nezinomu kataliziniu
mechanizmu *>%,

Peptidinés jungties skélimas negalimas, kai skélimo vieta yra baltymo
molekulés viduje ar néra pricinama tol, kol neiSlankstoma baltymo molekulé
(pvz., po baltymo denatiiracijos). Proteaziy skélimo efektyvumas priklauso nuo
peptidines jungtis sudaran¢iy aminoriigS¢iy. Nespecifinés proteazeés gali skelti
peptidines jungtis nepriklausomai nuo jas sudaran¢iy aminortig§éiy, tuo tarpu
specifinés proteazés skelia peptiding jungt], kurig sudaro tik tam tikros
aminortigitys °'. Specifinés proteaziy panaudojimo galimybés priklauso nuo
katalizinio tipo. Cisteino proteazes slopina keletas reagenty, oksidanty ir
metaly jony, todél siekiant iSvengti slopinimo, mikroorganizmai dazniausiai
sintetina serino ar metalo kataliziniam tipui priklausancias proteazes. Metalo
proteazés taip pat gali buti inaktyvuojamos naudojant chelatuojancias
medziagas ar kitaip pasalinant baltymo struktiirai ir/ar aktyvumui biitinus

metaly jonus *"*°.
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Termostabilios proteazeés kaip ir kiti fermentai, kuriuos sintetina
termofiliniai ar hipertermofiliniai mikroorganizmai, yra svarbios dél jy
stabilumo ir aktyvumo 60-70 °C bei aukstesnéje temperatiiroje. Termofiliniy
mikroorganizmy sintetinami fermentai yra atsparesni organiniams tirpikliams,
detergentams, mazoms ir dideléms pH reikSméms, oksiduojancioms ir
redukuojan¢ioms medziagoms labiau nei mezofiliniy mikroorganizmy

fermentai *°

. Termostabiliy proteaziy panaudojimas yra pranasus tuo, kad
auks$toje temperatiiroje denatiiruoja substraty baltymai, taciau proteazés lieka
aktyvios ir gali lengviau hidrolizuoti jau denatiiravusj ar dalinai iSlankstytg
baltyminj substrata. Proteaziy atsparumas organiniams tirpikliams leidzia
tokius fermentus panaudoti didelés molekulinés masés baltymy sintezéje, kuri
vyksta maZai vandens turin&ioje aplinkoje **.

Hipertermofiliniy mikroorganizmy rekombinantinés proteazes gali buti
lengvai iSgryninamos naudojant termoSoka, kuomet $iy baltymy raiska yra
vykdoma mezofilinése bakterijose. Tokiy proteaziy panaudojimas pramonéje
yra svarbus, kai reikia valdyti fermenty veikima. Zemoje temperatiiroje
termozimai yra inaktyvuojami arba sumazinamas jy aktyvumas iki minimumo,
todél tampa jmanoma valdyti fermenting reakcijg keiCiant (didinant ar
mazinant) proceso temperatiirg. Pagrindiné problema naudojant termozimus
yra galimas Salutiniy produkty susidarymas ir temperatiirai jautriy produkty ar
substraty degradavimas .

Didele¢ reikSme¢ pramonei turi mezofiliniy ir psichrofiliniy
mikroorganizmy sintetinami fermentai (1.2 lentelé). Tokiuose procesuose,
kuriuose substratai ir/ar produktai yra stabiliis tik Zemoje temperatiiroje, yra
naudojami mezofiliniy ar psichrofiliniy mikroorganizmy sintetinami fermentai.

Siuo metu yra siekiama aukstoje temperatiiroje vykstan¢ius procesus
modifikuoti taip, kad buty galima juos vykdyti Zzemesnéje temperattroje. Tokiu

budu sunaudojama maziau energetiniy resursy, pats procesas tampa lengviau

valdomas ir reikalauja mazesniy kasty 2,
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1.2 lentelé. Zemoje temperatiiroje gebanéiy veikti fermenty panaudojimas *.

Pritaikomumas Fermentai PranaSumas
Detergentai Proteaze, lipazé, Veikimas tekan¢iame
celiuliazé vandenyje

Maisto pramone¢

Modifikacijos

Galaktozidaze, lipazé
Proteazeé, lipazé

Sviezumo ilaikymas
Sviezumo iSlaikymas

e Skonio/kvapo gerinimas

e Zuvy apdirbimas Proteazé Kokybés palaikymas

e Sultiy skaidrinimas Pektinazg, celiuliazé Aromato iSlaikymas

e Konservavimas Gliukozoksidazé Ilgesnis vartojimo laikas

Fermentiné sintezé

Lipaz¢, nitrilhidratazé

Temperatiirinio

stabilumo palaikymas
Mazesnis energijos
sunaudojimas

Nutekamieji vandenys Katalazé
Biotechnologija

e Protoplasty formavimas  Lastelés sienele Didelis iSgyvenamumas
ardantys fermentai
Fosfatazé, uracil DNR

glikozilazé

Temperatiirinis
inaktyvavimas

e Molekuliné biologija

1.1.3. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai

Keratinazés (E.C. 3.4.21/24/99.11) priskiriamos proteoliziniy fermenty
grupei, kuri pasizymi gebéjimu specifiskiau nei kitos proteazés hidrolizuoti
netirpy kerating ar keratino turintj substrata 4343

Sintetinamy keratinaziy fizikinés-cheminés ir biocheminés savybés
skiriasi priklausomai nuo jas sintetinan¢iy mikroorganizmy riisies. Dazniausiai
keratinazés yra sekretuojamos i aplinka “® %", Nustatyta, kad Sie fermentai gali
likti prikibe prie lastelés sienelés ar bati vidulasteliniai 2. Keletas pagrindiniy
keratinazes charakterizuojanciy savybiy pateikta 1.3 lenteléje. Daugelis
keratinaziy veikia neutraliame arba silpnai $arminiame pH “®. Temperatiirinis
veikimo intervalas taip pat varijuoja placiose ribose ir priklauso nuo bakterijy
nattiralios augimo aplinkos. I§ termofiliniy Fervidobacterium pennavorans
bakterijy isskirtos keratinazés optimali veikimo temperatiira sickia 80 °C “°, o
i§ F. islandicum AW-1 net 100 °C *°. Mezofiliniy Xanthomonas maltophilia
bakterijy sekretuojama keratinazé veikia 40 °C temperatiiroje °*. Keratinaziy
molekuliné masé 240 kDa,

svyruoja nuo 18 iki taciau daugumos

mikroorganizmy ji yra apie 30-40 kDa. Dauguma keratinaziy yra monomerinés
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struktiiros, nors pasitaiko ir dimerizacijos produkty %2

Didesn¢ fermento
molekuliné masé¢ daZniausiai yra bidinga termofiliniy bakterijy ir metalo
kataliziniam tipui priklausantiems fermentams 3.

Siekiant nustatyti metaly ir slopikliy jtakg fermento aktyvumui ir
stabilumui, j augimo terpe ar reakcijos miSinj jvairiomis koncentracijomis
idedami metalai ar slopikliai. Nustatyta, kad terpéje esant Ca®*, Mg®", ir/ar
Mn?" yra padidinamas keratinaziy aktyvumas >* *°>. Manoma, kad $ie metalai
palaiko aktyvig fermento konformacijg ir stabilizuoja fermento-substrato
kompleksg °'. Metaly jonai gali apsaugoti fermentg nuo terminés denatiiracijos
3 Metaly jony Cu®*, Ag™, Hg®" ir Pb*" buvimas aplinkoje paprastai slopina
keratinoliziniu aktyvumu pasizyminéius fermentus > °°°%,

Nustatyta, kad organiniai tirpikliai, detergentai ir redukuojancios
medziagos skirtingai veikia tam tikras keratinazes. Redukuojancios medziagos
paprastai stimuliuoja keratinaziy aktyvumg ir tai yra susij¢ su tuo, kad jos
redukuoja substrato disulfidinius tiltelius tarp cisteiny dar prie§ jvykstant
fermentinei hidrolizei **. Serino kataliziniam tipui priklausangias keratinazes
slopina FMSF ir benzamidinas *°, metalo kataliziniam tipui — EDTA * ® o
serino-metalo tipui — FMSF ir EDTA %,

Lyginant Bacillus licheniformis PWD-1 sekretuojamos keratinazés geno
(kerA) seka su jau zinomomis duomeny bazése esanc¢iomis sekomis, nustatytas
aukstas homologiSkumas subtilizinui, kuris yra tipinis serino Kkatalizinio tipo
proteaziy atstovas . kerA geno sekoje 222 pozicijoje esantis valinas pakeistas
alaninu. Kadangi V222 yra arti katalizinio centro esan¢iai S220, manoma, kad
vienos aminoriigSties pakeitimas kita yra susijes su padidéjusiu keratinoliziniu
aktyvumu ®. B. licheniformis RPk sekretuojama KerRP keratinaze sudaro 274
aminortgstys. KerRP keratinazé homologiska kerA (99 %) ir subtilizinui (98
%). KerRP keratinazé skiriasi 2 aminortgstimis (144 ir 222 pozicijose) nuo
kerA keratinazés ir 4 aminorigStimis (102, 128, 144 ir 211 pozicijose) nuo
subtilizino. Visos keratinazés iSlaiko konservatyvias aktyvaus katalizinio

centro aminorigstis (D32, H63, S220) ®
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1.3 lentelé. Keratinoliziniy mikroorganizmy jvairové ir jy sekretuojamy keratinaziy
biochemingés savybés.

Mikoorganizmas Katalizinis  Molek. Opt. Opt. Literatiira

tipas masé pH temp.

(kDa) (°C)

Bacillus sp. SCB-3 Metalo 134 7 40 6
Bacillus cereus DCUW Serino 80 85 40 67
B. licheniformis FK14 Serino 35 85 60 08
B. licheniformis MSK103 Serino 26 9-10 60-70
B. licheniformis PWD-1 Serino 33 75 50 63
B. licheniformis RPk Serino 32 9 60 65
Bacillus pumilus Serino 65 8 65 0
Bacillus subtilis KD-N2 Serino 30,5 85 55 "
B. subtilis DP1 Serino 97,4 10 37 2
B. subtilis RM-01 Serino 20,1 9 45 8
B. subtilis KS-1 Serino 25,4 75 - “
B. subtilis MTCC (9102) Metalo 69 6 40 »
Bacillus tequilensis Q7 Serino 28 7 30 46
Brevibacillus brevis US575 Serino 29 8 40 >
Paenibacillus woosongensis Serino 190 9 50 %8
TKB2
Microbacterium sp. kr10 Metalo 42 75 50 &
Caldicoprobacter algeriensis Serino 33 7 50 4
TH7C1
Clostridium sporogenes - 28,7 8 55 7
Chryseobacterium sp. kré Metalo 64 85 50 60
F. islandicum AW-1 Serino >200 9 100 %0
F. pennavorans Serino 130 10 80 49
Kocuria rosea Serino 240 10 40 e
Kytococcus sedentarius Serino 30-50 7-75 4050 ©°
Xanthomonas maltophilia Serino 35,2 78 40 51
Streptomyces sp. strain 16 Serino KI: 2032 9 50 %2

Serino KIl: 100,8 9 50

Serino KII: 31,8 9 50

Serino KIV:19,2 9 60
X. maltophilia Serino 36 8 60 80
Acinetobacter sp. R1 Metalo 25 11 50 %

Tiek B. licheniformis, tiek B. subtilis sekretuojamos keratinazés
priklauso serino kataliziniam tipui. B. subtilis keratinazés geno aprA seky
analizé parod¢, kad ji yra homologiSka subtilizinui. Esant nepakankamai
informacijos apie B. subtilis keratinaz¢ koduojanciy geny sekas, jos priskirtos j
subtilizing pana$iy proteaziy grupe > . I3 B. subtilis KS-1 i3skirtos
keratinoliziniu aktyvumu pasizymincios proteazés N-galiniy aminoriig§¢iy
sekos analizé parodé aukstag homologiSkuma serino tipo proteazei i§ B. subtilis

™ Nustatyta, kad B. subtilis S14 kamieno keratinazés pasizymi aukstu
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savitumu keratinui ir nehidrolizuoja kolageno. Sio fermento N-galiné
aminorigi¢iy seka identiska subtilizinui E ®, o vidiné aminorig§¢iy seka V-A-
V-1-D-S-G-L-D-S-S-H-P-D-L-N-V-R identiSka bakterinei Sarminei subtilizino
vidinei sekai ir natokinazei %,

IS termofiliniy F. pennavorans bakterijy iSskirta keratinoliziniu
aktyvumu pasizyminti proteazé — fervidolizinas (1.2 pav.) Pirminé §j baltyma
koduojancio geno fls sekos analizé parodé auksSta homologiskumg su j
subtilizing panasiy proteaziy grupe, ta¢iau N-galiniy aminoriigsciy seka skiriasi

lyginant ja su subtilizino seka ®.

1.2 pav. Fervidolizino kristalin¢ struktira, 1,7 A: katalizinis domenas (KD), pro-
peptidinis domenas (PD) ir du beta domenai (DB1 ir DB2). Aktyvaus centro
kataliziné triada sudaryta iS D170, H208 ir S389. Raudona zvaigzdé Zymi ribg tarp
pro-peptidinio domeno (DP) ir katalizinio domeno (KD). Rutuliuku pazymeéta kalcio
prisijungimo vieta . PDB ID: 1R6V.

Tikslesné¢ analizé atlikta gavus fervidolizino kristaling struktiirg ®.
Nustatyta, kad fervidolizinas sudarytas i§ keturiy domeny: katalizinis domenas
(KD), du beta domenai (BD1 ir BD2), kurie yra sujungti vandeniliniais rysiais
ir hidrofobine sgveika, ir vienas pro-peptidinis domenas (PD). Katalizinio
domeno struktiira labai pana$i | subtilizino struktiirg, o kalcio prisijungimo
vieta, kuri yra kataliziniame domene, sudaro struktiirg, panasig j subtilizino E-

85

pro-peptido domeninj kompleksa Remiantis fervidolizino kristalinés
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struktliros analize yra iSkelta hipotez¢, kad keratinazés, kuriy molekuliné masé
sickia 35 kDa ir maziau, gali biti sudarytos tik i$ vieno katalizinio domeno >*
8

Bacillus genties bakterijos geba sintetinti plataus veikimo spektro
fermentus. Daugelis $iy fermenty yra susij¢ su lgstelés sienelés sinteze ir
integralumu, o ekstralgsteliniai fermentai — su aminoriigs¢iy metabolizmu,
judrumu, sporuliacija ir maisto medziagy jsisavinimu. Tam tikra grupé
ckstralgsteliniy fermenty yra susij¢ su detoksikacija ir metabolizmu:
deoksiribonukleazés, ribonukleazés, lipazés ir proteazés. Dalis Siy fermenty yra
pavojingi juos sintetinancioms lgsteléms, todél turéjo iSsivystyti natiiralus
apsaugos mechanizmas. Tokie fermentai jgauna natyvig struktiirg tik po
sékmingos sekrecijos j uZlasteline aplinka ®. Bacillus ir Geobacillus genties

87, 88 ir metalo

bakterijos sintetina keleta tokiy fermenty: Sarminé proteazé
proteazé (neutrali proteazé, termolizinas ar j termolizina panasi proteazé) *°.

Sekretuojamos ektralgstelinés proteazés yra sintetinamos kaip Pre-Pro-
fermentai. Pre-peptidas (signaliné seka) yra paSalinamas sekrecijos pro lastelés
sienelés struktiiras metu. Pro-peptidas yra atsakingas uz teisingg subrendusios
fermento struktiiros jgijimg uzlgstelingje aplinkoje. Pro-peptidas veikia kaip
vidumolekulinis Saperonas ir yra paSalinamas autokatalizés metu fermento
brendimo pabaigoje % %,

Termolizinas yra vienas IS Seniausiy ir geriausiai iStirty Pre-Pro-
fermenty *. Struktiriskai §is fermentas sudarytas i§ dviejy domeny * (1.3
pav.). Termolizino seky analizé parodé, jog §j baltymg sudaro 28 aminoragsciy
signalinis peptidas (Pre-peptidas), 204 aminoriig§¢iy Pro-peptidas ir 316

93-97

aminorigSciy subrendes fermentas . Pramonéje termolizinas daugiausiai

naudojamas dirbtinio saldiklio aspartamo sintezei % %

. — wwe e . . 100
aminorugsciy terpimui .

ir nenatiiraliy
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1.3 pav. Termolizino kristaliné struktiira 1,27 A: pilka spalva pazymétas N domenas
(Pro-peptidas), Zalia spalva — katalizinis domenas (C domenas; subrendgs fermentas)
'L PDB ID: 5A3Y.

Gryby sekretuojamy keratinaziy N-galiniy seky analizé parodé auksta
homologiskuma serino proteazéms '%. Nustatyta, kad jos homologiskesnés
subtilizinui nei keratinazéms i§ aktinomicety, taciau keratinaze 1§ Streptomyces

yra artimesné Streptomyces griseus proteazei B ',

1.2. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢ius fermentus sintetinantys

mikroorganizmai

Tik nedaugelis bakterijy, aktinomicety, keratinoliziniy gryby ir archéjy
geba keratina naudoti kaip vienintelj anglies, azoto, sieros ir energijos altinj °.
Sie mikroorganizmai buvo isskirti i§ jvairiy aplinkos viety: nuo Antarktidos
ledyny iki kar$tujy geizeriy, jskaitant aerobines ir anaerobines salygas **.

Mikroorganizmai gali biiti skirstomi j du tipus pagal ju gebéjima
hidrolizuoti kerating — tikrieji keratinoliziniai ir potenciallis keratinoliziniai
mikroorganizmai.  Tikrieji ~ keratinoliziniai  mikroorganizmai  visiSkai
hidrolizuoja netirpy kerating, tuo tarpu potencialtis — tik pasizymi stipriomis
proteolizinémis savybémis ir manoma, kad jie gali dalyvauti nekeratininiy ar 18
dalies keratininiy substraty biokonversijoje >°.

Keratinoliziniu aktyvumu pasizymincius fermentus sintetina nedaugelis
bakterijy genciy. DaZniausiai tokie fermentai sutinkami Bacillus genties

104, 105

bakterijose ir spory neformuojanciose  Stenotrophomonas ,

Fervidobacterium * ir Pseudomonas ' genties bakterijose. Keratinoliziniams

22



aktinomicetams  priklauso  tokios gentys kaip  Streptomyces ir

107

Thermoactinomyces Keratinolizinés Bacillus genties bakterijos ir

aktinomicetai dazniausiai i§skiriami i§ pauk§&iy plunksny ir komposto % 1%,
Keratinoliziniai grybai skirstomi ] dermatofitinius ir nedermatofitinius.
Dermatofitiniams grybams priklauso Microsporum, Arthroderma ir Nanizzia *®
genciy grybai, o nedermatofitiniams priklauso dvi gentys — Chrysosporium ir
53, 110

Myceliophthorna Prie keratinoliziniy gryby priskiriami ir pelésiniai

grybai (Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis, Paecilomyces sp.,

Penicillum sp., Fusarium sp., ir kt.) #***

. Tyrimy metu pademonstruota, kad Sie
pelésiniai grybai, naudodami kerating kaip vienintelj anglies, azoto ir energijos
Saltinj, geba hidrolizuoti tik 20-40 % Sio substrato. Tipiniai keratinoliziniai
grybai, tomis paciomis salygomis, visiskai hidrolizuoja keratininj substratg **2.
Silpnais keratinoliziniais grybais laikomi tie, kurie geba hidrolizuoti ne
daugiau kaip 40 % substrato per 8 savaites, 0 nekeratinoliziniais — jei
hidrolizuoja ne daugiau kaip 20 % substrato per ta patj laikotarpj **>. Dauguma
keratinoliziniy gryby priskiriami mezofilams, keletas (Chrysosporium
keratinophilum,  Chrysosporium  tropicum, Aphanoascus fulvescens,
Microsporum gypseum) yra termotolerantiniai ir termofiliniai mikroorganizmai
110,114

Aprasytos archéjos, kurios auga tokiomis aplinkos salygomis, Kurios
daugeliui kity mikroorganizmy yra praziitingos: aukSta temperatiira, ypac
mazas ar didelis pH, didelés drusky koncentracijos, didelis slégis. D¢l Sios
priezasties, archéjos yra potencialiai jdomis tyrimo objektai, nes jy sintetinami
fermentai pasizymi ypatingomis savybémis. Nustatyta, kad Crenarchaeota
tipui priklausanti archéja sintetina keratinoliziniu aktyvumu pasizyminéius

fermentus. Sis mikroorganizmas gebéjo hidrolizuoti a-kerating 70 °C

temperatiiroje, esant pH 6 2,
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1.3. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermenty substratai

Yra zinoma, kad keratinazés pasizymi placiu substratiniu savitumu ir
geba hidrolizuoti ne tik kerating ar keratino turinCius substratus, bet ir tokias

biologinés kilmés medziagas kaip kolagenas ar elastinas **>**%,

1.3.1. Keratinas

Keratinas yra sglyginai tvirtas ir netirpus fibrilinés struktiiros baltymas,
sudarytas i§ kompaktiSkai supakuoty a-spiraliy (a-keratinas, pvz., plaukai) ir/ar
B-struktiirizuoty (B-keratinas, pvz., plunksnos) polipeptidiniy grandiniy, kurios
suformuoja ypa¢ tvirta ir tanky tarpiniy filamentiniy gijy (TG) tinkla "> **° (1.4
pav.).

1.4 pav. Keratininis tarpiniy filamentiniy gijy suformuotas tinklas. Bruksnys — 10 pm
120

Hill 2010 m. aprasé tredia keratino tipa — y-keratina **. Sis keratinas
iSskirtas i§ plauky ir yra charakterizuojamas, kaip nestruktarinis, amorfinis,
keratino tipui priskiriamas baltymas. Tankiai susipynusias gijas sudaro
jterptinis spiralizuotas baltymo domenas ir nespiralizuoti galuose esantys
amino ir karboksilo domenai %1%,

Keratinas priklauso | tipo (rtgstinis keratinas) ir II tipo (Sarminis

keratinas) tarpiniams filamentiniams baltymams, kuriy molekuliné masé¢ yra
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atitinkamai ~45 kDa ir ~55 kDa. Gamtoje yra mazdaug apie 30 skirtingo tipo ir
struktiros keratiny, kurie pagrindinai yra skirstomi ] epitelin} kerating
(epitelinés Igstelés) ir trichocitinj kerating (plaukai, nagai, ragai). Keratinas taip
pat skirstomas j "kieta" (turintis ne daugiau kaip 5 % sieros) ir "minkstg"
(turintis ne daugiau kaip 1 % sieros) keratina **.

Didelis kiekis cisteino molekuliy, reikalingy sudaryti disulfidinius
tiltelius, yra skiriamoji keratino savybe¢, leidzianti jj atskirti nuo tokiy baltymy,
kaip kolagenas ir elastinas. Keratinas paprastai didzigja dalimi sudarytas i$
mazyjy aminortig8¢iy, tokiy kaip glicinas (Sonin¢ grupé turinti vandenilio
atoma) ir alaninas (maza ir neturinti kriivio Soniné metilo grupé). Keratino
stabilumas priklauso nuo aminoriigsciy iSsidéstymo viena Kkitos atzvilgiu,
baltymo molekulinés konformacijos *?° ir vidumolekuliniy disulfidiniy tilteliy
kiekio . Yra Zinoma, kad vandeniliniai rysiai tarp molekulés amino ir
karboksilo grupiy lemia gretutiniy peptidiniy grandiniy kompaktiSkumg ir
struktiirinj stabiluma '?°. Tretine B tipo keratino struktiira palaiko disulfidiniai
tilteliai, vandeniliniai ry$iai ir hidrofobiné saveika *** *®. Visos trys saveikos
lemia keratino mechaninj, cheminj ir fermentinj atsparuma **. Sios savybeés ir
léme, kad keratinas yra pagrindiné sudedamoji dalis tokiy struktiiry, kurios
natliraliai gamtoje Yyra nuolat veikiamos mechaninio, cheminio ir/ar

fermentinio poveikio.

1.3.2. Kolagenas

Kolagenas yra struktiirinis baltymas, aptinkamas visuose gyviinuose. Sis
baltymas sudaro 33 % visy zmogaus organizme esan¢iy baltymy ir 75 %
Zzmogaus odos sausosios dalies. lIdentifikuotos ir apraSytos 46 skirtingos
polipeptidinés grandinés, kurios gali formuoti 28 skirtingo tipo kolageno

struktiiras (1.5 pav.) =" 1%,
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1.5 pav. Kolageno struktiira: a) kolageno tripleto kristaliné struktira (PHypG)s-
(PHypA)-(PHypG)s, PDB ID: 1CAG; b) (PPG)yo kristaliné struktira, kurioje
struktﬁgifkai pavaizduoti atomai ir rysiai, sferiné struktiira, kaspino modelis. PDB ID:
1K6F **°,

Kolagenas sudarytas i§ trijy kairiojo sukimo polipeptidiniy grandiniy.
Sios grandinés formuoja desiniojo sukimo kolageno superspirale — trimera ***.
Kiekvienoje polipeptidin¢je grandinéje kas treCia aminoriigsStis yra glicinas ir
toks tankus polipeptidiniy grandiniy susipakavimas lemia pasikartojant]
aminortgséiy motyvg XaYaGly (Xa ir Ya — bet kokia aminortigstis), kurioje
glicino Soniné grupé yra nukreipta j superspiralés vidy **. Pirmoje motyvo
pozicijoje daZniausiai sutinkamas prolinas (28 %), o antroje - 4-
hidroksiprolinas (38 %). Motyvas PHypG yra dazniausiai pasitaikantis tripletas
kolageno struktiiroje *.

Gyvinuose specifiniai kolageno trimerai (tropokolagenas) jungiasi
hierarchiniu biidu vieni su kitais, formuodami makroskopines kolageno
skaidulas ir tinklus audiniuose, kauluose ir membranose (1.6 pav.). Kolageno
susidarymas yra sudétingas, tatiau gerai istirtas mechanizmas. Zinoma, kad
Sios struktiiros savaiminis brendimas prasideda prokolageno N- ir C-
proteazéms pasalinus prokolageno struktiiroje esancéius N- ir C-galinius pro-
peptidus. C-galiniai pro-peptidai yra reikalingi prokolageno tripleto
susidarymui, taciau apsaugo nuo kolageno skaidulos savaiminio susirinkimo.
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Proteazéms hidrolizavus pro-peptidus susidaro tropokolageno tripletas su
galuose esaniais trumpais telopeptidais. Sie telopeptidai yra bitini

savaiminiam kolageno brendimui.

LD =67 nm
—
tarpas: 0.540D '\r.ﬂ/ persidengimas: 046D

I, ARSI, T o R
B N N Liziloksidazé (R (AR A |
IR 3
{
L
T

Dl o e T s ~500nm
SRS, BB, ¢ L arpmolekulinés sasiuvos

Kolageno mikropluostas

=1 cm
Savaiminis T Kolageno skaidula
susirinkimas
M- ir C- galiniai
/ telopeptidai \ Prokolageno

e B M- ir (- proteazés - - - .
-2 nm T _ASBEIBEIBEABE, 4 —EBEBEBEBE ==

| 1 | it

! <300 nm ' ' —300 nm :

Tropokolageno tripletas Prokolageno tripletas

P4H, P3H
Li.zilhidruksilazéT

Baltyvmo disulfido izomerazé

M- ir C- galiniai

propeptidai \
e =0.8 n mI M
f

|
1

300 nm
Protokolageno grandiné

Kolageno genas

1.6 pav. Kolageno skaiduly biosintezés kelias. Dydis ir kompleksiSkumas yra

nulemiamas potransliaciniy baltymo modifikacijy ir savaiminio susirinkimo proceso
133,136

Zelatina yra tirpi baltyminé medziaga, kuri gaunama dalinai

hidrolizavus kolagena **'

. Netirpus natyvus kolagenas pirmiausia turi buti
modifikuotas, kad galéty biiti iSskiriamas i§ Sio baltymo turinCiy struktiiry.
Modifikacija paprastai atliekama pakaitinus vandenyje, aukstesnéje nei 45 °C
temperatiiroje. Cheminés modifikacijos metu yra nutraukiamos nekovalentinés
jungtys, kurios lemia kolageno brinkimg ir tirpumo padidéjimg. Ilgesnés
trukmés kaitinimas lemia vandeniliniy ir kovalentiniy jung€iy iSirimg ir
netirpaus kolageno virtima j tirpia Zelating **. Kolagenas ir Zelatina yra placiai
pritaikomi ir naudojami maisto pramonéje, farmacijoje ir kosmetikos

pramong¢je dél Siy baltymy biosuderinamumo, biologinio suirimo ir mazo

antigeniskumo **".
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1.3.3. Elastinas

Skaiduly elastingumas yra svarbi jungiamojo audinio savybé, kurig
nulemia baltymas elastinas ir daugiakomponentés mikroskaidulos. Sis
elastingumas uZztikrina tam tikry audiniy erdvinés konformacijos atstatymag po

139 Elastinas yra ypatingai netirpus ir hidrofobiskas

mechaninio poveikio
baltymas. FElasting sudaran¢iy aminoriigS§¢iy jvairove priklauso nuo risies.
Glicinas sudaro apie 30 % visy aminortig$¢iy, randamy aukstesniyjy stuburiniy
elastine. Hidrofobinés aminoriigstys (glicinas, valinas, alaninas ir prolinas) gali
sudaryti iki 75 % visy elastino aminortigséiy. Elastinas aptinkamas aortoje,
daugelyje kraujagysliy, plau¢iuose, sausgyslése ir odoje .

Elastinas sudarytas 1§ tropoelastino monomery (1.7 pav.).
Tropoelastinas yra biologiskai aktyvi molekulé, kuri geba vykdyti savaiminj
susirinkima ir asocijuotis su mikroskaidulomis formuodama elasting '*!.
Tropoelastinas yra sudarytas i§ hidrofobiniy ir hidrofiliniy domeny. Zemoje
temperatiiroje tropoelastinas yra tirpus monomeras. Kylant temperatiirai,
tropoelastino hidrofobiniai domenai pradeda jungtis tarpusavyje formuodami
netirpig viskoelasting faze. Kovalentiniy jung€iy sudarymas tarp hidrofiliniy

domeny stabilizuoja susiformavusio elastino struktiirg 139,
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1.7 pav. Elastino biosintezé: a) zmogaus tropoelastino domeniné struktira; b)
tropoelastino struktiira, naudojant mazo kampo rentgeno spinduliy sklaidos metodg
(desingé) ir mazo kampo neutrony sklaidos metoda (kair¢); c) elastiniy skaiduly
susiformavimo mechanizmas; d) i. — sintetinés elastino gijos, ii. — sintetinis elastino

hidrogelis, iii. — sintetinis elastino vamzdelis (kairé) ir zmogaus arterija (de§in¢) **%.
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Sintetiniu biidu gautas elastinas ir ] elasting panaStis peptidai yra
pritaikomi medicinoje. Elastino peptidai yra naudojami vaisty pernasos sistemy
(tirpiy  makromolekuliniy ne$¢jy, savaime susirenkanciy nanodaleliy,
mikrodaleliy ir koloidiniy sistemy) sukiirimui. Sie peptidai pladiai pritaikomi
biologiSkai aktyviy cheminiy junginiy, radioaktyviy izotopy ir mazos

. .. .. « - 143 144
molekulinés masés junginiy pernasai = .

1.4. Keratino hidrolizés mechanizmas

Keratinazés paprastai yra endopeptidazés, kurios pasizymi placiu
substratiniu savitumu. Dazniausiai tirpts substratai (pvz., kazeinas) yra
lengviau hidrolizuojami nei netirpts (pvz., keratinas, kolagenas, elastinas),
taCiau yra keletas keratinaziy, kurios pasizymi didesniu aktyvumu
hidrolizuojant netirpius substratus, lyginant su tirpiais **>.

StruktiiriSkai stabilus ir sunkiai nespecifiniy proteaziy hidrolizuojamas
keratinas gali biiti degraduojamas tokiy redukuojan¢iy medziagy, kaip
tioglikolio riigStis, kalio cianidas, natrio sulfitas ar natrio sulfidas, esant
Sarminei aplinkos terpei. Sios medziagos nutraukia polipeptidines keratino
grandines laikancius disulfidinius tiltelius. Oksiduojan¢ios medziagos —
bromidas, permanganatas ir vandenilio peroksidas — taip pat gali destabilizuoti
keratino struktiirg 146

Tikslus mikroorganizmy keratinoliziniu aktyvumu pasizyminciy
proteaziy veikimo mechanizmas néra iki galo nustatytas. Nemazai hipoteziy
iSkelta remiantis gryby sekretuojamy keratinaziy keratino hidrolizés
mechanizmo tyrimais. Dar SeStajame deSimtmetyje buvo iskelta hipoteze, kad
keratinas ar keratino turintis substratas yra hidrolizuojamas vieno proceso metu
Y Tagiau jau kitame deSimtmetyje, vykdant geofilinio dermatofito M.
gypseum augimo ir sierg turin¢iy aminoriig§¢iy metabolizmo tyrimus, terpéje
esant vilnos, buvo nustatyta, kad keratino hidrolizés mechanizmg sudaro du
etapai: sulfitolizé ir proteolize 18 Sulfitolize gali biiti nulemiama reduktaziy,

cheminiy junginiy ar lastelés redokso sistemos ** *** *°. Tarp polipeptidiniy
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grandiniy keratino molekulé¢je esanciy disulfidiniy tilteliy hidroliz¢ lemia
neorganinis sulfitas, kuri sekretuoja pats grybas. Po disulfidiniy tilteliy
redukcijos sekantis etapas — fermentiné hidrolizé, lemianti substrato

denattiracija. Schematinis sulfitolizés procesas:

cys-SS-cys (cisteinas)+HSO';«<»cySH (cisteinas)+cyS-SO'; (S-sulfocisteinas)

Sulfitolizés proceso metu susidargs tarpinis produktas yra toliau
veikiamas ir hidrolizuojamas ekstralasteliniy proteaziy — endopeptidaziy **®,
Manoma, kad abu procesai — sulfitolizé ir proteolizé — vyksta vienu metu —
keratinolizés metu **. Sulfitolizés metu vyksta Sarméjimas, jis susijes su

148, 181 Remiantis

deamininimu ir amonio jony atsipalaidavimu
mikromorfologiniy, citocheminiy ir biocheminiy analiziy rezultatais nustatyta,
kad grybiné natyvaus keratino degradacija susijusi ne tik su fermentine
hidrolize, bet ir su mechaniniu poveikiu ** *2. Prokariotiniai mikroorganizmai

natyvy kerating hidrolizuoja taip pat dviejy etapy — disulfidiniy tilteliy

redukcija ir fermentiné hidrolizé — metu (1.8 pav.) 1> %1%,
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1.8 pav. Schematinis keratino degradacijos mechanizmas **°
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Nustatyta, kad Streptomyces pactum ir Streptomyces fradiae
degraduojant kerating reikalingi du fermentai, todél iSgrynintos keratinazés
pasizymi labai silpnu aktyvumu 2. 2002 metais buvo nustatyta, kad vienas i$
Siy fermenty yra panaSus j disulfidreduktaze. Jis yra reikalingas disulfidiniy
tilteliy redukcijai *®. Nustatyta, kad Stenotrophomonas sp. D-1 sekretuoja du

ckstralgstelinius fermentus: serino proteaze¢ ir j disulfidreduktazg panaSy

fermenta '*. Buvo pateikta natyvaus keratino hidrolizés schema:
Disulfidreduktazé Proteazé D-1
K-S-S-K — K-SH — Peptidai/AminoriigsStys
(Natyvus keratinas) (Redukuotas keratinas) (Produktai)

Pirmojo etapo metu j disulfidreduktaze panasus fermentas redukuoja
keratino molekul¢je esancius disulfidinius tiltelius ir susidaro tarpinis
produktas — redukuotas keratinas. Antro etapo metu, veikiant specifinéms
proteazéms, tarpinis junginys yra degraduojamas iki galutiniy tirpiy produkty —
oligopeptidy ir/ar atskiry aminoraig§éiy ** 16

Priklausomai nuo keratino struktiiros (o ar [ keratinas), tam tikri
mikroorganizmai skirtingai hidrolizuoja keratino turinéius substratus . Nuo
kerating sudaranciy polipeptidiniy grandiniy kompaktiSkumo ir jas palaikanciy
disulfidiniy tilteliy kiekio priklauso substraty hidrolizés efektyvumas.
Nustatyta, kad Chrysobacterium sp. kr6 sekretuojama keratinazé geba
hidrolizuoti substratus maZzéjancio efektyvumo tvarka: Zmogaus pédos oda >
kiaulés oda > visty plunksnos > visty nagai > vilna 158

Manoma, kad keratinaziy katalizinis hidrolizés mechanizmas turi labai
svarbig jtakg natliraliai gamtoje vykstantiems keratino turin¢iy produkty
biodegradacijos procesams. Mikroorganizmy sekretuojamy keratinaziy ir kity
fermenty sinergistinis veikimas leidzia pasiekti maksimaly natyvaus keratino
hidrolizés efektyvuma lyginant su iSgrynintais fermentais '® **°. Po
disulfidreduktaziy ir keratinaziy pirminio poveikio galimas antriniy, maziau

speficiniy proteaziy poveikis substratui, vedantis link visiSkos keratininio

substrato biodegradacijos **°.
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1.5. Keratino hidrolizés produkty biotechnologija

Plunksny, ragy, plauky ir kanopy pagrindinis sudedamasis struktiirinis

komponentas yra keratinas '*

. Didziausias kiekis $iy zaliavy yra gaunamas
kaip Salutinis paukStininkystés, skerdykly ir odos perdirbimo pramonés
produktas %> %1182 kyris gali biti perdirbamas j baltymais praturtintus pagarus
ar traSas 145,163

Plunksnos pagrindinai sudarytos i$ mazdaug 90 % gryno p tipo keratino

184 Plunksny keratinas yra ypa¢ stabilus dél jj sudaranéiy B struktiiry " ir

195,189 'Mazas kiekis keratino yra

pasizymi dideliu atsparumu proteazéms
nuolat nattiraliai kaupiamas dirvozemyje. Pramongéje keratino turin¢iy Salutiniy
produkty kiekis skaiCiuojamas milijonais tony per metus. Gyviny Seriuose,
plaukuose, piikuose ir kanopose yra apie 15-18 % azoto, 2-5 % sieros, 1,27 %
riebaly ir 3,2 % mikroelementy "°. Dél didelio kiekio baltymy (90 %) ir kity
naudingy medziagy ir elementy, tokie Salutiniai produktai yra perdirbami |
pasarus ir kitus pridétinés vertés produktus >* %,

Literatiiroje yra apraSyta nemazai terminiy, cheminiy ir fermentiniy
keratino perdirbimo budy. Vienas placiausiai naudojamy — termohidrolizé.
Tokio proceso metu, plunksnos yra perdirbamos iki plunksny milty. Sie miltai
turi azoto, riebaly ir mikroelementy, taiau mazai tokiy aminoriigs¢iy, kaip
lizinas, metioninas ar histidinas. Terminio ar cheminio proceso metu yra

195 Todel atsirado

sunaikinamos kai kurios aminortigStys, ypac cisteinas
poreikis ieSkoti alternatyviy budy, kaip perdirbti Salutinius produktus,
nesunaikinant juose esan¢iy mitybai svarbiy ir biiting komponenty.

Didziausias démesys skiriamas mikroorganizmy sintetinamiems
keratinoliziniu aktyvumu pasizymintiems fermentams. Tokiy fermenty
panaudojimas biopramong¢je prilygty natiiraliai gamtoje vykstanciai keratino

172 Sjuo metu yra tiriamas keratinoliziniu

turiniy atlieky biokonversijai
aktyvumu pasizyminciy fermenty pritaikomumas maisto, pasary, detergenty,
odos, tekstilés, farmacijos, biomedicinos ir kosmetikos pramonéje 2, 111 1.4

lentelé¢). Tokiy keratinoliziniu aktyvumu pasizyminciy fermenty ir/ar
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keratinoliziniy mikroorganizmy panaudojimas leidzia efektyviai perdirbti

Salutinius produktus, neprarandant svarbiy mitybiniy medziagy ir iki

minimumo sumazinant proceso nuostolius * .

Didelis démesys skiriamas termofiliniams ir mezofiliniams

mikroorganizmams ir/ar jy sintetinamiems fermentams *:

termofiliniy
mikroorganizmy fermentai yra termostabiltis aukStoje temperattiroje ir gali biiti
panaudoti pramong¢je, kurioje dauguma procesy vyksta aukstesnéje nei 45 °C
temperatiiroje. Mezofiliniy mikroorganizmy sintetinami fermentai reikalauja

> . s 4,174
mazesniy energetlmq resursy .

1.4 lentelé. Potencialios keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty ir/ar juos
sekretuojan¢iy mikroorganizmy panaudojimo sritys > 1% 17176

Panaudojimo sritis Pritaikomumas

Zemés tkio pramoné Pasary gamyba, maistiniai papildai,
biologiniy insekticidy kiirimas, azotiniy
traSy gamyba,

Farmacija/biomedicina Priony ir prioniniy baltymy hidrolizé,

vaistiniy preparaty pernaSos sistemos,
dermatologinés priemonés, kosmetika,

Pramone Odos perdirbimas, tekstilés
modifikacijos, detergenty gamyba, maiste
esanciy baltymy savybiy modifikacijos,
biopolimery  (biopléveliy, apmusaly,
klijy) gamyba, nutekamyjy vandeny
valymas;

Bioenergija Keratino turin¢iy medziagy biokonversija
iki metano ir/ar biovandenilio.

Biomedicinoje, farmacijoje ir kosmetikos pramonéje keratinazés gali
buti panaudotos Spuogy ar psoriazés gydymui, keratino turin¢iy nuospaudy ir
keratininés odos Salinimui, depiliacijai, vakciny nuo dermatofitozés karimui

177 . .. . . .. . . .
. Taip pat tiriamas keratinaziy pritaikomumas ir veiksmingumas randy

gydymui, odos epitelio regeneracijai ir gijimo proceso pagreitinimui ',

bioaktyviy peptidy ir/ar oligopeptidy panaudojimo galimybes *"* 1%,
2005 metais pademonstruota, kad Keratinoliziniu  aktyvumu
pasizymintis fermentas gali degraduoti prionus ar j prionus panasius baltymus

181 ‘Nocardiopsis genties bakterijy sintetinama keratinazé efektyviai degradavo
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prioninj baltyma be jokiy papildomy cheminiy ar fizikiniy veiksniy %

Prioniniy baltymy degradacija, veikiant keratinazéms, ir pritaikymo galimybés
§iuo metu yra intensyviai tiriamos *2*¢°,

Maisto pramon¢je yra naudojama dalin¢ proteolize, siekiant pakeisti
tam tikras produktuose esanciy baltymy savybes. Veikiant keratinazéms
keiciasi baltymy tirpumas, emulsifikavimo ir stingimo savybés *’. Keratinazés,
pasiZzymincios pla¢iu temperatiirinio veikimo diapazonu, veikimu Sarmingje
aplinkoje, atsparumu surfaktantams ir detergentams yra naudojamos Kkaip

c o1 _ .. 52, 174
priedai detergenty kirimui >

. Mikroorganizmy sintetinamos keratinazes
ir/ar patys mikroorganizmai gali buti panaudoti vandens nuoteky valymo
procese, nutekamyjy vamzdziy ir kity su vandens tekéjimu susijusiy jrenginiy
valymui *%,

Viena i§ naujausiy keratinaziy panaudojimo sric¢iy - biodujy ir biokuro
gamyba. Keratino turincio Salutinio produkto hidrolizatas gali biiti perdirbtas |

metano dujas

. Taip pat toks hidrolizatas gali biiti panaudotas biovandenilio
gamybai *®.

Pastargjj deSimtmet] ypaC susidométa keratino hidrolize¢ gebanciais
vykdyti mikroorganizmais. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminéiy proteaziy
tyrimai susilauké didelio démesio dél jy panaudojimo potencialo pramoningje
biotechnologijoje ir kitose srityse. Iki $iy dieny identifikuota ir aprasyta nedaug

skirtingy keratinaziy, o pats keratino hidrolizés mechanizmas néra iki galo

iStirtas.

1.6. Bioaktyviis peptidai — fermentinés hidrolizés produktai

Bioaktyvis peptidai — fermentinés hidrolizés proceso metu gauti
hidrolizatai ar atskiri peptidai, kurie pasizymi biologiniu funkciniu aktyvumu
190 Literatiiroje yra iSskiriamos kelios bioaktyviy peptidy grupés:

1. Receptoriy ligandai;
2. Fermenty slopikliai;

3. Pernasos sistemy veiksniai;
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4. Antimikrobiniai peptidai;
5. Antioksidaciniai peptidai.

Pademonstruota, kad 10-50 aminortigsciy ilgio bioaktyviis peptidali,
pasizymintys katijoninémis ir hidrofobinémis savybémis, gali veikti kaip
antimikrobinés medziagos. Parodyta, kad Sie peptidai veikia pries daugelj
gramteigiamy ir gramneigiamy patogeniniy bakterijy, prie$ virusus, grybus ir

parazitus '

. Peptidy poveikis prie$ virusus buvo identifikuotas rapsy baltymus
hidrolizuojant alkalaze. Dvi baltymy frakcijos pasizyméjo slopinanciu
aktyvumu prie$ ZIV proteaze % Slopinantis aktyvumas prie$ herpes virusa
buvo pademonstruotas naudojant peptidy frakcijg, gauta Ramiojo vandenyno
austres veikiant alkalaze ir bromelinu **,

Bioaktyviis peptidai paprastai yra gaunami baltyminés kilmés
medziagas veikiant mikroorganizmais (proteolizinis mikroorganizmy
aktyvumas) ar i§ mikroorganizmy isskirtais fermentais in vitro (fermentiné

hidrolizé) (1.5 lentelé). Yra keletas ir kity budy gauti bioaktyvius peptidus:

mikroorganizmy metabolitai (pvz., bakteriocinai) ar cheminé sintezé.

1.5 lentelé. Bioaktyviy peptidy gamybos technologijos.

Baltymas Peptidas Aktyvumas Fermentas/ Literatiira
Mikroorganizmas
o-zeinas LRP ACE slopiklis Termolizinas 194
o-kazeinas YKVPEL ACE slopiklis Proteinaz¢ i§ Lactobacillus ~ ***
helveticus CP790
para-k-kazeinas ~ FFSNK Imunomoduliatorius ~ Tripsinas 19
Lizocimas Fragmentas Antimikrobinis Klostripainas 196
Ryziy albuminas ~ GYPMYPLR  Imunomoduliatorius  Tripsinas 197
Ryziy krakmolas ~ VGVAL Antioksidantas B. pumilus AG1 198
B-laktoglobinas ~ LAFNPTQLE  Antioksidantas Bacillus sp. P7 proteaze 199
GWCH
Plunksnos - Antioksidantas Chryseobacterium sp. kr6 ~ 2°
Plunksnos - Antioksidantas B. pumilus Al 201
Plunksnos - Antimikrobinis Bacillus amyloliquefaciens %%
6B
Albuminas SLR Slopiklis Papainas 208
Kazeinas HLPLP Slopiklis Corolase PP ™ 204
Soja - Antioksidantas Corolase PP ™ 205
Ozkos pieno - Antimikrobinis Alkalaze 206
baltymai
Ovomucinas - Slopiklis Papainas 207
Alkalazé

35



Bioaktyviy peptidy produkcijai gali biti panaudoti daugelis maisto
produkty, kuriy didZigja maisto medZiagy dalj sudaro baltymai. Bioaktyvis
peptidai taip pat gali biiti gaminami panaudojant perdirbimo pramonés atliekas
(zvynus, kaulus, iSspaudas, mésos atliekas, pauksciy plunksnas). Tokiy zaliavy

panaudojimas sumazina i3laidas ir leidZia gauti padidintos vertés produktus 2%

209

Fermentai, naudojami bioaktyviy peptidy gamybai, yra iSskiriami i$
mikroorganizmy, augaly ir gyviny. Daugiausiai naudojami augaly ir
mikroorganizmy fermentai: a-chimotripsinas, papainas, neutrazé, termolizinas,

209-211 v .
. Taciau vis

pepsinas, alkalazé, pronaze, karboksipeptidaze A ir tripsinas
didesnj pagreitj jgauna mikroorganizmy sintetinamy fermenty naudojimas
bioaktyviy peptidy gamybai. Tai susij¢ su maZesnémis mikroorganizmy
auginimo iSlaidomis, lyginant su gyvinais ir augalais; paprastomis fermenty
iSskyrimo ir gryninimo procediromis; didesne mikroorganizmy ir jy

sintetinamy fermenty jvairove aplinkoje 212

. Bioaktyviy peptidy skaicius,
gaunamas baltymus veikiant proteazémis, teoriskai yra neribotas. Tai yra susij¢
su galimybe naudoti jvairius fermenty kompleksus, jvairias mikroorganizmy

rusis ar jy kombinacijas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Skyrelyje "Medziagos ir metodai” yra pateikiamos biologinés
medziagos, reagentai ir metodai, naudoti Siame darbe. Naudojama dauguma
klasikinés mikrobiologijos ir molekulinés mikrobiologijos, molekulinés
biologijos, biochemijos, geny inZzinerijos ir baltymy inzinerijos metody.
Daugelio metody protokolai yra modifikuoti ir pritaikyti bitent Sio darbo

rezultatams pasiekti.

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

Visi darbe naudojami reagentai yra pripazintos analizinés kokybés
Merck, Sigma-Aldrich ir AppliChem gamintojy sitlomi produktai, jei
nenurodyta Kitaip. Visi naudojami fermentai yra i$ Thermo Fisher Scientific,
jei nenurodyta kitaip.

2.1.2. Bakterijy kamienai

Visi Siame darbe naudoti bakterijy kamienai pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudoty bakterijy kamieny sarasas.

Kamienas ApraSymas Saltinis
AD-11 Termofilinés Geobacillus bakterijos Sis darbas
AD-12 Mezofilinés Bacillus bakterijos Sis darbas
AD-W Mezofilinés Bacillus bakterijos Sis darbas
AD-AA3 Mezofilinés Bacillus bakterijos Sis darbas
E. coli DH5a F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) Novagen

U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,
mK+) phoA supE44 A— thi-
1 gyrA96 relAl
E. coli BL21 fhuAd?2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] Novagen
(DE3) AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5
E. coli Rosetta F ompT hsdSg(rg” mg’) gal dcm (DE3) Novagen

(DE3) pLysS pLysSRARE (Cam")
E. coli BW25113 proA™B* lacl%A(lacZ)M15 zzf::mini-Tn10 Dovana (prof. dr.
(Kan") Edita Suziedéliené)
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2.1.3. Vektoriai

Visi Siame darbe naudoti vektoriai pateikti 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Darbe naudoty vektoriy sgrasas.

Vektorius Aprasymas Saltinis
pTZ57RIT Klonavimo vektorius, Amp' Thermo Fisher
Scientific
pET-28c(+) Raiskos vektorius, Kan' Novagen
pET-28c/kerl Geobacillus sp. AD-11 geokerl genas, Sis darbas
klonuotas j pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
pET-28c/ker2 Geobacillus sp. AD-11 geoker2 genas, Sis darbas
klonuotas i pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
pET-28c/ker3 Geobacillus sp. AD-11 geoker3 genas, Sis darbas
klonuotas j pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
pET-28c/ker4 Geobacillus sp. AD-11 geoker4 genas, Sis darbas
klonuotas i pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
PET-21c(+) Raiskos vektorius, Amp' Novagen
pBAD30 Raiskos vektorius, Amp' Dovana (prof. dr.

pET-21c/BtKER

PET-28c/BtKER

pET-28cR/BtKER

pBAD30/BtKER

pET-28c/SynKer-TT

pET-28c/SynKer-
™

Bacillus sp. AD-12 btker genas,
klonuotas j pET-21c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
Bacillus sp. AD-12 btker genas,
klonuotas i pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus
Bacillus sp. AD-12 btker genas,
klonuotas j pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus. RaisSka
vykdyta E. coli Rosetta (DE3) pLysS
kamiene

Bacillus sp. AD-12 btker genas,
klonuotas i pBAD30 vektoriy per
EcoRlI ir Xbal restrikcijos saitus
Geobacillus sp. AD-11 geokerl +
geokerl genas, klonuotas j pET-
28c(+) vektoriy per Ndel ir Xhol
restrikcijos saitus

Geobacillus sp. AD-11 geokerl ir
Bacillus sp. AD-12 btker genas,
klonuotas i pET-28c(+) vektoriy per
Ndel ir Xhol restrikcijos saitus

Edita
Suziedéliene)
Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas

Sis darbas
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2.1.4. Oligonukleotidai

Visi Siame darbe naudoti oligonukleotidai pateikti 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Darbe naudoty oligonukleotidy sarasas.

Pavadinimas Seka (5' — 3") Taikinys

27F GAG AGT TTG ATCCTG GCT CAG  16SrDNR

1495R CTACGG CTACCT TGT TAC GA 16S rDNR

GeoKer-proF GGA AAG CCG CAA AGA GGG geoker
AAA AAC GGA AA

GeoKer-proR CGG GAC GCG TGA CGT CAG AAA  geoker
CTT AA

GeoKerF CAT ATG AAG GAA AGA TCA ATG  geoker
GTG TGG GGC (Ndel)

GeoKerR CTC GAG TTAATA CACTCC AAC  geoker
CGC ATT GAA (Xhol)

GeoKer2F AAA ACA TAT GGT CGC CGG CGC  geoker2
GTC GAC G (Ndel)

GeoKer3F CAT ATG ATTTTT ACG TAT GAC  geoker3
GGA CGA AAC CGC (Ndel)

GeoKer4F CAT ATG AAA AAT GTG CAC GGC  geokerd
CGG (Ndel)

BtKER-proF ATATAG TTG AAA AGG AAT GCG  btker
ACATT

BtKER-proR GTAATATAGTTT GTA AGA AGG  btker
AGA GCC

BacKerNde32F GCG CCA TAT GGA AAC ATC ATC  btker
TAC TGA TTA CG (Ndel)

BacKerSTOPXho31R  GCG CCT CGA GTT AAG AGG CTT  btker
TATTTT CTT G (Xhol)

BacKerXho31R GCG CCT CGA GAG AGG CTT TAT  btker
TTT CTT GTA A (Xhol)

BacKerEcoR31F GCG CGA ATT CGA AAC ATC ATC  btker
TAC TGA TTA C (EcoRl)

BacKerSTOPXba31R  GCG CTC TAG ATT AAG AGG CTT  btker
TATTTT CTT G (Xbal)

TT2 GCG CGA GCT CACTTC CTC CAT  geoker
ACA CTC CAA GCG CAT T (Sacl)

TT3 GCG CGA GCT CAA GGA AAG ATC geoker
AAT GGT GTG G (Sacl)

™M1 GCG CGA GCT CGA AAC ATC ATC  btker

TAC TGA TTA C (Xhol)

Pabraukti nukleotidai Zymi restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietas.
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2.1.5. Bakterijuy auginimo terpés

Visos Siame darbe naudotos bakterijy auginimo terpés pateiktos 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Darbe naudotos bakterijy auginimo terpés.

Auginimo terpé Sudétis

LB 1 % peptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,5 % NaCl, (agarizuotai
terpei — 1,5 % agaras);
A 0,3 % K;HPOy4, 0,05 % NaCl, 0,1 % NH4Cl, 0,25 % gliukozé, 0,6

% Tris, 0,5 % mieliy ekstraktas, 1,5 % peptonas, 2 mM MgSOy,
0,1 mM CaCl,, (agarizuotai terpei — 1,5 % agaras);

B 0,05 % NH,4CI, 0,05 % NaCl, 0,03 % K;HPO4, 0,03 % KH,PO,,
0,01 % mieliy ekstraktas, 0,1 % keratinas (TCI Europe), 2 mM
MgSO,, (agarizuotai terpei — 1,5 % agaras);

B (modifikuota) 0,05 % NH,CI, 0,05 % NaCl, 0,03 % K;HPO,, 0,03 % KH,PO,,
0,01 % mieliy ekstraktas, 0,1 % keratinas, 5 mM MgCl,, pH 7,
(agarizuotai terpei — 1,5 % agaras);

2.2. Metodai
2.2.1. Mitybiniy terpiy ruoSimas

Reikalingi terpiy komponentai sveriami elektroninémis svarstyklémis ir
tirpinami nedideliame kiekyje distiliuoto vandens. Reikiamas terpés pH
privedamas naudojant 5 M HCI, 5 M NaOH ar 4 M H3POQ, tirpalus. Pripylus
reikiamg kiekj distiliuvoto vandens, indai uzdengiami aliuminio folija ir
sterilizuojami autoklave 121 °C ar 110 °C temperatiiroje 15 ar 30 min.,
atitinkamai. Po sterilinimo, aseptinémis salygomis laminarinéje spintoje
sumaisomi visi reikalingi terpés komponentai. StandZzios terpés po sterilinimo
iSpilstomos ] Petri I¢ksteles po 25-30 mL, kuomet jy temperatiira ne aukstesné
kaip 48-50 °C. PrieS uzséjant kultiirg, terpés dziovinamos (10-20 min.)

sterilioje aplinkoje.

2.2.2. Suminés DNR skyrimas

Lastelés mikrobiologine kilpele nuo Petri IekStelés uzséjamos j 50 mL
LB terpés ir auginamos atitinkamoje temperatiiroje iki eksponentinés augimo

fazés pabaigos maiSant 180 aps. min.™ greiCiu. Po augimo Igstelés atvésinamos
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ledo vonioje ir surenkamos centrifuguojant 10 min. 4000 x g greiciu, 4 °C.
Lastelés praplaunamos steriliu vandeniu ir surenkamos centrifuguojant 15 min.
4000 x g grei¢iu, 4 °C. Surinktos Igstelés suspenduojamos 5 mL TE
buferiniame tirpale su lizocimu (pagal gamintojo rekomendacijas).
Inkubuojama 30 min. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos jpilama 10 % NDS
tirpalo iki galutinés 1 % koncentracijos. [pilama proteinazés K iki galutinés 50
ng mL™* koncentracijos (pagal gamintojo rekomendacijas). Inkubuojama 60
min. 55 °C temperatiiroje. Po inkubacijos jpilama 1/2 méginio ttrio fenolio ir
1/2 méginio tirio chloroformo. Kelis kartus pavartoma ir centrifuguojama 30
min. 12000 x g grei¢iu. VirSutiné frakcija atsargiai perkeliama j S$vary
mégintuvélj ir jpilama 1 méginio taris chloroformo. Centrifuguojama tomis
paciomis sglygomis. VirSutiné frakcija perkeliama j Svary mégintuvélj ir DNR
iSsodinama jpilus 2 meéginio tirius ledo Saltumo 96 % etanolio. DNR
surenkama centrifuguojant 30 min. 12000 x g grei¢iu. Nupilamas
supernatantas, lik¢ supernatanto lasai iSgarinami. DNR tirpinama 0,5 mL TE
buferiniame tirpale ir saugoma -20 °C temperattroje. ISskirtos DNR kiekis

nustatoma DNR elektroforezés agaroziniame gelyje metodu (2.2.3.).

2.2.3. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR fragmenty analizei naudojamas 0,8 % agarozinis gelis. Reikiamas
kiekis agarozés uzpilamas 1x TAE buferiniu tirpalu (40 mM Tris-acetatas, 0,1
mM EDTA, pH 8,3) ir virinamas keleta minuciy, kol tampa skaidrus ir
homogeniskas. Tuomet pridedamas nugaraves vandens Kiekis, tirpalas
vésinamas iki 40-50 °C temperatiiros ir jdedama etidzio bromido iki galutinés
0,5 ng mL™ koncentracijos. PamaiSoma ir supilama j gelio formavimo talpa.
Sustinges gelis perkeliamas ] elektroforezés vonele ir uzpilamas 1x TAE
buferiniu tirpalu. Analizuojami méginiai sumaiSomi su 6x uzneSimo dazu ir
ineSami ] gelio Sulin¢lius. | atskirg Sulinél] jneSamas DNR ilgio standarty
miSinys (GeneRuler DNA Ladder Mix, 100-10000 bp, Thermo Fisher

Scientific). Elektroforezé vykdoma esant 10 V cm™ tol, kol daZas nueina 2/3
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gelio ilgio. Po to gelis vizualizuojamas ir fotografuojamas apSvietus UV Sviesa
(MiniBIS Pro).

2.2.4. Polimeraziné grandininé reakcija

DNR fragmento pagausinimui paruoSiamas misinys i§ $iy komponenty:
10x Taq buferinis tirpalas, pradmenys po 0,5 uM, 2 mM dNTP miSinys po 0,2
mM kiekvieno dNTP, 1 mM MgCl,, 10 ng matricinés DNR, Taq polimerazés
2,5 U/100 pL reakcijos miSinio ir vandens iki 100 pL. Paruosti miSiniai
patalpinami j termociklerj (Bio-Rad) ir reakcija vykdoma pagal tokia
programa:
1. Pradinis grandiniy atskyrimas: 95 °C 2 min.;
2. Grandiniy atskyrimas: 95 °C 1 min.;
3. Pradmeny prilydymas: T °C (priklausomai nuo pradmeny lydymosi
temperattros) 1 min.;
4. Grandinés ilginimo reakcija: 72 °C t min. (priklausomai nuo PGR
produkto ilgio);

5. Pilnas reakcijos uzbaigimas: 72 °C 7 min.

2-4 stadijos kartojamos 29 ciklus. Po reakcijos iki analizés méginiai
laikomi 4 °C temperatiroje “*°. Gauti DNR fragmentai analizuojami DNR

elektroforezés agaroziniame gelyje metodu (2.2.3.).

2.2.5. PGR produkty analizé

Gautas DNR fragmentas (2.2.4.) po elektroforezés (2.2.3.) iSskiriamas i$
agarozinio gelio, naudojantis DNR skyrimo rinkiniu GeneJET Gel Extraction
Kit (Thermo Fisher Scientific) arba valomas tiesiogiai iS PGR reakcijos
miSinio GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkiniu.
DNR fragmentas nusekvenuojamas VU Biotechnologijos instituto DNR
sekoskaitos centre. Gauti sekoskaitos rezultatai naudojami filogenetiniam

giminingumui nustatyti (16S rDNR), seky analizei (genai) ar klonavimo
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darbams vykdyti. 16S ribosominés DNR (rDNR) ir geny seky analizé
atliekama naudojant BLAST algoritmg (NCBI).

2.2.6. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis ir defosforilinimas

Reakcijos tiris parenkamas priklausomai nuo norimo sukarpyti DNR
kiekio, kurio koncentracija reakcijos misinyje neturéty virSyti 50 ng pL™.
Reakcijos mi$inj sudarantys komponentai: 10x buferinis tirpalas (priklausomai
nuo restriktazés), restrikcijos endonukleazé (fermento kiekis priklauso nuo
norimo sukarpyti DNR kiekio), DNR, H,O iki reikiamo reakcijos tirio.
Komponentai sumaiSomi ir inkubuojami t min. T °C temperatiroje
(priklausomai nuo naudojamy restrikcijos endonukleaziy). Norint defosforilinti
gauty fragmenty 5'-galus (ruoSiant vektorius klonavimo darbams), po reakcijos
] reakcijos miSinj jdedama FastAP Sarminé fosfatazé. Reakcija vykdoma pagal

gamintojo rekomendacijas (Thermo Fisher Scientific).

2.2.7. Ligavimas

Ligavimo miSinio komponentai: paruoSas defosforilintas plazmidinis
vektorius (nuo 10 iki 100 ng), liguojamas DNR fragmentas (molinis santykis
atitinkamai 1:3-5), 10x T4 ligavimo buferinis tirpalas, T4 DNR ligaz¢ (5 U/20
uL) ir H,O iki 20 pL. Reakcija vykdoma 90 min. kambario temperatiiroje arba
16 val. 4 °C temperatiiroje, remiantis gamintojo rekomendacijomis (Thermo

Fisher Scientific).

2.2.8. Elektrokompetentiniy lasteliy paruosimas

I 50 mL LB terpés mikrobiologine kilpele nuo standzios terpés
uzséjamas reikiamas bakterijy kamienas. Lastelés auginamos per naktj 37 °C
temperatiiroje, maiSant 200 aps. min." grei¢iu. ] 150 mL LB terpés
inokuliuojama 5 % naktinés kultiros. Lastelés auginamos tol, kol kultdra
pasiekia apie 0,4 optinio vieneto tankj (matuojama spektrofotometru esant 600

nm bangos ilgiui). Auginimas nutraukiamas Igsteles perkeliant | ledy vonig ir
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visos tolimesnés procediros atlickamos 4 °C temperatiroje. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 10 min. 1000 x g greiciu. Lastelés praplaunamos
Saltu H,O ir surenkamos tomis paciomis sglygomis. Lastelés praplaunamos 10
% glicerolio tirpalu ir surenkamos centrifuguojant 15 min. 1000 x g greiciu.
Lastelés suspenduojamos GYT (10 % glicerolio, 0,125 % mieliy ekstrakto,
0,25 % triptono) terpéje tokiame tiiryje, kad matuojant 100 karty skiestos
suspensijos optinio vieneto tankis biity apie 1,0 (matuojama spektrofotometru
esant 600 nm bangos ilgiui). Suspensija iSpilstoma j atskirus mégintuvélius po

40 pL ir laikoma -70 °C temperataroje.

2.2.9. Elektrotransformacija

40 uL kompetentiniy Escherichia coli lasteliy sumaiSoma su 1-5 pL
misinio, gauto po ligavimo (2.2.7.). Sis miginys perkeliamas j elektroporacijos
kiuvete ir veikiant elektros laukui (12000 V; elektroporatoriuje; Eppendorf)
DNR patenka | Igsteles. Po elektroporacijos, Iastelés suspenduojamos 1 mL
SOC (2 % triptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 8,6 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 20
mM MgSOy, 20 mM gliukozé) ir inkubuojamos 60 min. 37 °C temperatiiroje.
Po inkubacijos lastelés iSs¢jamos ant selektyvios terpés su atitinkamu

antibiotiku.

2.2.10. Plazmidinés DNR skyrimas

Kolonija nuo selektyvios agarizuotos terpés uzséjama 1 5 mL LB terpés
su atitinkamu antibiotiku ir auginama 12-16 val. 37 °C temperatiiroje.
Plazmidinés DNR i$skyrimui i$ E. coli lasteliy naudojamas rinkinys Zyppy ™
Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Visos procediros atlieckamos

remiantis gamintojo rekomendacijomis.
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2.2.11. Paséjamosios medZiagos paruoSimas

Geobacillus sp. AD-11 kamieno Igstelés mikrobiologine kilpele nuo

Petri 1ékstelés uzséjamos j 5 mL A terpés (pH 7,8). Lastelés auginamos 14-16
val. 55 °C temperatiiroje, maiant 200 aps. min.™ grei¢iu.

Bacillus sp. AD-12 kamieno lgstelés uzséjamos j 50 mL LB terpés ir

auginamos 12-16 val. 30 °C temperatiiroje, maiSant 150 aps. min.™” greidiu.

Bacillus sp. AD-W ir Bacillus sp. AD-AA3 kamieny lgstelés uzséjamos

1 50 mL LB terpés ir auginamos 12-16 val. 30 °C temperatiiroje, maisant 180

aps. min.™” grei¢iu.

2.2.12. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermentu produkcija

Geobacillus sp. AD-11: ] 100 mL A terpés supilama 1 % (3 x 10° kfv
mL™) naktinés kultiiros (2.2.11.) ir auginama 12-14 val. 60 °C temperatiiroje,
g p ]

maidant 180 aps. min." grei¢iu. Po 12-14 val. auginimas stabdomas kolbas
perkeliant | ledy vonig. Lastelés paSalinamos centrifuguojant du kartus po 15
min. 8500 x g, 4 °C temperatiiroje.

Geobacillus sp. AD-11: T 100 mL B terpés (pH 7,8) supilama 1 %
naktinés kultdros (3 x 10° kfv mL™) (2.2.11.) ir auginama 80-92 val. 60 °C

temperatiiroje, maisant 180 aps. min.” grei¢iu. Po 80-92 val. auginimas

stabdomas kolbas perkeliant j ledy vonig. Lastelés pasalinamos centrifuguojant
du kartus po 15 min. 8500 x g, 4 °C temperatiiroje.
Bacillus sp. AD-12: ] 100 mL B terpés (pH 7) supilama 1 % naktinés

kulttros (2.2.11.) ir auginama 80-96 val. 30 °C temperatiiroje, maiSant 180 aps.
min." greiiu. Po 80-96 val. auginimas stabdomas kolbas perkeliant i ledy
vonig. Lastelés paSalinamos centrifuguojant 15 min. 8500 x g, 4 °C
temperatiiroje.

Bacillus sp. AD-W: | 100 mL B terpés (pH 8) supilama 1 % naktinés
kultiiros (2.2.11.) ir auginama 48 val. 30 °C temperatiiroje, maiSant 150 aps.

min." grei¢iu. Po 48 val. auginimas stabdomas kolbas perkeliant j ledy vonia.

Lastelés pasalinamos centrifuguojant 15 min. 8500 X g, 4 °C temperaturoje.
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Bacillus sp. AD-AA3: ] 100 mL B terpés (pH 7) supilama 1 % naktinés
kultoros (2.2.11.) ir auginama 48 val. 30 °C temperatiiroje, maisant 150 aps.

min.” grei¢iu. Po 48 val. auginimas stabdomas kolbas perkeliant j ledy vonia.

Lastelés pasalinamos centrifuguojant 15 min. 8500 x g, 4 °C temperatiiroje.

2.2.13. Baltymy iSsodinimas

| supernatantg, gauta po centrifugavimo (2.2.12.), maiSant magnetine
maiSykle 4 °C temperatiiroje 1étai sudedamas amonio sulfatas iki atitinkamo
galutinio jsotinimo laipsnio. Po 60 min. iSséd¢ baltymai surenkami
centrifuguojant 20000 x g, 40 min. 4 °C temperatiiroje. Gautos baltyminés
nuosédos tirpinamos Tris-HCI pH 7,8 buferiniame tirpale ir laikomos 4 °C

temperatiiroje (su nezymiomis modifikacijomis 214

2.2.14. Baltymy dializé

Grubus baltymy ekstraktas (2.2.13.) supilamas j dializés membrang
SnakeSkin™ Dialysis Tubing 3,5k MWCO (Thermo Fisher Scientific).
Membrana panardinama j 10x didesnj 50 mM Tris-HCI pH 7,8 buferinio
tirpalo tiirj nei dializés membranoje esantis grubaus baltymy ekstrakto tiris.

Inkubuojama 24 val. kas 8 val. pakei¢iant seng buferinj tirpalg nauju.

2.2.15. Baltymy koncentravimas

Po dializés (2.2.14.) tirpalas su iStirpusiomis baltyminémis nuosédomis
koncentruojamas PEG 35000 iki reikiamo sukoncentravimo lygio. Po
koncentracijos grubus baltymy praparatas laikomas 4 °C ar -20 °C

temperatiiroje.
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2.2.16. Méginiy paruoSimas baltymy elektroforezei

denatairuojanciomis salygomis

Baltymy méginiui elektroforezei denattiruojan¢iomis saglygomis paruosti
naudojamas 4x baltymy uzne$imo buferinis tirpalas (40 % glicerolis, 240 mM
Tris-HCI pH 6,8, 8 % NDS, 0,04 % bromfenolio mélynasis).

2.2.17. Baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis salygomis.

Glicininé elektroforezé. Baltymy analizé atlickama vertikaliame
elektroforezés aparate, naudojant Laemmli buferiniy tirpaly ir geliy sistema 2*°.
NDS-poliakrilamidinis gelis suformuojamas tarp dviejy stikly, kuriuos skiria
0,75 mm arba 1 mm storio tarpinés. Pirmiausia paruoSiamas ir uzpilamas 12 %
frakcionuojantis gelis (375 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, pH 8,8), ant jo virSaus
uzpilama distiliuoto vandens ir laikoma 30-40 min. kambario temperatiiroje.
Geliui sustingus, vanduo atsargiai nupilamas ir uzpilamas 5 % koncentruojantis
gelis (125 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, pH 6,8), ir jstatomos Sukos, kurios geliui
sustingus yra atsargiai  iStraukiamos. Naudojamas akrilamido/N,N'-
metilenbisakrilamido santykis 37,5:1. Sustinges gelis perkeliamas |
elektroforezés aparata ir uzpilamas Tris-glicino-NDS elektroforezés buferiniu
tirpalu (25 mM Tris-HCI, 190 mM glicinas, 0,1 % NDS, pH 8,3). | sulinélius
jneSamas analizei reikalingas baltymo kiekis (2.2.16.), i atskirg Sulinélj
jneSama 5-10 pL baltymy standarty miSinio. Elektroforezé vykdoma esant 20
mA srovés stipriui, 0 kai bromfenolio dazas pereina koncentruojantj gelj — 40
mA. Bromfenolio dazui pasiekus gelio apacia, elektroforezé yra stabdoma. Po
elektroforezés iSfrakcionuoti baltymai dazomi: gelis 3 kartus po 10 min.
plaunamas distiliuotu vandeniu. Po to gelis uzpilamas PageBlue™ Protein
Staining Solution (Thermo Fisher Scientific) dazu ir palickamas per naktj
dazytis. Po dazymo nesuristas dazas nuplaunamas vandeniu, o nudazytas gelis
fotografuojamas (MiniBIS Pro).

Tricininé elektroforezé. Geliy paruo$imas ir elektroforezé vykdoma

pagal glicininés elektroforezés apraSyma. Naudojamas 4 % koncentruojantis
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gelis (750 mM Tris-HCI, 0,075 % NDS, pH 8,45), akrilamido/N,N'-
metilenbisakrilamido santykis 32:1 ir 16 % frakcionuojantis gelis (1 M Tris-
HCI, 0,1 % NDS, 3 % glicerolis, pH 8,45), akrilamido/N,N'-
metilenbisakrilamido santykis 32:1. Baltymy méginiai sumaiSomi 1:3 su
méginio buferiniu tirpalu (150 mM Tris-HCI, 12 % NDS, 30 % glicerolis, pH
7). Elektroforezés buferiniy tirpaly sudétis: anodo buferis — 100 mM Tris-HCI,
pH 8,9; katodo buferis — 100 mM Tris-HCI, 100 mM tricinas, 0,1 % NDS, pH
8,25.

Tricinine elektroforezé su etilenglikoliu. Geliy paruoSimas ir
elektroforezé vykdoma pagal glicininés elektroforezés aprasyma. Naudojamas
5 % koncentruojantis gelis (750 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, pH 8,45),
akrilamido/N,N'-metilenbisakrilamido santykis 29:1 ir 18 % frakcionuojantis
gelis (750 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, 19,2 % etilenglikolis, pH 8,45),
akrilamido/N,N'-metilenbisakrilamido santykis 19:1. Baltymy méginiai
sumaiSomi 1:1 su méginio buferiniu tirpalu (30 mM Tris-HCI, 10 % NDS, 20
% glicerolis, pH 8,5). Elektroforezés buferinio tirpalo sudétis: 100 mM Tris-
HCI, 100 mM tricinas, 0,1 % NDS, pH 8,45.

2.2.18. Aktyvumo gelyje jvertinimas — zimografija

Po baltymy elektroforezés (2.2.17.), siekiant atplauti NDS ir renattiruoti
baltymus, gelis inkubuojamas 50 mM Tris-HCI pH 7,8 buferiniame tirpale su
2,5 % Triton X-100. Po to gelis 30 min. dar kartg inkubuojamas tame paciame
buferiniame tirpale be Triton X-100. Po baltymy renatiiracijos gelis uzpilamas
agarizuota B terpe ir paliekamas per naktj atitinkamoje temperatiiroje iki kol
bus galima vizualiai identifikuoti skaidrias zonas (Su nezymiomis

modifikacijomis %°).

2.2.19. Keratinolizinio aktyvumo nustatymas

Fermentas inkubuojamas tinkamos pH reikSmés Tris-HCI buferiniame

tirpale (galutinis reakcijos tiiris — 1 mL) su 4 mg keratino aziiro arba vilnos
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keratino atitinkamoje temperatiiroje 60 min. 1100 aps. min.™ grei¢iu, naudojant
Biosan termomikserj. Reakcija stabdoma pridedant 400 uL 10 % TCA.
Meéginiai inkubuojami 4 °C temperatiiroje 15 min. Po inkubacijos méginiai
centrifuguojami 16000 x g grei¢iu 5 min. Matuojamas supernatanto optinis
tankis: keratino azioiras — 595 nm bangos ilgis, vilnos keratinas — 280 nm
bangos ilgis. Vienu keratinazés aktyvumo vienetu laikomas 0,001 optinio

tankio pokytis per 60 min. (su nezymiomis modifikacijomis 2*).

2.2.20. Temperatiros jtakos aktyvamui ir stabilumui nustatymas

Optimalios fermento veikimo temperatiros nustatymui reakcija
vykdoma standartinémis salygomis (2.2.19.) skirtingose temperatiirose. Po
reakcijos matuojamas optinis tankis.

Siekiant nustatyti temperatiiros jtakg baltymo aktyvumui, fermentinis
tirpalas inkubuojamas pasirinktose temperattirose 4 val., kas valandg paimant
méginj Ir jvertinant liekamajj fermentinj aktyvumg vykdant standarting
(2.2.19.) reakcija. Kaip kontrolé naudojamas neinkubuotas baltymy ekstraktas.

2.2.21. pH jtakos aktyvumui ir stabilumui nustatymas

Optimalaus pH nustatymui reakcija vykdoma standartinémis salygomis
(2.2.19.) skirtingy pH buferiniuose tirpaluose (50 mM piperazinas pH 5-6; 50
mM Tris-HCI pH 7-9; 50 mM natrio bikarbonatas pH 10-11; 50 mM Kkalio
chloridas/NaOH pH 12). Po reakcijos matuojamas optinis tankis.

Siekiant nustatyti pH jtaka baltymo aktyvumui fermentinis tirpalas
inkubuojamas 60 min. kambario temperatiiroje skirtinguose pH (5-12). Po
inkubacijos liekamasis fermentinis aktyvumas jvertinamas vykdant standartine

(2.2.19.) reakcija. Kaip kontrolé naudojamas neinkubuotas baltymy ekstraktas.
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2.2.22. Metaly jony, detergentuy, organiniy tirpikliy ir slopikliy jtakos

nustatymas

Siekiant nustatyti metaly jony (K*, Li*, Mg*, Ca*, Fe?*, Mn%*, Zn*,
Cu?, Ni**, Co%), detergenty (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80,
Triton X-100, Triton X-305, Brij 35, Brij 58, NDS), organiniy tirpikliy (DMF,
DMSO, metanolis, propanolis, metanolis) ir slopikliy (leupeptinas,
fenantrolinas, Pefabloc® SC, EDTA, EGTA, DTT, B-merkaptoenatolis) jtaka
fermento aktyvumui, fermentinis tirpalas kartu su tiriamuoju veiksniu
inkubuojamas 60 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos lickamasis
fermentinis aktyvumas jvertinamas vykdant standarting (2.2.19.) reakcijg. Kaip

kontrolé naudojamas neinkubuotas baltymy ekstraktas.

2.2.23. Substratinio savitumo nustatymas

Siekiant nustatyti substratinj savitumg, fermentiné reakcija vykdoma
standartinémis sglygomis (2.2.19.) naudojant tirpius (BSA, Na-kazeinatas,
Zelatina (Bio-Rad)) ir netirpius (vilnos keratinas ir kolagenas (Proteina))
substratus, kuriy galutiné koncentracija reakcijos tirpale yra 4 mg mL™. Po
reakcijos matuojamas supernatanto optinis tankis: (Asgs) substratu naudojant
keratino aziira; (Azgp) Substratu naudojant BSA, Na-kazeinata, zelating, vilnos
kerating ir kolageng. Vienu keratinazés aktyvumo vienetu laikomas 0,001 (Asgs

ar Aygg) optinio tankio pokytis.

2.2.24. Tiksliniy geny klonavimas

Gauti tiksliniai PGR produktai (2.2.4.) iSvalyti naudojant PGR produkty
valymo rinkinj ir tiesiogiai liguoti | pTZ57R/T klonavimo vektoriy (2.2.7.)
(Thermo Fisher Scientific). Ligavimo reakcija vykdyta pagal gamintojo
rekomendacijas. Po reakcijos gautas ligato miSinys inaktyvuotas kar$¢iu ir
elektroporacijos biidu transformuotas j elektrokompetentines E. coli DH5a
lasteles (2.2.9.). Po transformacijos lgstelés iSsétos and selektyvios standZios

LB terpés su keratinu (0,5 g L™), ampicilinu (100 pg mL™) ir X-gal (20 pg mL"
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Y). Teigiami klonai atrinkti pagal mélyny/balty kolonijy metoda. Plazmidés
pagausintos lasteles uzséjant 1 5 mL skystos LB terpés su ampicilinu (100 pg
mL™) (2.2.10.). Plazmidés iskirtos naudojant plazmidziy skyrimo rinkinj ir
patikrintos DNR elektroforezés agaroziniame gelyje metodu (2.2.3.).

ISskirtos plazmidés patikrintos restrikcinés analizés budu (2.2.6.).
Linearizuota naudojant vieng restrikcijos endonukleaze Xhol ir dvi restrikcijos
endonukleazes (dviguba restrikcija, iSkerpant jterptg fragmenta) Ndel ir Xhol.

Po dvigubos restrikcijos gauti DNR fragmentai iSskirti i85 gelio ir liguoti
] ligavimo reakcijai paruoSta (sukarpytas Xhol ir Ndel restriktazémis ir
defosforilintas (2.2.6.)) pET-28c(+) raiskos vektoriy. Po reakcijos gautas ligato
misSinys elektroporacijos biidu transformuotas j elektrokompetentines E. coli
DH5a lasteles (2.2.9.). Po transformacijos lastelés iSsétos ant selektyvios
standzios LB terpés su keratinu (0,5 g L) ir kanamicinu (50 pg mL™).
UZzaugusiy transformanty kolonijos uzsétos 1 5 mL skystos LB terpés su
kanamicinu (50 pg mL™). Plazmidés isskirtos naudojant plazmidziy skyrimo
rinkinj (2.2.10.) ir patikrintos DNR elektroforezés agaroziniame gelyje metodu
(2.2.3)).

Gautos plazmidés linearizuotos Xhol restriktaze (2.2.6.). Patikrintos
plazmidés kitame etape transformuojamos elektroporacijos biidu j raiSkai skirtg
E. coli BL21 (DE3) kamieng (2.2.9.). Sis kamienas turi T7 RNR polimeraze,
kuri atpazjsta pET-28c(+) vektoriuje esant] T7 promotoriy.

2.2.25. Tiksliniy geny raiska

E. coli BL21 (DE3) ir E. coli Rosetta DE3 pLysS transformantai,
turintys pET raiSkos sistemos vektoriy su tiksliniu klonuotu genu yra auginami
LB terpéje su atitinkamu antibiotiku 12-16 val. 37 °C temperatiiroje, maiSant
180 aps. min.™ grei¢iu. Po auginimo 1 % lasteliy suspensijos yra perkeliamas j
Sviezig LB terpe su atitinkamu antibiotiku. Lastelés auginamos tomis paciomis
salygomis iki kol pasiekia 0,4 o. v. tankj (600 nm bangos ilgis) (jei nenurodyta
kitaip). Pasiekus reikiama Igsteliy tankj, jpilama IPTG iki galutinés 0,01-5 mM
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koncentracijos (indukcijos pradZzia). Po indukcijos lgstelés auginamos 5 val.
(jei nenurodyta kitaip). Kas valandg nuo indukcijos pradzios imami indukuoty
ir neindukuoty lasteliy pavyzdziai taip, kad lasteliy kiekis nuling valanda

(indukcijos pradzioje) ir analizuojamg valandg buty vienodas.

2.2.26. Baltymy gryninimas
2.2.26.1. Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Siame darbe aprasyty rekombinantiniy baltymy gryninimas vykdomas
taikant imobilizuoty metaly jony giminingumo chromatografija (Profinity
IMAC, Bio-Rad). Gryninimui E. coli BL21 (DE3) transformantai, turintys
geng, klonuota | pET Seimos vektorius, auginami LB terpéje su atitinkamu
antibiotiku. Indukcija vykdoma nustatytomis optimaliomis saglygomis. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 8500 x g 15 min. Supernatantas nupilamas, o
lastelés suspenduojamos ir praplaunamos 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale
(pH 7,8). Lastelés surenkamos centrifuguojant tomis paciomis sglygomis ir
suspenduojamos 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale (pH 7,8) santykiu 1:4
(1astelés:buferinis tirpalas). Véliau Igstelés centrifuguojamos 8000 x g 15 min.,
praplaunamos 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale (pH 8), wvél
nucentrifuguojamos, suspenduojamos anks¢iau minétame buferiniame tirpale ir
ardomos ultragarsu 15 min. naudojant 10 sek. : 20 sek. (ardymas:Saldymas)
intervalg (Sonics). Po ardymo méginys centrifuguojamas 15000 x g 10 min. —
taip atskiriamos tirpi ir netirpi baltymy frakcijos. Gryninimas atliekamas
naudojant frakcija, kurioje identifikuotas rekombinantinis baltymas (2.2.19.).

Baltymy gryninimui i§ netirpiy baltymy frakcijos naudojami buferiniai
tirpalai, kuriy sudétyje yra 6 M karbamido. Gautos baltyminés nuosédos
suspenduojamos su plovimo buferiniu tirpalu A1 (50 mM Tris-HCI, 1 % Triton
X-100, pH 8) santykiu 1:10 ir inkubuojama 60 min. kambario temperattiroje.
Baltyminés nuosédos surenkamos centrifuguojant 12000 x g 10 min. ir
suspenduojamos su plovimo buferiniu tirpalu A2 (50 mM Tris-HCI, pH 8)

santykiu 1:10. Po inkubacijos (60 min. kambario temperatiiroje) baltyminés
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nuosédos surenkamos centrifuguojant tomis paciomis saglygomis ir tirpinamos
buferiniame tirpale A3 (50 mM Tris-HCI, 6 M karbamido, pH 8) 60 min.
kambario temperatiroje. Po inkubacijos tirpiy baltymy frakcija atskiriama
centrifuguojant 12000 x g 10 min. Paruostas tirpiy baltymy gryninimo méginys
filtruojamas ir naudojamas chromatografijai. Gryninimas atliekamas pagal
gamintojo rekomendacijas (Bio-Rad) su nezymiomis modifikacijomis.
Gryninimui naudojama 50 mM Tris-HCI (pH 8) buferinis tirpalas, papildytas
imidazolu ir karbamidu. Imidazolo koncentracija plovimo buferiniame tirpale —
10 mM, eliucijos — nuo 50 mM iki 500 mM.

2.2.26.2. Natyviy baltymy gryninimas

Grubus sekretomo baltymy ekstraktas (2.2.15.) filtruojamas pro 0,22 um
(pory dydis) membrang, siekiant paSalinti netirpius kompleksus. ParuoSiama
jony mainy kolon¢lé (2,5 cm x 12 cm), kuri uzpildoma DEAE sefarozés
sorbentu (GE Healthcare). Chromatografiné kolonélé lygsvarinama 10x
kolonélés tiiriy buferiniu tirpalu B (25 mM Tris-HCI, pH 8). Eliucija vykdoma
laiptiniu gradientu, naudojant buferinj tirpala B su NaCl (100 mM, 250 mM,
500 mM, 750 mM, 1000 mM). Gautos aktyvios baltymy frakcijos
apjungiamos, dializuojamos ir koncentruojamos. Sukoncentruotas baltymy
tirpalas naudojamas gel-filtracijoje.

Gel-filtracijai paruoSiama kolonélé (1 cm x 60 cm), kuri uzpildoma Bio-
Gel P-60 sorbentu (Bio-Rad). Chromatografiné kolonélé lygsvarinama 10x
kolonélés tiriy buferiniu tirpalu B1 (50 mM Tris-HCI, pH 8). Chromatografija
vykdoma naudojant buferinj tirpala B1l. Aktyvios frakcijos apjungiamos,

dializuojamos ir koncentruojamos.

2.2.26.3. Plonasluoksné chromatografija

Fermentas ar sekretomo baltymai inkubuojami tinkamos pH reiksmés
50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale (galutinis reakcijos turis — 1 mL) su 10
mg vilnos keratino atitinkamoje temperatiiroje 12 val. 1100 aps. min.™ grei¢iu,

naudojant Biosan termomikserj. Gauti méginiai sumaiSomi su fluorescaminu (1

53



mg mL™) santykiu 9:1. Paruoiti méginiai uZneSami ant chromatografinés
plokstelés (ProteoChrom® HPTCL, Merck) stikliniu kapiliaru (5, 10, 20 pL).
Naudojama tirpikliy sistema: 2-butanolis/piridinas/acto r./vanduo (santykis
30:20:6:24) *22° Chromatografija vykdoma pagal gamintojo rekomendacijas.
Po  chromatografijos, méginiai  analizuojami  plokStele  apSvietus

ultravioletiniais spinduliais (MiniBIS Pro).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe yra tiriami ir apraSomi Keratinoliziniu aktyvumu
pasizymintys fermentai — keratinazés. Naujy keratinoliziniu aktyvumu
pasizyminéiy fermenty jvairoveés, savybiy ir pritaikymo galimybiy pramonéje
tyrimai yra butini, siekiant sukurti Siuolaikinius ir ekonomiskai tvarius
biodegradacijos procesus.

Ilga laikg baltymy inzinerija yra laikoma pagrindiniu jrankiu
biotechnologijoje, siekiant sukurti gamtoje neegzistuojancius ar patobulintus
fermentus. Sie fermentai yra pritaikomi tick pramoninéje biotechnologijoje,
tiek ir kitose srityse.

Salia  termofiliniy  mikroorganizmy  fermenty  pramoninéje
biotechnologijoje taip pat didelis démesys skiriamas fermentams, gebanties
veikti Zemesnése temperatiirose. Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢ios
peptidazés IS Bacillus genties, gebanc¢ios hidrolizuoti substratus Zemesnése
temperatiirose, galéty buti pritaikytos keratino turin¢iy substraty hidrolizei iki

peptidy ar aminorugsciy.

3.1. Termofiliniu mikroorganizmy sekretuojamos Kkeratinolizinés

peptidazés

Geobacillus genties bakterijos pasizymi dideliu biotechnologiniu
potencialu ir gali biti Saltinis naujy keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminciy
fermenty paieskai. Siy bakterijy optimali augimo temperatiira yra ~60 °C, todél
1§ jy 18skirti fermentai pasizymi stabilumu ir aktyvumu aukStoje temperatiiroje.
Sios i§skirtinés savybés leidzia tokius baltymus panaudoti pramoningje
biotechnologijoje, kurioje dauguma procesy vyksta aukstesnéje nei 45 °C

S 221
temperaturoje .
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3.1.1. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy
paieSka

Naujy, keratinazes sekretuojanciy termofiliniy mikroorganizmy
identifikavimui, buvo patikrinti 57 termofiliniai  Mikrobiologijos ir
biotechnologijos katedros (GMF, VU) mikroorganizmy kolekcijos kamienai.
Naudota selektyvi mitybin¢ B terpé, kurioje vilnos keratinas yra pagrindinis
anglies, azoto ir energijos Saltinis. Biitent tokios terpés sudéties naudojimas
leidzia efektyviai identifikuoti keratinolizinius mikroorganizmus. Vienas
pagrindiniy atrankos kriterijy — aplink kolonijg susidariusios skaidrios zonos
dydis. Sios zonos atsiranda netirpy vilnos kerating hidrolizuojant iki tirpiy
produkty. Jvertinus gautus rezultatus buvo pasirinktas vienas termofilinis
kamienas (AD-11), kuris demonstravo efektyviausiai veikiantj keratino

hidrolizés mechanizma.

3.1.2. Termofilinio AD-11 kamieno identifikavimas

Siekiant identifikuoti ir priskirti geniai AD-11 kamieng, buvo
uzauginta bakterijy biomasé ir iSskirta jy suminé DNR. Polimerazinés
grandininés reakcijos metu, naudojant universalius 16S rDNR pradmenis (27F
ir 1495R) buvo pagausintas kamieno 16S rDNR genas. Atlikus gauty
sekoskaitos rezultaty analize, naudojant BLASTn algoritmg (NCBI), nustatytas
AD-11 kamieno giminingumas Geobacillus stearothermophilus rtsiai (99 %
panasumas) > ?*, Geobacillus sp. AD-11 16S rDNR seka pateikta j NCBI
duomeny bazg (GenBank: KJ783443.1).

Siekiant nustatyti Geobacillus sp. AD-11 kamieno filogeneting padétj
tarp kity Geobacillus genties bakterijy, nubraizytas filogenetis medis naudojant
tipinius geobacily kamienus (3.1 pav.). Filogenetinio medzio rezultaty analizé
patvirtina AD-11 kamieno priklausomybe geobaciloms ir rodo didZiausig

pana$uma tipinei G. stearothermophilus DSM 227 riisiai.
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g1 | Seobacillus_kaustophilus_DSM_7263_T

93 |L Geobacillus_thermoleovorans DSM 5366 T
Geobacillus_wulcani_DSM_13174 T
Geobacillus_thermocatenulatus DSM 730 T

Geobacillus_stearothermophilus_DSM_22 T
EL Geobacillus_sp._strain_AD-11
75 Geobacillus_jurassicus_DSM_15726 T
a7 Geobacillus_uzenensis_DSM_13551_T
L Geobacillus_icigianus_DSM_28325 T
Geobacillus_subterraneus_DSM_13552 T
Geobacillus_thermantarcticus DSM_9572 T

100

ﬂEGenbacillus_gaIacmsidasius_DSM_18?’51_T
Geobacillus_toebii DSM_14530 T

Geobacillus_thermodenitrificans_DSM_465 T

93 | Geobacillus_thermoglucosidasius OSM 2542 T
Geobacillus_caldoxylosilyticus_DSM_12041_T
Bacillus_subtilis_DSM_10_T

5|

10

3.1 pav. Geobacillus sp. AD-11 kamieno filogenetiné padétis, remiantis 16S rDNR
seky analize. BriikkSnys Zymi 10 nukleotidy Zpasikeitimq 1000 nukleotidy. Naudotas
MEGA 7.0 programinis paketas, NJ metodas “2*%%’.

Norint priskirti AD-11 kamieng G. stearothermophilus rusiai yra
reikalingi papildomi polifazinés taksonomijos tyrimai %* ?°. Didesnis nei 97
% 16S rDNR seky panasumas teoriSkai leidzia priskirti kamieng riisiai, taciau
artimai giminingy riisiy atveju, kai jy 16S rDNR seky panaSumas yra didesnis
nei 97 %, yra butina DNR-DNR hibridizacija ir Siuo metodu gauti rezultatai
yra lemiantys. Pagrindinis §io darbo tikslas yra fermenty — keratinaziy paieska

ir analizé, todél dalinio AD-11 kamieno giminingumo geobaciloms pakanka.

3.1.3. AD-11 kamieno augimo dinamikos analizé

Dazniausiai keratinazés yra sekretuojamos 1 augimo terpe, taCiau yra
nustatyta, kad Sie fermentai gali likti prikibe prie lastelés sienelés ar biti
vidulasteliniai %. Taip pat yra aprasytos keratinolizinés peptidazés, kurios yra

indukuojamos terpéje esanciy komponenty ar sintetinamos nuolat
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(nepriklausomai nuo terp¢je esanciy komponenty). Buvo siekiama iSsiaiSkinti:
fermento sintezés ir sekrecijos pradzig; fermento koncentracijg (aktyvuma);
fermento degradacijg (stabilumg); auginimo terpés jtakg fermento sintezei;
augimo pabaigos laikg. Siy faktoriy nustatymui buvo pasirinktos dvi mitybinés
terpés: kompleksiné A (3.2 pav.) ir sintetiné B (3.3 pav.). Terpés sudarytos
remiantis  literatliroje  esanCiomis rekomendacijomis Su  nezymiomis

modifikacijomis %% %% %3,

5- ~100
7,
g
4- 80 2
=,
— ;I
s 3+ -60
< ]
= 3
o 2 F40 2
X g

14 < =20
e OT 3
—— Aktyvumas =

0- y -0

I 1 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Laikas (val.)

3.2 pav. AD-11 kamieno augimo dinamika kompleksin¢je A terpéje. 100 %
santykinis aktyvumas — 211+2 U mL™,

IS 3.2 pav. matyti, kad lgstelés j stacionarig faze pereina 12 augimo
valandg. Tuo metu pasickiamas didziausias lgsteliy optinis tankis — 4,6 0. V.
(759 L™ drégnos biomases). Keratinolizinis aktyvumas visg lasteliy augimo
laikg tolygiai did¢ja ir 12 augimo valandg pasiekiamas maksimalus fermentinis
aktyvumas. Tokie rezultatai leidzia teigti, kad keratinoliziné peptidazé gali biti
sintetinama nuolat ir jos kiekis augimo terpéje tiesiogiai priklauso nuo lasteliy
skaiciaus. Lasteliy auginimas turéty biiti nutraukiamas vos tik Igsteléms peréjus
1 stacionarig faz¢g — 12 augimo valandg, nes po to gali sekti lasteliy lizé ir
proteaziy kiekio padidé¢jimas terpéje, o tai galéty lemti tikslinio fermento

kiekio sumazéjima (jo degradacija). Apibendrinant:
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e Fermento sintezés ir sekrecijos pradzia — fermentinis aktyvumas
detektuojamas pra¢jus 4 valandoms po inokuliavimo;

e Fermento aktyvumas — maksimalus fermento aktyvumas pasiekiamas 12
augimo valanda;

e Fermento degradacija (stabilumas) — tikétina, kad fermentas gali bti
degraduojamas po 12 augimo valandos, nes 13 augimo valandg
detektuojamas mazesnis fermentinis aktyvumas;

e Augimo terpés jtaka fermento sintezei — nenustatyta terpés komponenty
jtaka fermento sintezei, nes fermentinis aktyvumas tolygiai auga
didéjant lgsteliy skaiciui. Fermentas gali baiti sintetinamas nuolat, taciau
Sios hipotezés patikrinimui, lgstelés turi buti auginamos sintetingje
terpéje;

e Augimo pabaigos laikas — auginimas turéty biti nutraukiamas 12-14
augimo valanda. Tokios valandy ribos sitilomos atsizvelgiant j 3.2 pav.
matomg 2-3 valandy lag Igsteliy augimo faze. Rekomendacija: auginimo
procesa nutraukti jvertinus Iasteliy augimo dinamikag arba pasiekus

maksimaly optinj tankj ~4,6 0. V.

DaZznai vykdant fermentines reakcijas yra naudojamas kultiros
supernatantas. Tokiu atveju yra svarbu, kad supernatante biity kuo maziau
Salutiniu produkty — terpés komponenty. Siuo atveju yra siiloma naudoti
sintetines augimo terpes, sudarytas i§ bazinés dalies — neorganiniy drusky ir
Zzinomo kiekio anglies Saltinio. Remiantis rekomendacijomis buvo sukurta

sintetiné terpé B *. AD-11 kamieno augimo dinamika pateikta 3.3 pav.
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3.3 pav. AD-11 kamieno augimo dinamika sintetiné¢je B terpéje. 100 % santykinis
aktyvumas — 291+13,5 U mL™.

AD-11 kamienas auginamas indukuojamoje sintetinéje terpéje B pagal
literatiiroje esancias rekomendacijas. Terpé papildyta vilnos keratinu, kaip
pagrindiniu anglies, azoto, sieros ir energijos Saltiniu. Lasteliy augimas buvo
jvertintas skaiCiuojant KFV, kadangi terpéje naudojamas netirpus keratinas,
kuris iSkraipo spektrofotometru matuojamus rezultatus.

3.3 pav. matyti, kad lgsteliy stacionari fazé pasickiama 88-92 augimo
valanda, esant ~2,05 x 10" last. mL™. Fermentinis aktyvumas intensyviai
pradeda didéti nuo 36 augimo valandos ir maksimaly aktyvumg (100 %)
pasiekia 80 augimo valandg. Fermentinio aktyvumo padid¢jimas stebimas
lasteliy eksponentinés fazés pradzioje ir viduryje. Sie rezultatai nestebina, nes
lasteliy augimui ir dalijimuisi reikalinga keratinaz¢ ar proteoliziniy fermenty
kompleksas, kuris efektyviai hidrolizuoty netirpy kerating iki lengvai
isisavinamy peptidy ar oligopeptidy 2% ?*!, Apibendrinant:

e Fermento sintezés ir sekrecijos pradzia — fermentinis aktyvumas
detektuojamas pra¢jus 12 valandy po inokuliavimo;
e Fermento aktyvumas — maksimalus fermento aktyvumas pasiekiamas 80

augimo valanda;
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e Fermento degradacija (stabilumas) — tikétina, kad fermentas yra silpnai
degraduojamas arba nattiraliai praranda savo natyvig konformacija, nes
vertinant augimo laikotarpj tarp 80 val. ir 96 val. — prarandama tik apie
3 % aktyvumo;

e Augimo terpés jtaka fermento sintezei — nustatyta, kad vilnos keratinas
veikia indukuojanciai; fermento kiekis néra tiesiogiai proporcingas
lasteliy skaiciui.

e Augimo pabaigos laikas — auginimas turéty bati nutraukiamas 80-92
augimo valandg. Rekomendacija: Igsteles galima auginti 3 arba 4 paras.
Tokios auginimo salygos leidZia lengviau planuoti ilgalaikius

eksperimentus.

Auginant Igsteles kompleksing€je A terpéje, per 12 val. yra pasiekiamas
211+2 U mL™" fermentinis aktyvumas, o sintetinéje B terpéje per 80 val. —
291+13,5 U mL™ fermentinis aktyvumas. Sintetiné terpé mums leidzia gauti 38
% daugiau fermento, taCiau per 6,7 karto ilgesn;j laiko tarpg. Rekomendacija:
siekiant gauti grynesnj keratinolizinj fermentg ar komerciSkai naudoti kultiiros
supernatantg, sitiloma AD-11 kamieng auginti sintetinéje B terpéje. Tokiu budu
iSvengiama terpés priemaiSy ir sunaudojama maziau resursy, reikalingy

paruosti didelj kiekj mitybinés terpés.

3.1.4. AD-11 kamieno sekretuojamos keratinazés produkavimas

Siekiant dalinai charakterizuoti AD-11 sintetinamg keratinolizing
peptidazg, AD-11 kamienas buvo auginamas pagal ankS¢iau nustatytas
optimalias Kkeratinazés produkavimo sglygas (3.1.3.). Gautas lIgsteliy kulttros
supernatantas naudotas baltymy iSsodinimui (2.2.13.). ISsodinti baltymai
tirpinti 50 mM Tris-HCI pH 7,8 buferiniame tirpale. Vykdyta dializé (2.2.14.)
ir koncentravimas (2.2.15.). Sukoncentruoti grublis baltymy ekstraktai
iSfrakcionuoti NDS-PAGE (2.2.17.).
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Analizuojant gautus baltymy profilius (3.4 pav.) nustatyta, kad didesnis
baltymy kiekis ir jvairové gaunama AD-11 kamieng auginant kompleksinéje A
terpéje. Sie rezultatai gali bati susije su tuo, kad terpé yra praturtinta organinés
kilmés mitybinémis medziagomis. Vykdant baltymy iSsodinima, kartu iSséda ir
baltyminés kilmés terpés komponentai. Analizuojant zimogramas, ties
mazdaug 36 kDa (3.4 pav. Zymo 1) ir 57 kDa (3.4 pav. Zymo Il) baltymy
molekulinés masés Zymeniu (sugretinus zimogramg su poliakrilamidiniu geliu)
matomos skaidrios zonos, kurios leidzia identifikuoti keratinoliziniu aktyvumu
pasiZyminc¢ius baltymus.

Svarbu pastebéti, kad naudojant skirtingas auginimo terpes yra gaunami
du skirtingo dydzio baltymai. Identifikuoti fermentai pavadinti NatGEOker36
(natyvi Geobacillus keratinazé) ir NatGEOKker57. Literatliroje yra aprasyta

keletas mikroorganizmy rusiy, kurios geba sintetinti skirtingas keratinolizines

peptidazes 52,79, 232, 233
Sintetiné terpé B Kompleksiné terpé A
M I Zymo I I Zymo IT
150 kDa
120 kDa

100 kDA
35 kDa

70 kKDa
60 kDa

S0 kDa

40 kDa

30 kDa ‘ i

3.4 pav. Baltymy elektroforez¢ ir zimograma. M — baltymy standarty miSinys
PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific); | — sekretomas,
gautas naudojant B terpe; II — sekretomas, gautas naudojant A terpg; Zymo | ir Zymo

Il — zimogramos; Juodos rodyklés zZymi skaidrias zonas. Naudota 200 mL kultiros
supernatanto. Sukoncentruota iki 2 mL galutinio tiirio.
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Gauti rezultatai ir jy daliné analizé neleidzia teigti, kad Geobacillus sp.
AD-11 kamienas geba sintetinti ir sekretuoti dviejy tipy skirtingas
keratinolizines peptidazes. Tokiy duomeny literatiroje néra, tatiau yra aprasyti
mikroorganizmai, kuriy keratinazés gali formuoti funkciskai aktyvius dimerus
234 ar oligomerus *°. Siuo atveju negalima teigti, kad NatGEOker gali formuoti
dimering struktiirg ir biiti sintetinamas terp¢je esant tam tikry organinés kilmes
medziagy, nes baltymo NatGEOKker57 molekuliné masé neatitinka dviejy
NatGEOker36 suminés molekulinés masés (jei NatGEOker36 laikysime
monomeru). Iskeltos hipotezés:

e NatGEOker gali formuoti dimerinj struktiirinj vieneta,

o NatGEOKer36 ir NatGEOker57 baltymai yra transliuojami nuo vieno
transkripto;

e NatGEOker36 ir NatGEOket57 baltymai yra transliuojami nuo dviejy
skirtingy transkripty;

e Mitybinés terpés komponentai lemia NatGEOker36 arba NatGEOker57

baltymo sintezg.

Tam, kad patvirtinti arba paneigti iSsikeltas hipotezes, reikalingi

iISsamesni proteominiai NatGEOker36 ir NatGEOKer57 tyrimai.

3.1.5. Proteominiai NatGEQKker baltymy tyrimai

Proteominiai tyrimai buvo atlikti bendradarbiaujant su Masiy
spektrometrijos laboratorijos mokslininkas (Biochemijos ir Biofizikos
institutas, Lenkijos moksly akademija, VarSuva, Lenkija). Tiksliniai baltymai,
lokalizuoti poliakrilamidiniame gelyje, paveikti tripsinu. Gauti peptidai buvo
frakcionuoti skysciy chromatografijos biidu (nano-LC) ir analizuoti ESI-LTQ-
Orbitrap masiy spektrometru. Baltymy identifikacija vykdyta naudojantis
Mascot (Matrix Science) paieskos platforma. Gauti rezultatai pateikti 3.1

lenteléje.
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3.1 lentelé. Masiy spektrometrijos rezultatai.

Baltymas Peptidai

NatGEOker57  TVLPGSLWADVDNQFFASYDAAAVDAHYYAGVVYDYYK
(Améginys)  YHGIPVYGAVLVAHVNDGELSSLSGTLIPNLDK
YINTTYSSYYGYYYLQDNTR
FLTPVPGNWIYMIDAADGK
ALVYYLTPTSNFSQLR
QTDELGHTVMR
TPSFVSGPLLK
STVHYGR
NVHGR
FEQR
NatGEOker36  AACVQAAADLYGSTSQENVSVK
(B méginys)  AAYLLSQGGVHYGVSVTGIGR
NPDWEIGEDIYTPGIAGDALR
YTGTQDNGGVHTNSGIINK
GVVYDYYKNVHGRLSY
SSYYGYYYLQDNTRGS
ALVYYLTPTSNFSQLR
VAGASTVGVGR
NESGAINEAMS
YGDGDGQTF

Proteominiams tyrimams atlikti buvo pateikti nevalyti baltymy A ir B
méginiai. Dél Sios prieZasties méginyje A nustatyti 138 hipotetiniai baltymai, o
méginyje B — 73 hipotetiniai baltymai. Gauty peptidy analizé parodé, kad A ir
B méginiuose su dideliu patikimumu identifikuojami du proteoliziniai
fermentai: 99 % panaSumas j termolizing (M04.001; GeneBank: M21663.1) ir
98 % panaSumas | bacilolizing (M04.014; GeneBank: CP008934.1).
Termolizinas jau yra aptartas literatiros apzvalgos 1.1.3. skyrelyje.
Bacilolizinas yra Bacillus genties bakterijy sintetinamas fermentas. Sis
fermentas, kaip ir termolizinas, yra priskiriamas metalo proteaziy $eimai *> %,

Zinoma, kad termolizinas ir bacilolizinas yra sintetinami kaip Pre-Pro-
fermentai. Termolizino ar j termolizing pana$iy baltymy sintezés ir brendimo
mechanizmas yra gerai isaiskintas . Teorin¢ visiskai subrendusio termolizino
molekuliné masé yra 35 kDa, 0 Pro-fermento molekuliné masé¢ — 57 kDa.
EksperimentiSkai gauti NatGEOker36 ir NatGEOker57 baltymy dydziai
atitinka teorinius subrendusio termolizino baltymo ir Pro-baltymo dydzius.

Masiy spektrometrijos rezultaty analizé leidzia teigti, kad A ir B méginiuose
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identifikuotas tas pats, bet skirtingos brendimo stadijos proteolizinis fermentas
— termolizinas. 3.1.4 skyrelyje iSkelty hipoteziy apibendrinimas:

e NatGEOker gali formuoti dimerinj struktiirinj vienetag — eksperimenty
rezultatai patvirtina, kad NatGEOker57 néra dimerinis baltymas. Dalis
A méginyje gauty peptidy sutampa su Pro-peptido aminoragsciy
sekomis;

o NatGEOKer36 ir NatGEOKer57 baltymai yra transliuojami nuo vieno
transkripto — literattiros ir eksperimenty duomenys patvirtina, kad Pre-
Pro-fermentas yra transliuojamas nuo vieno transkripto;

o NatGEOKer36 ir NatGEOket57 baltymai yra transliuojami nuo dviejy
skirtingy transkripty — hipotez¢é paneigta;

e Mitybinés terpés komponentai lemia NatGEOker36 arba NatGEOker57
baltymo sintez¢ — galima teigti, kad Siy baltymy sintezé priklauso nuo
mitybinés terpés komponenty. Terpés komponentai lemia baltymo

brendimo efektyvuma ir/ar sintezés greitj.

Nustacius, kad Geobacillus AD-11 kamienas sintetina vieno tipo
keratinolizing peptidazg, jai suteiktas GEOker (Geobacillus keratinazé)

pavadinimas.

3.1.6. GEOker koduojancio geno klonavimas
3.1.6.1. Klonavimas ir seky analizé

Norint sékmingai vykdyti geoker geno raiska, reikalingas geno
klonavimas ir jo bioinformatiné analizé. Siuo tikslu, remiantis NCBI duomeny
bazéje esanciomis termolizino ir j termolizing panasiy proteaziy geny sekomis,
buvo sukurti GeoKer-proF ir GeoKer-proR pradmenys. Sie pradmenys skirti
pagausinti GEOker koduojantj geng kartu su prieSsrovinémis ir pasrovinémis
sritimis. Gautas DNR fragmentas ir jo analizé pateikta 3.5 pav.

Visos DNR fragmento bioinformatinés analizés ir sekos manipuliacijos

atliekamos naudojantis Lasergene 7.1 (DNASTAR, JAV) programos paketais
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(Editseq, SegMan, SeqBuilder). Sékmingai pagausinus DNR fragmentg ir

atlikus jo sekoskaitg nustatyta, kad gautas 1823 bp ilgio fragmentas.

5 GGRE ARG CCG CRR RAGER GGG BRRR RAC GGR %.P_ TAG
! GeoKer-proF

5 TTT CCC RAT ACC CAR TCA ALR TAT ATT TR ATR
1 .

. Pre

5 ARG BRLR GGG GTR RARAG GGR TG RAC RRR CGG GCG
1 M M [ R A
a Pro

5 ATE GCT TEE CCG CTC GGG GCT TCA GCE ARG GRR
1 &1 A W P L G A 5 A 9 E
a

5 CCR TCG TTC GTT TCT GGT CCG CTG TTA RRR GGC
1 P 5 F v 5 G P L L K G
a

5 CTT GAT CAR GAG RAG ART ACGE TTC CAG CTT GGT
1 L D aQ E 9 N T F a L G
a

5 RARR CRAR ACG GAT GRER CTC GGC CAT RACG GTC ATG
1 K a T D E L G H T v M
a

5 TAT EGEC GC GTE CTC GTT &C CAT BTC RAC GAT
1 A G A v L v B H v M D
a

5 CCG AAT TTG GAC RARR CGR ACG TTG RALAR RCER GRR
1 P ] L D K R T L K T E
a

5 GCE ARDL CARA GAT GTE GCT GAT GCE GTE ACE ARD
1 A K oQ D ¥ A D A v T K
a

5 CEG CTT GTC ATC TAT CCG GAT GGG GAG ACC CCG
1 R L W 1 W P D G E T P
a

5 ACC CCT GTC CCA GGEC ARAC TGGE ATC TAC ATE ATC
1 T P v P G N W | W ] |
a

5 BAC CRE ATG GAC GAG GCGE BRAG CCG GGC GGC GGG
1 N a M D E £y K P G G G
a

5 GEC CEC GGT GTG TTE GGE GAT CAG ARA TAT ATC
1 G R G W L G (s} Q K s |
a

5 TAT TTGE CAR GAC RAAT ACG CGC GGC AGC GGC ATT T
1 Y L a D M T R G 5 G |
a

5 CCC GBEC AGC TTE TEE GCC GAT GEC GAC RAC CAR T
1 P G 5 L W A (8] G 8] M aQ
a

a5 GCC CAT TAT TAC GCC GGC GTC GTG TAT GAT TAC
1 A H R N A G v v N D Y
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3.5 pav. geoker geno nukleotidy ir jo koduojamy aminortigséiy sekos.
fermento (Pre), Pro-fermento (Pro) ir subrendusio fermento (Fermentas) pradZios
aminorigstys pazymétos lauztinémis rodyklémis. Tiesios rodyklés zymi tiesioginio ir
atvirkstinio pradmens prisijungimo vietas. Punktyriné linija pazyméta promotoriaus
seka. Rémelis zymi cinko prisijungimo motyvg. Pilki kvadratéliai Zymi kataliziSkai
svarbias aminoriigstis.
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Priessroviniy DNR seky analizei pasinaudota internete esancia
promotoriy analizés programa (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) 2%,
Nustatyta statistiSkai patikimiausia promotoriaus seka: AAT TTT TAT TAG
AAT AAA TAA TTT GAA AAT ATA AGA AAG GG. Paskutinis
nukleotidas (guaninas) Zymi transkripcijos pradzios vietg.

In silico analizé leido identifikuoti 1641 bp ilgio atviro skaitymo rémelj
(ASR), kuris koduoja 546 aminoriigi¢iy baltymg, kurio nustatyta molekuliné
mas¢ yra 59761,72 Da. Remiantis SignalP 4.1  programa
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), kuri skirta baltymy signaliniy peptidy
analizei, nustatyta jog GEOKer baltymas turi 25 aminoriig§¢iy signalinj peptida
(Pre-seka) 2*. Signaliniam peptidui budinga konservatyti ASA aminoriigi&iy
seka, kuri yra atpazjstama SRP molekulés 2. Pagalinus signalinj peptida yra
gaunamas 521 aminoriigities Pro-baltymas. Sio baltymo molekuliné masé
57231,60 Da, o izoelektrinis taSkas (pl) 5,386. Remiantis internetinémis
duomeny bazémis (MEROPS) 2*, (NCBI) ?**, (UniProt) %%, (RCSB PDB) *?
nustatyta, kad baltymo Pro-seka sudaryta i§ 202 aminoriig§éiy. Si seka sudaro
atskirg baltymo domeng, kuris po autokatalizés yra pasalinamas. Baltymui
visiSkai subrendus - jgavus natyvig konformacija — Pro-peptidas yra
paSalinamas. Visiskai subrendes baltymas sudarytas i§ 319 aminoragsciy, jo
molekuliné masé 34685,03 Da, o izoelektrinis taskas (pl) 5,47.

Analizuojant GEOker baltymo sekg buvo nustatytas cinko prisijungimo
motyvas H*?ELTH®®. Sis motyvas patvirtina, kad baltymas priklauso metalo
proteaziy Seimai % Taip pat identifikuotos fermento katalizinj aktyvuma
nulemiancios aminoriigstys: 373-oje pozicijoje esanti glutamo rigstis ir 461-
oje pozicijoje esantis histidinas (pozicijos surasytos remiantis Pre-Pro-
fermento aminorigsciy seka).

Baltymai paprastai yra priskiriami tam tikrai baltymy Seimai ar tipui
pagal specifines aminortgstis ar specifinj katalizinés reakcijos mechanizma.
Svarbu nustatyti ne tik seky panaSumus ar motyvus, bet ir konservatyvius
baltymo domenus. ldentifikuoti konservatyviis domenai ir sekos pavaizduotos

3.6 pav.
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Inprisijungimo vietos
Abtyvieji centrai
Specifinis aifikinas ldvental proteaé
Nespecifinis atiikimas Peptidaze M4 C
Superseimos FPsperiima | P speritimg GluZincin superseima
Daugybinizi domenai LasB

3.6 pav. Konservatyviis domenai ir jy padétis GEOker baltyme. Analiz¢é atlikta NCBI
konservatyviy domeny analizés jrankiu 2%,

Specifinis atitikimas FTP superSeimai: 78-126 aminoragsciy padétis.
Fungalizino/termolizino Pro-peptido motyvas. Sis specifinis motyvas yra
aptinkamas bakterinés kilmés M4 baltymy Seimos proteaziy Pro-peptiduose ir
grybinés kilmés M36 baltymy Seimos Pro-peptiduose. Funkcija néra iki galo
iSaiSkinta, taCiau nustatyta, kad $is motyvas gali veikti slopinanciai — neleisti
baltymui pasiekti galutinés brendimo stadijos arba veikti kaip $aperonas *****®.

Specifinis atitikimas PepSY superSeimai: 141-214 aminorugsciy padétis.
Peptidazés pro-peptidas ir YPEB domenas (pavadinimas kilgs i§ B. subtilis
YpeB baltymo). Manoma, kad Sis domenas pasizymi proteaze slopinanciu
poveikiu 24 247249

Specifinis atitikimas Gluzincin superSeimai: 269-545 aminoriigséiy
padétis. Gluzincin peptidazés Seima (] termolizing panaSios peptidazes), kurig
sudaro M1, M2, M3, M4, M13, M32 ir M36 peptidazés. Siai superdeimai
priklauso keletas nuo cinko jony priklausomy metalo proteaziy. ISskirtiné
proteaziy savybé — HEXxH ir ExXxxD (X — bet kokia aminoriigstis) motyvai.
Visos Siai Seimai priklausancios proteazés prisijungia vieng cinko jong, kuris
ypaé svarbus katalizinei reakcijai 2*.

Specifinis atitikimas M4 neutraliai proteazei: 262-545 aminoriigsciy

padétis. M4 peptidazés Seima, kuriai priklauso termolizinas, proteolizinas,

aureolizinas ir neutrali proteazeé. Sios proteazés turi dviejy domeny struktiirg
244, 250
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priklausoma metalo proteaze

Specifinis atitikimas LasB: 21-545 aminortgsciy padétis. Nuo cinko
. 244, 251-253

Nespecifinis atitikimas peptidazei M4 C: 383-545 aminoriigsciy padétis.

Termolizino metalo peptidazeés a-spiralinis domenas 2%,

Siekiant identifikuoti ir nustatyti aminortig§iy skirtumus GEOKker

sekoje, buvo atlikta 4 panaSiausiy seky, nustatyty NCBI duomeny bazéje,

lyginamoji analizé. Analizés rezultatai pateikti 3.7 pav. Gauti rezultatai

patvirtina auks$ta GEOker sekos panaSumg su proteazémis i§ Geobacillus ir

Bacillus genties bakterijy. Nustatyti skirtumai:

Signalinis peptidas — skiriasi 2 aminortigstys (N2D, L21F) nuo
termolizino ir 2 aminoragstys (F14V, L21F) nuo bacilolizino
(Geobacillus thermocatenulatus);

Pro-seka — skiriasi 1 aminortigstis (N209K) nuo bacilolizino (G.
stearothermophilus), 5 aminortigstys (R28K, P45S, H100R, V142I,
N209K) nuo termolizino, 5 aminoriigStys (R28K, P45S, H100R, V1421,
N209K) nuo Sarminés metaloproteazés ir 25 aminortigstys (R28K,
M30I, T38M, P45S, D52E, E55Q, T85V, T124A, R132Q, E137K,
M147R, Al154V, K159N, R161W, Al64F, E166V, P169S, T180D,
P181A, 1203A, A206T, N209R, N212D, G223D, S227P) nuo
bacilolizino (G. thermocatenulatus);

Subrendes baltymas — skiriasi 3 aminoriigstys (A231T, G288V, H331R)
nuo bacilolizino (G. stearothermophilus), 2 aminortgstys (A231T,
H331R) nuo termolizino, 3 aminoragstys (A231T, H331R, G347C) nuo
Sarminés metaloproteazés ir 7 aminortgstys (A231T, Y255D, V279T,
G288S, A298T, H331R, G371A) nuo Dbacilolizino (G.

thermocatenulatus).

DidzZiausi aminorfig§¢iy skirtumai identifikuoti Pro-sekoje. Literatiiros

apzvalgoje buvo aptarta, kad §i baltymo dalis atsakinga uz teisingg baltymo

subrendima, todel néra reikalingas grieztas konservatyvumas.
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3.7 pav. GEO
stearothermophilus); gi|37088170 — termolizinas, termostabili neutrali proteinazé
(Bacillus caldolyticus); gi|893712617 — Sarminé metaloproteazé (B. subtilis);
gi|647687896 —
fermento (Pro) ir subrendusio fermento (Fermentas) pradZios aminorigstys
pazymétos lauztinémis rodyklémis. Konsensus seka: didzioji raidé — 100 %
panasumas; mazoji raidé — >50 % panaSumas; ! — | arba V; # — bet kuris iS N, D, Q,
E. Paruosta su

Pre Pro

|1 10 20 I 30 40 50 60

KRAMLGAIGLABGGLMAWPHMGASAKERISHIVWNEQWKINPSFVSGIEHLLKGEPBJAPE
KRAMLGAIGLARGLMAWPGASAKERISUIVWNEQWKIWP SFVSGEILLKGE|SIAPE

79 ﬂg 99 10? llq 129
LDQEKNTFQLGGQARERLSLIGKQOWDELGHTVMRFEQRYEIGIPVYGAVLVAHVNDGELSS
LDQEKNTFQLGGQARERLSLIGKQOWDELGHTVMRFEQRYLIGIPVYGAVLVAHVNDGELSS

LDQEKNTFQLGGQARERLSLIGKQOWDELGHTVMRFEQRYRBIGIPVYGAVLVAHVNDGELSS
LDQEKNTFQLGGQARERLSLIGKQWDELGHTVMRFEQRYEIGIPVYGAVLVAHVNDGELSS
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LDQEKNTFQLGGQARERLSLIGKQtDELGHTVMRFEQRY . GIPVYGAVLVAHVNDGELSS

130 140 150 160 170 i80

LSGRLIPNLDKEITLKTHAAISHQOQAERIIAKQDVEIDAVTIREEIPAR\EEHGKETRLVIYPDGE[S
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LSGWLIPNLDKBEITLKTIHAAISMOQAERLIIAKQDVE AEINGKIZTRLVIYPDGE}S
LSGWLIPNLDKRBRITLKTIHAATISMOQAEUIIAKQODVEADAVTIMERIPANEINGKIJTRLVIYPDGERY
LSGIMLIPNLDKETLKTIMAATI S\HOQAEINIAKQODVIYDAVTRERWPARENMGKEITRLVIYPDGE|S
LSGtLIPNLDKrTLKTeAAIS!QQAEmIAKQDVaDAVTKErPAaEeGKpTRLVIYPDGEL

Fermentas
199 209 219 229 |239 249
HRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM, 2 KWNOMDEAKP[EGGOEIVAGE\STVGVGRGV|
IHRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM, KWNOMDEAKP[EGGQIJVAGEIS TVGVGRGV|
IRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM, KWNOMDEAKP[EGGQIJVAGES TVGVGRGV|
JYRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM KWNOMDEAKP[HGGQIYVAGES TVGVGRGV|
INRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM KWNOMDEAKPBIGGQIJVAGESTVGVGRGV]

PRLAYEVNVRFLTPVPGNWIYM!DAaDG.VL#KWNOMDEAKPgGGQPVAGESTVGVGRGV

250 260 270 280 290 300

LGDOKYINTTYSSYPGYYYLODNTRGSGIFTYDGRNRTYLPGSLWADEDNQFFASYDJ
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LGDOKYINT TYSSYpMGYYYLODNTRGSGIFTYDGRNRTWLPGSLWAD[EDNQFFASYDJ
LGDQOKYINTTYSSYMGYYYLODNTRGSGIFTYDGRNRT)YLPGSLWAD[SDNQFFASYDJ
LGDOKYINTTYSSYBGYYYLODNTRGSGIFTYDGRNRTILPGSLWADEIDNQFFASYD
LGDOKYINTTYSSYYyGYYYLODNTRGSGIFTYDGRNRTVvLPGSLWAD .DNQFFASYDaAA

310 320 330 340 350 360

VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAIEISTVHYGRGYNNAFWN[ESOMVYGDGDGQTF
VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAIRISTVHYGRGYNNAFWN[ESOMVYGDGDGQTF

VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAIRISTVHYGRGYNNAFWN[ESOQMVYGDGDGQTF
VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAIRISTVHYGRGYNNAFWNBSOMVYGDGDGQTF
VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAINBISTVHYGRGYNNAFWN[HSOMVYGDGDGQTF
VDAHYYAGVVYDYYKNVHGRLSYDGSNAAIrSTVHYGRGYNNAFWNgSQMVYGDGDGQTF

370 380 390 400 410 420

LPFSGGIDVV[HELTHAVTDYTAGLVYQNESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE
LPFSGGIDVV[EHELTHAVTDYTAGLVYQONESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE
LPFSGGIDVV[EHELTHAVTDYTAGLVYQONESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE
LPFSGGIDVV[EHELTHAVTDYTAGLVYQNESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE
LPFSGGIDVVEN\HELTHAVTDYTAGLVYQONESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE
LPFSGGIDVVgHELTHAVTDYTAGLVYQNESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGE

430 440 450 460 470 480

DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQODNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH
DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH
DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH
DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH
DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTODNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH
DIYTPGIAGDALRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVHTNSGIINKAAYLLSQGGVH

490 500 510 520 530 540

YGVSVTGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF
¥YGVSVTGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF
¥YGVSVTGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF
¥YGVSVTGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF
YGVSVTGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF
YGVSVITGIGRDKMGKIFYRALVYYLTPTSNFSQLRAACVQAAADLYGSTSQEVNSVKQAF

NAVGVY

ker aminortgs$ciy sekos palyginys. gi|696468741 — bacilolizinas (G.

bacilolizinas (G. thermocatenulatus). Pre-Pro-fermento (Pre), Pro-

ESPript 3.0 2,
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Subrendusio baltymo dalis, kuri yra atsakinga uz katalizing reakcija,
pasizymi konservatyvumu. Nustatytos 8 pozicijos, kuriose pastebimi
aminorugsciy pokyciai ir tik dviejose pozicijose (231 ir 331) GEOker seka
skiriasi nuo visy kity tirty proteaziy seky. Tokiy aminortigs§ciy identifikavimas
yra pagrindas baltymy inzinerijai. Konservatyviy baltymo viety aminortigs¢iy
tiksliné mutagenezé gali leisti gauti rekombinantinius baltymus su pakitusiomis
fizikinémis ar cheminémis savybémis, kurios efektyviau biity iSnaudojamos

biotechnologijos srityse.

3.1.6.2. GEOKker baltymo varianty klonavimas

ISsami geoker geno sekos ir jos koduojamos keratinolizinés peptidazés
aminortig§¢iy sekos in silico analizé leido suformuoti tolimesnius uzdavinius,
skirtus rekombinantiniy baltymy heterologinés raiSkos eksperimentams.

Remiantis NCBI, MEROPS, RCSB PDB ir UniProt duomeny bazémis
buvo sukurti keturi GEOker baltymo variantai (3.8 pav. ir 3.9 pav.):

e GEOkerl - Pro-fermentas (baltymas be signalinio peptido), 521
aminortigstys; Naudoti pradmenys: GeoKerF ir GeoKerR;

e GEOKkKer2 — subrendes baltymas (fermentas), 319 aminortigs¢iy; Naudoti
pradmenys: GeoKer2F ir GeoKerR,;

e GEOKker3 — subrendes baltymas (fermentas), 278 aminoriigstys; Naudoti
pradmenys: GeoKer3F ir GeoKerR,;

e GEOKer4 — subrendgs baltymas (fermentas), 232 aminortigstys; Naudoti
pradmenys: GeoKer4F ir GeoKerR.

Visy GEOker baltymo varianty gavimui buvo atliktas klasikinis arba
Touchdown PGR (TD-PGR) ®*%’  kaip matrica naudojant Geobacillus sp.
AD-11 kamieno genomin¢ DNR. Atlikus PGR nustatyta, kad gauti visi 4
tiksliniai PGR produktai, atitinkantys teorinius PGR produkty dydZius.
Vykdyta tiksliniy produkty sekoskaita ir patikrintas seky identiSkumas.
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GEOKEkerl
E—_
MNERAMLGAIGLAFGLMAWPLGASAKERSMVWNEQWETPSFVSGPLLEGEDAPEELVYRY
LDQEENTFQLGGQARERLSLIGKQTDELGHTVMERFEQRY HGIPV YGAWVLVAHVNDGELSSLS
GTLIPNLDERTLETEAAISVQQAEMIAKQDVADAVIEERPAAFEGEPTRLVIYPDGETPRLAY
GEOKker2
EVNVRFLTPVPGINWIY MID AADG—N(‘%E]%‘?:N MDEAKPGGGQSVAGASTVGVGRGVLGDQ
el
KYH\T'I'I'YSSYYG—YYY%;Q DT'RG—SG ]:E':If'&".l:)G—:Rﬁft| E VLPGSLWADGDNQFFASYDAAAVDAHY
el
YAGVVYDYYENVHGRLSY BG SWNAATHSTVHYGRGY NNAFWNGSQMVYGDGDGQTFLPES
GGIDVVGHELTHAVIDY TAGLVYQNESGAINEAMSDIFGTLVEFYANRNPDWEIGEDIY TPGI
AGDAIRSMSDPAKYGDPDHYSKRY TGTQDNGGVHTNSGIINEK A AYLL SQGGVHY GWVSVTGI

GRDEMGEIFYRALVY Y LTPTSNFSQLRAACVOQAAADLYGSTSQEVNSVEQAFNAVGWVY

3.8 pav. GEOker baltymo variantai. Rodyklés zymi kiekvieno baltymo pradZios
vieta.

GEOQOker zeka

GEOkerl

\

GEOker2

\

N-galas

GEOker3

\ 4

GEOker4d

L 4

3.9 pav. GEOker baltymo varianty 3D struktiiros. Juodos rodyklés zymi baltymo N ir
C galus. Mélynos spalvos staiakampiai zymi baltymo regionus, kuriuose buvo
pasalintos juoda spalva pazymetos struktiros GEOker3 ir GEOKker4 baltymuose.
Zalios spalvos rutuliukai zymi Ca** jonus.

Klonavimo darbai atlikti pagal 2.2.24. metodikg. Taip paruoSti visi geny

variantai raiSkos analizei:
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e pET-28c/kerl - GEOkerl produktas;
e pET-28c/ker2 - GEOKker2 produktas;
e pET-28c/ker3 - GEOker3 produktas;
o pET-28c/kerd - GEOker4 produktas.

3.1.7. GEOKker geno varianty raiska, raiSkos analizé ir gryninimas
3.1.7.1. GEOKkerl raiSka ir gryninimas

PET-28c/ker] raiska atlickama pagal standarting metodikg (2.2.25.).
Tikslinio geno raiSka indukuojama naudojant 0,5 mM ir 1 mM IPTG. Lastelés
po indukcijos pradZios auginamos 30 °C temperatiiroje, maiSant 180 aps min.™

greiciu 5 val. Gauti rezultatai pateikti 3.10 pav.

B -IPTG  +IPTG IMAC Zimograma
AV | 1 2 3 4

3.10 pav. GEOkerl raiskos analizé ir gryninimas. (A) -- — neindukuoty Iasteliy
méginys. + — lgstelés indukuotos naudojant 0,5 mM IPTG. ++ — Igstelés indukuotos
naudojant 1 mM IPTG. M — PageRuler™ Unstained Protein Ladder. Baltos rodyklés
7ymi rekombinantinj baltyma. (B) M — PageRuler™ Unstained Protein Ladder. -
IPTG - neindukuoty lIasteliy baltymy profilis. +IPTG — indukuoty lasteliy baltymy
profilis. IMAC - baltymy profilis po gryninimo. Zimograma - iSgryninto
rekombinantinio baltymo aktyvumas zimogramoje. Eliucija su 100 mM imidazolo.
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Remiantis gautais rezultatais (3.10 pav. A) nustatyta, kad pra¢jus vienai
valandai nuo indukcijos pradzios jau yra stebimas tikslinio rekombinantinio
baltymo atsiradimas. Rekombinantinio baltymo dydis (~57 kDa) atitinka
teorinj in silico apskaiciuotg baltymo dyd;. Didziausias kiekis tikslinio baltymo
yra gaunamas 3 auginimo valanda (nuo indukcijos pradzios). Nuo 4 auginimo
valandos baltymo kiekis ima mazéti. Baltymo kiekio mazéjimas gali biiti
susijes su E. coli baltymy raiSkos sistema, kuri negali tinkamai sulankstyti
didelio kiekio rekombinantinio baltymo ir jis yra degraduojamos lastelés

Seimininkés proteaziy 28,

Vertinant naudojamg IPTG induktoriaus
koncentracija nenustatyta tiesiogin¢ priklausomybé tarp induktoriaus
koncentracijos ir baltymo kiekio. Apibendrinant:
¢ Naudotos standartinés Igsteliy auginimo sglygos (30 °C temperatiira,
180 aps. min. maiSymas) po indukcijos yra tinkamos GEOkerl
baltymo raiskai;
e Didziausias tikslinio rekombinantinio baltymo kiekis gaunamas pra¢jus

3 val. nuo indukcijos pradzios;

e Optimali IPTG koncentracija — 0,5 mM.

Siekiant jvertinti rekombinantinio baltymo aktyvumg, buvo atlickamas
baltymy gryninimas naudojant Ni%* giminingumo chromatografija. Gryninimo
procediira paremta N baltymo gale esanc¢iy SeSiy histidino aminoriig§ciy
lickany inkaro saveika su Ni’* jonais, kurie yra imobilizuoti per iminodiacto
rigst] ant sferiniy daleliy. Baltymo gryninimo efektyvumas analizuotas NDS-
PAGE ir zimografijos metodais.

GEOKkerl rekombinantinis baltymas buvo kaupiamas E. coli Igsteliy
citoplazmoje  netirpiy  baltyminiy kiineliy pavidalu, todél reikéjo
eksperimentiSkai nustatyti tinkamiausias salygas S§iy kineliy tirpinimui.
Tirpinimo procediirg sudaro du etapai: 1 — tinkamas Igsteliy nuolauzy ir kity

baltymy paSalinimas nuo netirpiy kiineliy; 2 — tinkamos buferinés sistemos
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paruo$imas. Literatiiroje yra nemazai metody, aprasanciy netirpiy kiineliy
atplovima %%, Siame darbe naudotos plovimo ir tirpinimo sistemos:
¢ Plovimo sistemos:
0 50 mM Tris-HCI (pH 8), 1 % Triton X-100;
o 50 mM Tris-HCI (pH 8).

e Tirpinimo sistemos:
0 50 mM natrio fosfatas (pH 7,5), 0,3 M NaCl, 4 M karbamidas;
25 mM Tris-HCI (pH 8), 4 M karbamidas;
50 mM Tris-HCI (pH 8), 6 M karbamidas;
20 mM Tris-HCI (pH 8), 2 M NaCl, 6 M karbamidas;
0,1 M NaOH.

O O O o

Baltyminiai kiineliai yra tirpinami pasirinktose tirpinimo Sistemose
pagal 2.2.26.1. metodika. Sistemos tinkamumas buvo parinktas atsizvelgiant j
iStirpusiy baltymy kiekj ir baltymo aktyvumg. Nustatyta, kad buferinio
plovimo tirpalo sudétis neturéjo didelés jtakos bendram istirpusiy baltymy
Kiekiui ir aktyvumui. Geriausiai netirptis kiineliai buvo tirpinami 50 mM Tris-
HCI (pH 8), 6 M karbamidas. Pastebéta, kad buferiniame tirpale esant NaCl
yra dalinai prarandamas baltymo aktyvumas, o 0,1 M NaOH tirpale — visiskai
prarandamas baltymo aktyvumas.

Nustatyta (3.10 pav. B), kad tinkamai parinkus gryninimo salygas
gautas pakankamo Svarumo rekombinantinis baltymas. Gryninimo eiga
pateikta 3.2 lenteléje. Zimogramos analizé patvirtino, kad rekombinantinis
GEOkerl baltymas yra aktyvus. Siam baltymui suteiktas RecGEOker
pavadinimas.

3.2 lentelé. RecGEOKer gryninimo eiga.

Gryninimo Bendras Bendrasis Savitasis ISgryninimas ISeiga

stadija baltymo aktyvumas  aktyvumas (%)
kiekis (mg) (V) (Umg™)

Grubus 25,3+1,5 5875+23 232,2+4.1 1 100

ekstraktas

IMAC 2,5%0,3 3594+14 1437,6£7,5 6,2 61,2
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RecGEOKer produktas yra Pro-baltymas. Jau aptarta, kad Pro-seka
veikia kaip vidumolekulinis Saperonas ir subrendus baltymui Sis Saperonas
autokatalizés biidu yra paSalinamas. Miisy gauti rezultatai leidzia teigti, kad

Pro-seka neturi arba turi mazai jtakos baltymo funkcionalumui.

3.1.7.2. GEOker2, GEOker3 ir GEOker4 raisSka

pET-28c/ker2, pET-28c/ker3 ir pET-28c/ker4 raiSka buvo atliekama
pagal standarting metodikg (2.2.25.). RaiSkos metu nebuvo gautas nei vienas is
Siy produkty. Negavus teigiamy rezultaty, buvo siekiama optimizuoti raiSkos
proceso parametrus: indukcijos pradzig (0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,5, 2 (0. v.)),
induktoriaus koncentracijg (0,01, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 (mM)) indukuoty lasteliy
auginimo temperattrg (15, 20, 25, 30, 37 (°C)) ir indukcijos laika (iki 24 val.).
Modifikuojant raiSkos parametrus nebuvo pasiektas teigiamas rezultatas.
Manoma, kad tirti GEOKker variantai E. coli lasteléje yra degraduojami dél
netinkamai jgaunamos tretinés struktiiros. Taip pat didele jtaka gali turéti Pro-
seka, kuri GEOker2, GEOker3 ir GEOker4 variantuose yra pasalinta. Logiska
teigti, kad Pro-seka gali lemti GEOkerl baltymo savyb¢ formuoti netirpius
baltyminius kinelius. Tokie netirptis kiineliai lgstelés viduje yra dalinai

apsaugomi nuo lastelés Seimininkés proteaziy 2 %%,

3.1.8. RecGEOKker baltymo fizikiniu ir cheminiy savybiy nustatymas

Viena i§ svarbiausiy peptidazes apibtidinan¢iy analiziy yra fizikiniy ir
cheminiy savybiy nustatymas. Tokiy tyrimy metu yra iSsiaiSkinami
temperatiriniai ir pH veikimo optimumai ir diapazonai, jvairiy medZziagy ir
reagenty slopinamasis ir stimuliuojamasis poveikis fermentiniam aktyvumui.
Tokia informacija leidzia tarpusavyje lyginti ty paciy rasiy ir ganétinai
nutolusiy riiSiy ar genéiy sintetinamas peptidazes. Galiausiai leidZia jvertinti
tinkamy peptidaziy pritatkomuma pramoninéje biotechnologijoje ar
optimizuoti jau vykstanéius procesus ir taip pasiekti maksimaly proceso

efektyvuma.
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3.1.8.1. Temperatiros jtakos fermento aktyvumui ir stabilumui

nustatymas

Temperatirinis fermentinio aktyvumo diapazonas yra vienas i$
svarbiausiy fermentus apibtdinanciy kriterijy. Geobacillus sp. AD-11
kamienas yra termofilinis mikroorganizmas, todél logiska manyti, kad
RecGEOKer turéty veikti auksStesnéje nei 45 °C temperatiroje. Siekiant
nustatyti optimalig temperatiirg ir temperatirines ribas, i§grynintas RecGEOker
fermentas buvo analizuojamas vykdant standarting fermenting reakcija
(2.2.19.). Gauti rezultatai pateikti 3.11 pav.

1204 1201

100+ 100

80+

80
60+ 60-
401

20

Santykinis aktyvumas (%)
Santykinis aktyvumas (%)

0.
u

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 1 2 3 4

Temperatira (°C) Laikas (val.)

3.11 pav. Temperatiros jtaka RecGEOker aktyvumui (A) ir stabilumui (B). Pilkas
staciakampis zymi didesnj nei 80 % aktyvuma.

Remiantis gautais rezultatais (3.11 pav., A) nustatyta, kad didZiausias
keratinolizinés peptidazés RecGEOKker aktyvumas yra reakcija vykdant 60 °C
temperattroje. Literatiiroje yra aprasyta keratinoliziné peptidazé (termolizinas)
i§ G. stearothermophilus (ATCC 31197"), kurios temperatirinis veikimo
optimumas yra 75 °C *®°. Gauti rezultatai leidZia teigti, kad RecGEOKker
temperatiirinio veikimo optimumas atitinka ir Geobacillus sp. AD-11 kamieno
augimo temperatiirg. Pastebéta, kad RecGEOker iSlaiko didesnj nei 80 %
fermentinj aktyvumg 52-75 °C temperatiiros intervale. Tokios aukStoje
temperatiroje gebancios veikti keratinolizinés paptidazés svarbios pramoningje
biotechnologijoje, kurioje dauguma procesy vyksta aukstesnéje nei 45 °C

temperatiiroje.
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Siekiant nustatyti temperatiiros jtakg RecGEOker stabilumui, fermentas
buvo inkubuotas pasirinktose tikrinimo temperatiirose 4 val. Kas valanda
paimamas méginys ir lickamasis fermentinis aktyvumas jvertinamas vykdant
standarting (2.2.19.) reakcijg. Gauti rezultatai pateikti 3.11, B paveiksle.
RecGEOKer buvo inkubuotas 4 val. 60 °C, 70 °C ir 80 °C temperatiirose.
Nustatyta, kad 60 °C temperatiiroje fermentas iSlicka maksimaliai aktyvus
visas 4 inkubavimo valandas, taCiau visose kitose temperatiirose aktyvumas
mazgja. Lyginant aktyvumus po inkubacijos 70 °C ir 80 °C temperatiirose,
galima teigti, kad liekamasis aktyvumas islieka mazdaug vienodas po 2, 3 ir 4
inkubacijos valandy. Pagrindinis skirtumas matyti po pirmos inkubacijos
valandos, kur 70 °C temperatiroje aktyvumas islicka 80 %, o 80 °C
temperatiroje — 65 %. Po 4 val. inkubacijos tiek 70 °C, tiek 80 °C
temperatiiroje aktyvumas sumazéja iki ~12 %. RecGEOker fermentg galime
laikyti dalinai termostabiliu, nes savo optimalioje temperatiroje iSlicka

stabilus, taciau praranda aktyvumg inkubuojant aukStesnése temperattirose.

3.1.8.2. pH jtakos aktyvumui ir stabilumui nustatymas

Optimalaus pH nustatymui reakcija vykdyta standartinémis sglygomis
(2.2.19.) skirtingy pH buferiniuose tirpaluose (50 mM piperazinas pH 5-6; 50
mM Tris-HCI pH 7-9; 50 mM natrio bikarbonatas pH 10-11). Gauti rezultatai
pateikti 3.12 pav.
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3.12 pav. pH jtaka RecGEOker aktyvumui ir stabilumui.
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Remiantis gautais rezultatais (3.12 pav.) nustatyta, kad optimalus pH
intervalas fermentiniam RecGEOker aktyvumui pasireiksti apima pH 7-9.
Literatiroje aprasomos keratinazés dazniausiai taip pat yra veiklios
neutraliame ar silpnai $arminiame pH °°. Fermentinis aktyvumas Zenkliai
sumazéja esant pH reikSméms 6 (40 %) ir 10 (37 %).

Siekiant nustatyti pH jtaka RecGEOker stabilumui fermentas buvo
inkubuojamas 60 min. kambario temperatiroje skirtingose pH (5-11). Po
inkubacijos liekamasis fermentinis aktyvumas jvertintas vykdant standarting
reakcija (2.2.19.). Remiantis 3.12 pav. pateiktais rezultatais galima teigti, kad
pH stabilumas sutampa su optimalaus pH nustatymo rezultatais. RecGEOKker
iSlaiko maksimaly (~100 %) lickamgjj aktyvumg optimaliose pH reikSmése

(pH 7-9).

3.1.8.3. Metaly jony itakos keratinoliziniam aktyvumui jvertinimas

Siekiant nustatyti metaly jony (Mn2+, Mgz+, ca®", Fe?, Li*, cu*', Co?,
K*, Zn®*, Ni*") jtaka RecGEOker aktyvumui fermentas kartu su tiriamu metalu
buvo inkubuojamas 60 min. kambario temperatiroje. Po inkubacijos
lickamasis fermentinis aktyvumas jvertintas vykdant standarting reakcijg

(2.2.19.). Gauti rezultatai pateikti 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Metaly jony jtaka RecGEOker aktyvumui ir stabilumui.

Metalas Koncentracija (mM) Liekamasis aktyvumas (%)
Kontrolé - 100
Mn®* 1 68,9+1,5
10 116,6+1,9
Mg 1 112,628
10 52,6+1,6
ca* 1 101,7+1,9
10 66,9+1,2
Fe?* 1 80+1,2
10 74,925
Li* 1 80+2,2
10 68,6+1,8
cu* 1 72412
10 78,3+2,8
Co* 1 84+25
10 67,4+1,5
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K* 1 53,1+1,8

10 80+2,3

Zn* 1 58,3+2,2
10 52+1,8

Ni%* 1 45,7+1,2
10 54,9422

Teigiamas efektas pazymétas parySkintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymétas pabrauktu Sriftu.

Ivertinus metaly jony jtaka RecGEOker fermentui nustatyta, kad
teigiama poveikj fermentiniam aktyvumui turi Mg®* (1 mM) ir Mn* (10 mM).
Visi kiti naudoti metalai turi neigiamg poveikj. Apie 50 % fermentinio
aktyvumo RecGEOKker prarado aplinkoje esant 10 mM Mg®*, 1 mM K*, 1 mM
Zn**, 10 mM Zn*, 1 mM Ni* ir 10 mM Ni**. MaZiausias liekamasis
aktyvumas gautas fermenta inkubuojant su 1 mM Ni®* jonais — 45,7+1,2 %.

Kaip jau minéta, terpéje esant Ca’*, Mg®* ir/ar Mn* jony yra
padidinamas keratinaziy aktyvumas. Manoma, kad Sie metalai palaiko aktyvig
fermento konformacija ir stabilizuoja fermento-substrato kompleksa >l Taip
pat yra Zinoma, kad metaly jonai gali apsaugoti fermenta nuo terminés

denatiiracijos esant aukstesnei nei optimali fermento veikimo temperatiirai °.

3.1.8.4. Detergenty ir organiniy tirpikliy jtakos keratinoliziniam

aktyvumui jvertinimas

Siekiant nustatyti detergenty (Tween 20/40/60/80, Triton X-100/305,
Brij 35/58, NDS) ir organiniy tirpikliy (DMF, DMSO, metanolis, etanolis,
propanolis) jtakg RecGEOker aktyvumui fermentas kartu su tiriamu veiksniu
buvo inkubuotas 60 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos lickamasis
fermentinis aktyvumas jvertintas vykdant standarting reakcijg (2.2.19.). Gauti

rezultatai pateikti 3.4 lenteléje.
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3.4 lentelé. Detergenty ir organiniy tirpikliy jtaka RecGEOker aktyvumui ir

stabilumui.
Veiksnys Koncentracija (%) Liekamasis aktyvumas (%)
Kontrolé - 100
Tween 20 1 47,2423
5 92,1+3,1
Tween 40 1 64,2+1,8
5 180,1+3,9
Tween 60 1 46,5+2,5
5 133,5+3,6
Tween 80 1 81,3+2,2
5 122,2+1,5
Triton X-100 1 115,3+1,9
5 82,9+2,6
Triton X-305 1 153,4+1,7
5 98,3+2,6
Brij 35 1 98,9+3,5
5 105,1+2,6
Brij 58 1 82,9+1,8
5 72,7£2,3
NDS 1 65,4+3,6
5 43,2412
DMF 10 72,2126
25 72,8+1,9
DMSO 10 64,8+2,7
25 45,1415
Metanolis 10 93,1+1,7
25 85,7+2,5
Etanolis 10 85,2+1,5
25 73,5%+2,6
Propanolis 10 79,6+2,2
25 79,1+3,1

Teigiamas efektas pazymétas paryskintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymétas pabrauktu Sriftu.

Nustatyta (3.4 lentel¢), kad Tween 40 (5 %), Tween 60 (5 %), Tween 80
(5 %), Triton X-100 (1 %), Triton X-305 (1 %) ir Brij 35 (5 %) turi teigiamag
itaka RecGEOker fermentiniam aktyvumui. Apie 50 % fermentinio aktyvumo
RecGEOKker prarado aplinkoje esant Tween 20 (1 %), Tween 60 (1 %), NDS (5
%) ir DMSO (25 %).

Sio eksperimento rezultatai leidZia teigti, kad tam tikri detergentai gali
padidinti keratinoliziniy proteaziy aktyvumg. Manoma, kad detergentai veikia

ne fermenta, o substrata — padaro labiau prieinama fermentui >°.
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3.1.8.5. Slopikliy jtakos keratinoliziniam aktyvumui jvertinimas

Sicekiant nustatyti slopikliy (EDTA, EGTA, DTT, B-merkaptoetanolio,
leupeptino, fenantrolino, Pefabloc® SC) jtaka RecGEOker aktyvumui
fermentas kartu su slopikliu inkubuotas 60 min. kambario temperatiiroje. Po
inkubacijos liakamasis fermentinis aktyvumas jvertintas vykdant standarting

reakcijg (2.2.19.). Gauti rezultatai pateikti 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Slopikliy jtaka RecGEOker aktyvumui ir stabilumui.

Slopiklis Koncentracija (mM) Liekamasis aktyvumas (%)
Kontrolé - 100

EDTA 10 39,1+1.8

EGTA 10 37,8£2.4

DTT 1 139,1+2,2

B-ME 5 95,7+2,9

Leupeptinas 10 92,9+1,8

Fenantrolinas 10 29,5432

Pefabloc® SC 1 94,8+1,9

Teigiamas efektas pazymétas parySkintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymeétas pabrauktu Sriftu.

Literatiiroje yra duomeny, kad redukuojancios medzZiagos paprastai
stimuliuoja keratinaziy aktyvuma ir tai yra susij¢ su tuo, kad jos redukuoja
substrato disulfidinius tiltelius tarp cisteiny dar prie§ jvykstant fermentinei

reakcijai >

. I8 3.5 lentelés matyti, kad redukuojantis agentas DTT turi
teigiamos jtakos RecGEOKer fermentiniam aktyvumui — 139,1+2,2 %.
Dauguma keratinaziy priklauso serino ar metalo kataliziniam tipui.
Siekiant nustatyti/patvirtinti RecGEOker fermento katalizinj tipa, fermentas
buvo inkubuojamas su EDTA (chelatuoja Mg*, Ca* ir zZn*), EGTA
(chelatuoja Ca”** atrankiau nei Mg?"), leupeptinu (slopina cisteino/serino
proteinazes), fenantrolinu (slopina metalo proteinazes (Ca?*, specifi$kiau
Zn*)) ir Pefabloc® SC (slopina serino proteinazes, veikia kaip FMSF).
Apibendrinus gautus rezultatus galima teigti, kad RecGEOker fermentas
priklauso metalo peptidazéms, o fermentiniam aktyvumui ir/arba stabilumui

pasireik§ti svarbas Ca® ir Zn** jonai. Sie rezultatai patvirtina literatiiroje
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esancius duomenis apie termolizino aktyvumui ir stabilumui reikalingus metalo

jonus %.

3.1.8.6. Substratinio savitumo nustatymas

Siekiant nustatyti substratinj savitumg fermentinés reakcijos vykdytos
standartinémis sglygomis (2.2.19.) naudojant 4 mg tirpaus (jau¢io serumo
albuminas, Na-kazeinatas, Zelatina) ir netirpaus (vilnos keratinas, kolagenas)
substrato.

Keratinazés paprastai yra endopeptidazes, kurios pasizymi placiu
substratiniu savitumu. Dazniausiai tirpts substratai (pvz., kazeinas) yra
lengviau hidrolizuojami nei netirpts (pvz., keratinas, kolagenas, elastinas),
taCiau yra keletas keratinaziy, kurios pasizymi didesniu aktyvumu
hidrolizuojant netirpius substratus, lyginant su tirpiais **>.

Kiekybiné analizé:

3.6 lentelé. RecGEOKker substratinio savitumo jvertinimas.

Baltyminis substratas Santykinis aktyvumas (%)
Vilnos keratinas 100

Kolagenas 98+1,1

Na-kazeinatas 95+1,4

Zelatina 92+2,5

Jaucio serumo albuminas 37+1,9

Remiantis gautais rezultatais (3.6 lentel¢) galima teigti, kad RecGEOker
keratinolizinés peptidazés didZiausias savitumas yra keratinui i$ vilnos (100 %)
ir kolagenui (98+1,1 %). Sie substratai yra netirpiis, todél RecGEOker galima
priskirti prie netirpy substratg efektyviau hidrolizuojanciy keratinoliziniy
peptidaziy.

Kokybiné analizé:

Kiekybiskai jvertinus RecGEOker substratinj savitumg yra svarbu
nustatyti kokybinj RecGEOKer substratinj savituma. Siam tikslui hidrolizuoti
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substratai ir susidar¢ produktai yra iSfrakcionuojami NDS-PAGE. Gauti
rezultatai pateikti 3.13 pav.

BSA Na-kazcinatas Zelatina Kolagenas Keratinas

M
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3.13 pav. RecGEOker substratinio savitumu kokybiné analizé. (-) — méginys prie$
hidrolize. (+) — méginys po hidrolizés. M — PageRuler ™ Unstained Protein Ladder.

RecGEOKer pasizymi placiu substratiniu savitumu ir geba efektyviai
hidrolizuoti kerating, kolageng, Zelating ir Na-kazeinatg (3.13 pav.). Daliné
hidrolizé¢ gauta veikiant jaudio serumo albuming. Sie kokybinés analizés

rezultatai patvirtina gautus kiekybinés analizés duomenis.

3.1.8.7. Hidrolizés produkty analizé

Produkty analizé PAGE:
Kiekybiskai ir kokybiskai jvertinus RecGEOker substratinj savitumg yra
svarbu nustatyti susidariusiy hidrolizés produkty — mazos molekulinés masés

peptidy — kokybe. Gauti rezultatai pateikti 3.14 pav.

A HMW-G-PAGE © LMW-T-PAGE c LMW-T-EG-PAGE  uLMW-T-EG-PAGE
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3.14 pav. Hidrolizés produkty analizé. M1 — PageRuler™ Unstained Protein Ladder.
M2 — PageRuler™ Unstained Low Range Protein Ladder. (A) - HMW-G-PAGE —
glicining, didelés molekulinés masés baltymy elektroforezé. (B) — LMW-T-PAGE -
tricininé, mazos molekulinés masés baltymy elektroforezé. (C) - LMW-T-EG-PAGE
— tricinin¢, mazos molekulinés masés baltymy elektroforezé su etilenglikoliu. (D) —
ULMW-T-EG-PAGE - tricininé, ypa¢ maZos molekulinés masés baltymy
elektroforezé su etilenglikoliu. HP/HP1 — hidrolizés produktai, gauti biologinés
degradacijos metu, naudojant RecGEOker. CH — komerciniai hidrolizés produktai,
gauti cheminés degradacijos metu. S — ypa¢ mazos molekulinés masés peptidai.
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Mazos molekulinés masés peptidai yra svarbis daugelyje
biotechnologijos sri¢iy. Biologinés hidrolizés metu gauti peptidai turi biiti tam
tikro dydzio. Didesni nei 5 kDa produktai gali pasizymeéti alergeniSku
poveikiu, 0 maZesni nei 0,5 kDa — neturéti jokio biologinio aktyvumo 2.
Biologinés hidrolizes tikslas — gauti peptidus, kuriy molekuliné masé biity nuo
1 kDa iki 5 kDa.

Pirmame hidrolizés produkty analizés etape gauti peptidai buvo
frakcionuojami HMW-G-PAGE (3.14, A). Nustatyta, kad visi hidrolizés
produktai HP/HP1 yra mazesni nei 15 kDa. Antrame etape hidrolizés produktai
frakcionuojami naudojant LMW-T-PAGE ir LMW-T-EG-PAGE, kuriy
frakcionavimo geba yra nuo 1 kDa iki 20 kDa (3.14, B ir D). Gauti rezultatai
patvirtina, kad gauti peptidai yra mazesni nei 15 kDa. Keratino hidrolizés
produktai gali biiti priskirti dviems grupéms: dideli (tarp 5 kDa ir 15 kDa; L) ir
mazi (apie 3,4 kDa; S). TreCiajame etape hidrolizés produktai analizuoti
uLMW-T-EG-PAGE (3,14, D). Pademonstruota, kad S grupés peptidai
formuoja vieng homogeniSka peptidy telkinj, o komerciniai peptidai formuoja
du telkinius: didelés molekulinés masés, kurie gali biiti alergeniski ir mazos
molekulinés masés, kurie gali neturéti jokio biologinio aktyvumo.

Produkty analizé TLC:

Keratino hidrolizés produktai (HP), gauti kerating veikiant RecGEOKker,
iSanalizuoti plonasluoksnés chromatografijos metodu. Rezultatai pateikti 3.15
pav.

Plonasluoksnés chromatografijos rezultatai (3.15 pav.) leidzia teigti, kad
komercinio preparato peptidai (CH) formuoja 4 peptidy telkinius, o biologinés
hidrolizés metu gauti peptidai (HP) formuoja vieng didelj heterogeniska
peptidy telkinj. Sie rezultatai patvirtina, kad biologinés degradacijos metu
galima gauti didesnés jvairovés peptidus. Toks procesas padidina galimybe

gauti pridétinés vertés bioaktyvius peptidus.
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CH HP

3.15 pav. Hidrolizés produkty analizé TLC. CH — komerciniai hidrolizés produktai,
gauti cheminés degradacijos metu. HP — hidrolizés produktai, gauti biologinés
degradacijos metu, naudojant RecGEOKker.

Miusy gauti rezultatai leidzia teigti, kad RecGEOker yra tinkamas
biologinis katalizatorius keratino hidrolizés produkty gamybai. Keratinolizinés
peptidazés yra svarbios daugelyje pramonés sri¢iy (farmacijoje ir/ar
biomedicinoje, detergenty, odos, tekstilés, maisto pramongje ir kt.). Iki Siol
identifikuota ir apraSyta nedaug kerating ar ] kerating panaSy substratg
gebanCiy hidrolizuoti mikroorganizmy ir jy sintetinamy keratinoliziniy
peptidaziy. Sis tyrimas ir eksperimento rezultatai yra ypa¢ svarbis dél
potencialiy keratinoliziniy peptidaziy panaudojimo galimybiy pramoninéje

biotechnologijoje ir kosmetikos pramongje.

3.2. Mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamos Kkeratinolizinés

peptidazés

Siuo metu duomeny bazése daugiausia sutinkama keratinoliziniy
peptidaziy, kurios yra sintetinamos mezofiliniy mikroorganizmy **. Tikétina,
kad i$ tokiy mikroorganizmy i$skirtos keratinazés gali buti funkciskai aktyvios
kambario ar aplinkos temperatiiroje, pasizyméti savitomis iSskirtinémis
savybémis, kurios bty lengvai ir ekonomiSkai pritaikomos jvairiose

biotechnologijos srityse.
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3.2.1. Keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy

paiesSka ir identifikavimas

Mezofiliniy, keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy mikroorganizmy
paieSka buvo vykdoma dirvoZzemio méginiuose, paimtuose Vilniaus
universiteto, Gamtos moksly fakulteto teritorijoje ir pauks¢iy plunksnose,
kurios buvo rastos Baltijos jtros pakrantéje (Palanga, Lietuva). Atranka buvo
vykdoma naudojant selektyvig modifikuotg terpe B (pH 7). Analizuojant
uzaugusias mikroorganizmy kolonijas ir aplink kolonijas susidariusias
skaidrias hidrolizés zonas, buvo identifikuota 19 izoliaty (AA1, AA2, AA3, 12,
C1, C2, C3,C4,C5, A, B, E, F, W, K1-2, K1-3, K1-4, J4 ir G4). Didziausias
hidrolizés zonas formavo 12, W ir AA3. Sie izoliatai pasirinkti tolimesniems
tyrimams. Suteikti izoliaty pavadinimai: AD-12, AD-W ir AD-AAS.

AD-12, AD-W ir AD-AA3 izoliaty identifikavimas ir priskyrimas
gentims, vykdytas pagal 3.1.2. skyrelyje aprasyta strategija. Naudojant
BLASTn algoritmg nustatyta, kad izoliatas AD-12 panaSiausias j Bacillus
thuringiensis (99 % panaSumas) ir B. cereus (99 % panaSumas).

Toks panasumas leidzia teigti, kad AD-12 izoliatas priklauso Bacillus

268 Sjai grupei priklauso labai sunkiai viena nuo kitos

cereus grupei
atskiriamos raiSys: B. cereus, B, thuringiensis ir Bacillus anthracis. Viena is Siy
rasiy — B. thuringiensis, geba formuoti parasporinj toksiska kristala, kuris
kristalo formavimasis AD-12 izoliate buvo jrodytas dar magistrantiiros studijy
metu. AD-12 izoliato 16S rDNR seka pateikta | NCBI duomeny bazg
(GenBank: KJ636471.1).

Nustatytas AD-W izoliato giminingumas B. pumilus (100 %
panaSumas), Bacillus stratosphericus (100 % panaSumas) ir Bacillus safensis
(100 % panasumas), o AD-AA3 - Bacillus amyloliquefaciens (99 %
panasumas) ir Bacillus methylotrophicus (99 % panaSumas). 16S rDNR sekos
pateiktos } NCBI duomeny bazg: AD-W (GenBank: KU950739) ir AD-AA3

(GenBank: KU950740).
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Nustatyta mezofiliniy izoliaty filogenetiné padétis (3.16 pav.).

Bacillus_sp. AD-12_strain
Bacillus_thuringiensis_ DSM_2046_T
100 [ Bacillus_cereus_ATCC_14579_T
Bacillus_anthracis_ ATCC_14578_T
Bacillus_abyssalis_ DSM_25875 T
Bacillus_butanclivorans_DSM_18926 T

Bacillus_koreensis_ DSM_1646_T
Bacillus_aryabhattai_MTCC_7755 T
W[Bacillus_megaterium_DS M_32_T
Bacillus_alveayuensis KCTC_10634_T
Bacillus_galactosidilyticus_ DSM_15595 T
Bacillus_acidiproducens_KCTC_13078_T
Bacillus_acidicola_DSM_14745_T

Bacillus_andreesenii_ DSM_23947_T
Bacillus_beringensis_ DSM_22571_T

77

86

Bacillus_circulans_DSM_11_T
Bacillus_firmus_DSM_12_T
Bacillus_alkalitelluris_ DSM_16976_T
Bacillus_altitudinis_ DSM_21631_T
3 Bacillus_stratosphericus_ MTCC_7305_T
— 100 | | Bacillus_sp._AD-W_strain
Bacillus_pumilus_DSM_27_T
96 L Bacillus_safensis_ ATCC_BAA-1126_T
Bacillus_aerius_MTCC_7303_T
Bacillus_licheniformis_DSM_13_T
Bacillus_sp._ AD-AA3_strain

100

97

Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_T
Bacillus_methylotrophicus_ NCCB_100236_T
Bacillus_mojavensis_DSM_9205 T
Bacillus_subtilis__ DSM_10_T

881l Bacillus_tequilensis_ATCC_BAA-819_T

Bacillus_halodurans_DSM_497_T
E Bacillus_alcalophilus_DSM_485_T
83 Bacillus_alkalinitrilicus_ NCCB_100120_T
Bacillus_agaradhaerens_ DSM_8721_T
£ Bacillus_aurantiacus_DSM_18675_T
Bacillus_aidingensis_DSM_18341_T
Escherichia_coli_DSM_30083 T

—
20

3.16 pav. AD-12, AD-W ir AD-AA3 izoliaty filogenetiné padétis, remiantis 16S
rDNR seky analize. Briksnys zymi 20 nukleotidy g)asikeitima( 1000 nukleotidy.
Naudotas MEGA 7.0 programinis paketas, NJ metodas “**%%'.

Filogenetinio medzio rezultaty analizé patvirtina visy mezofiliniy

izoliaty priklausomybe Bacillus genties bakterijoms (3. 16 pav.). AD-12

88



izoliatas artimiausias B. thuringiensis DSM 2046", AD-W - Bacillus
altitudinis DSM 216317 ir B. stratosphericus MTCC 7305', AD-AA3 - B.
amyloliquefaciens DSM 77. [vertinus visus filogenetinés priklausomybés
rezultatus, izoliatams suteikti pavadinimai:

e AD-12 - Bacillus sp. AD-12 kamienas;

e AD-W - Bacillus sp. AD-W kamienas;

e AD-AA3 - Bacillus sp. AD-AA3 kamienas.

3.2.2. Mezofiliniy kamieny augimo dinamikos analizé
Remiantis anks¢iau aprasytais AD-11 kamieno rezultatais (3.1.3.
skyrelis), visi mezofiliniai kamienai auginami sintetinéje B terpéje.

Bacillus sp. AD-12 augimo dinamika:

1.0%10°8- -100
. 80 g‘?
1.0%10%7- 2
- 3
- 60 @
s 1.0%100¢- 5
< L0 2
3
o
1.0%105- *
A 20 R
o : —— Aktyvumas =

1.0x100%4- = KFV Lo

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Laikas (val.)

3.17 pav. AD-12 kamieno augimo dinamika sintetinéje B terpéje. 100 % santykinis
aktyvumas — 67+2 U mL™.

IS grafiko (3.17 pav.) matyti, kad Igsteliy stacionari fazé pasiekiama 64
augimo valanda, esant ~2,29 x 10" Igst. mL™. Keratinolizinis aktyvumas
intensyviai didéja pirmas 24 augimo valandas ir tame taske pasiekia 63 %
aktyvuma. Likusias augimo valandas fermentinis aktyvumas didéja is 1éto ir 80
augimo val. pasiekia maksimaly 100 % aktyvumga. Tokie rezultatai leidzia

teigti, kad AD-12 kamieno keratinoliziné peptidazé gali biti indukuojama
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terpéje esanCio keratino. Pirmosiomis augimo valandomis vyksta ypac
intensyvi keratinolizinés peptidazés sintezé ir sekrecija, nes reikalingas didelis
fermento kiekis keratino hidrolizei iki oligopeptidy ir laisvy aminorigsciy,
kurios yra metabolizuojamos lastelés. Apibendrinant:

e Fermento sintezés ir sekrecijos pradzia — fermentinis aktyvumas
detektuojamas 4 augimo valanda;

e Fermento aktyvumas — maksimalus fermento aktyvumas pasiekiamas 80
augimo valanda;

e Fermento degradacija (stabilumas) — nuo 80 augimo val. iki 96 augimo
val. fermentinis aktyvumas nemazéja, todel galima teigti, kad stebétu
laikotarpiu fermentas nebuvo arba buvo silpnai degraduojamas;

e Augimo terpés jtaka fermento sintezei — mitybin¢je terpéje esantis
vilnos keratinas indukuoja keratinolizinés peptidazés sintezg;

e Augimo pabaigos laikas — auginimas turéty biiti nutraukiamas 80-96

augimo valanda.

Bacillus sp. AD-W augimo dinamika:

1.0%10°%- -100
w
.3 \\ 30 S
i ’ L60 @
E 1.0x10°71 %
R L 40 S
x c
3
']
20
—— Aktyvumas =

1.0x100¢- = KFV Lo

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 50 60 70 80 90
Laikas (val.)

3.18 pav. AD-W kamieno augimo dinamika sintetingje B terpéje. 100 % santykinis
aktyvumas — 119,67+6,03 U mL™.

AD-W kamieno augimo dinamika panasi j AD-12 kamieno (3.18 pav.).

Stacionari lasteliy augimo fazé pasickiama 48 augimo val. (~ 4,27 x 107 last.
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mL™).

Maksimalus aktyvumas detektuojamas 36 augimo valanda.

Intensyviausia keratinolizinés peptidazés sintezé vyksta lasteliy eksponentinés

fazés pradzioje ir viduryje, tod¢l galima teigti, kad fermento sintezé yra

indukuojama vilnos keratino. Apibendrinant:

Fermento sintezés ir sekrecijos pradzia — fermentinis aktyvumas
detektuojamas 4 augimo valanda;

Fermento aktyvumas — maksimalus fermento aktyvumas pasiekiamas 36
augimo valanda;

Fermento degradacija (stabilumas) — Sio kamieno sekretuojama
keratinolizin¢é peptidaz¢é yra degraduojama arba praranda aktyvuma, nes
nuo 48 val. iki 84 val. matomas aktyvumo sumazéjimas iki 74 %);
Augimo terpés jtaka fermento sintezei — Mitybingje terpéje esantis
vilnos keratinas indukuoja keratinolizinés peptidazés sintezg;

Augimo pabaigos laikas — auginimas turéty biiti nutraukiamas 36-48

augimo valanda, siekiant i§vengti fermentinio aktyvumo praradimo.

Bacillus sp. AD-AA3 augimo dinamika:

KFV mL"!

1.0%10°8 - 100
o
- 80 3
=
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L40 2
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3.19 pav. AD-AA3 kamieno augimo dinamika sintetinéje B terpéje. 100 % santykinis
aktyvumas — 191+6 U mL™.

Stacionari lasteliy augimo fazé pasickiama 32-36 augimo val. (~3 x 10’

last. mL™"). Maksimalus aktyvumas detektuojamas 32 augimo valanda.
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Intensyviausia keratinolizinés peptidazés sintezé vyksta lasteliy eksponentinés
fazés pradzioje. Apibendrinant:

e Fermento sintezés ir sekrecijos pradzia — fermentinis aktyvumas
detektuojamas 2 augimo valanda;

e Fermento aktyvumas — maksimalus fermento aktyvumas pasiekiamas 32
augimo valanda;

e Fermento degradacija (stabilumas) — gauti rezultatai leidzia teigti, kad
AD-AA3 kamieno sekretuojama keratinoliziné peptidazé yra stabili
mitybingje terpéje, nes nuo 48 val. iki 84 val. aktyvumas sumaz¢ja tik
keliais procentais;

e Augimo terpés jtaka fermento sintezei — mitybinéje terpéje esantis
vilnos keratinas indukuoja keratinolizinés peptidazés sinteze;

e Augimo pabaigos laikas — auginimas turéty biiti nutraukiamas 32

augimo valanda.

Rekomendacija: mezofilinius kamienus (AD-12, AD-W, AD-AA3)
auginti sintetinéje terpéje B iki pasiekiamas maksimalus fermentinis
aktyvumas. Galimas ilgesnis kultiiry auginimo laikas, taciau svarbu atkreipti

démesj | fermenty stabiluma.

3.2.3. Mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy Kkeratinaziy

produkavimas

Daliniam AD-12, AD-W ir AD-AA3 kamieny sekretuojamy keratinaziy
charakterizavimui kamienai buvo auginami pagal 3.2.2. skyrelyje nustatytas
salygas. Gauty sekretomo baltymy iSsodinimas ir kitos procediros, skirtos
paruosti grubius baltymy prapratus, vykdytos pagal 3.1.4. skyrelyje aprasyta

strategija. Baltymy iSsodinimo rezultatai pateikti 3.7 lentel¢je.
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3.7 lentelé. Sekretominiy baltymy i§sodinimas.

Isotinimo laipsnis Savitasis aktyvumas (U mg™)

(%) AD-12 AD-W AD-AA3
0-20 19,67+5,03 31+3,46 15,67+3,21
20-40 43,3316,11 160+26,06 290,33£14,05
40-60 48+5,29 255,67+£11,59 209+16,82
60-80 30,33+4,16 205+13,23 160+13,75
0-75 120,444,1 ND ND
20-80 ND 526+15,5 520+12,01

ND - néra duomeny.

Remiantis  gautais  rezultatais (3.7 lentel¢), tolimesniems
eksperimentiniams darbams pasirinktos jsotinimo frakcijos, kuriose gautas
didZiausias savitasis aktyvumas (pabraukta). Suteikti keratinoliziniy peptidaziy
pavadinimai: AD-12 kamieno — BtKER (B. thuringiensis keratinaz¢); AD-W
kamieno — BPKer (Bacillus produced keratinaz¢); AD-AA3 — BAKer (B.

amyloliquefaciens keratinaz¢).

3.2.4. Mezofiliniy mikroorganizmy sintetinamy Kkeratinaziy

gryninimas

KokybiSkai fermenty fizikiniy ir cheminiy savybiy analizei yra svarbu
turéti gryna ar auksto iSgryninimo laipsnio fermentinj tirpala. Siam tikslui
pasiekti BtKER fermentas buvo gryninamas pasinaudojant jony mainy

chromatografija ir gel-filtracija. Gryninimo rezultatai pateikti 3.20 pav.

kDa M GBP JMC GF  Zimograma

3.20 pav. BtKER gryninimas ir zimograma. M — PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. GBP - grubus baltymy ekstraktas. JMC — méginys, po jony mainy
chromatografijos. GF — méginys, po gel-filtracijos. Zimograma — iSgryninto natyvaus
BtKER baltymo aktyvumas zimogramoje.
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3.20 pav. matyti, kad pasinaudojus dviejy etapy (jony mainy
chromatografijos ir gel-filtracijos) gryninimo strategija, pavyko sékmingai
iSgryninti BtKER fermentg. Gryninimo eiga pateikta 3.8 lenteléje. Remiantis
NDS-PAGE ir zimogramos rezultatais, nustatyta, kad molekuliné §io fermento
masé yra ~39 kDa. Daugelio charakterizuoty keratinaziy molekuliné masé yra
nuo 15 kDa iki 240 kDa **. Bacillus genties bakterijy keratinazés daugiausia
yra vidutinio dydZio: 80 kDa (B. cereus) *”°, 26 kDa (B. licheniformis) *°, 65
kDa (B. pumilus) °, 69 kDa (B. subtilis) ", 30 kDa ir 66 kDa (Bacillus
halodurans) ™, 30 kDa (Bacillus megaterium) 2%, 27,5 kDa (Bacillus

pseudofirmis) 2’2,

3.8 lentelé. BtKER gryninimo eiga.

Gryninimo Bendras Bendrasis Savitasis ISgryninimas ISeiga

stadija baltymo aktyvumas  aktyvumas (%)
kiekis (mg) (V) (Umg?)

Grubus 79,5+1,3 9574+28,0 120,4+4,1 1 100

ekstraktas

DEAE 23,7+0,9 5849+19,0 246,8t75 2 61,1

sefarozé

Gel-filtracija  4,3+0,4 2682+12,0 623,7£129 572 28

Daugelis biotechnologiniy procesy reikalauja nemazy investicijy ir
pajégumy, tod¢l yra siekiama sukurti gamtai draugiSkus ir ekonomiskai
patrauklius naujos kartos procesus. Pvz., keratino turinCios Zaliavos $iuo metu
yra perdirbamos iki peptidy derinant mechaninius ir cheminius $iy substraty
apdirbimo biudus. Toks biidas yra neefektyvus ir nekontroliuojamas, nes
kiekvienos peptidy partijos kokybé skiriasi. Mikroorganizmai ar jy sintetinami
fermentai gali pakeisti Siuos procesus ir padaryti juos gamtai draugiskus ir
efektyvius. Fizikiniy ir cheminiy savybiy nustatymui yra naudojami AD-W ir
AD-AAS3 sekretomai.
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3.2.5. Mezofiliniy mikroorganizmy keratinaziy fizikinés ir cheminés

savybés
3.2.5.1. Temperatiiros poveikis

Norint jvertinti mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamy keratinaziy
pritaikomuma pramon¢je, buvo nustatyti BtKER, BPKer ir BAKer

temperatiiriniai aktyvumo diapazonai ir termostabilumas 3.21 pav.
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3.21 pav. Temperatiiros jtaka aktyvumui (A, C, E) ir stabilumui (B, D, F): A-B -
BtKER; C-D — BPKer; E-F — BAKer. Pilkas stac¢iakampis zymi didesnj nei 80 %
aktyvuma.
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EksperimentiSkai nustatyta, kad BtKER optimali veikimo temperatiira
yra 30 °C, o BPKer ir BAKer — 50 °C. AD-W ir AD-AA3 kamienai yra
mezofilai ir geriausiai auga emesnéje nei 40 °C temperatiiroje *™> *™*, tatiau jy
sekretuojamos Kkeratinolizinés peptidazés optimaliai veikia auksStesnéje nei
maksimali lgsteliy augimo temperatira. PanaSis rezultatai yra gauti su B.
cereus DCUW " ir B. pumilus "°. Tai gali bati aiskinama tuo, kad peptidaziy
maksimalus fermentinis aktyvumas gali turéti neigiamg efekta lasteliy augimui
— degraduoti vidulastelinius baltymus. Sios problemos iSvengiama turint
fermentus, kurie pasizymi mazesniu efektyvumu lasteliy augimo temperatiiroje
ar vykdant potransliacines baltymo modifikacijas (pvz., autokatalizé), kuomet
fermentas subresta ir tampa aktyvus tik po pernasos i§ lastelés.

BtKER pasizymi labai siauru temperatiiriniu veikimo intervalu — didesnj
nei 80 % aktyvuma islaiko nuo ~27 °C iki ~33 °C intervale. Kity tirty fermenty
— BPKer ir BAKer, didesnis nei 80 % aktyvumo intervalas yra Zymiai
platesnis: BPKer — ~47-60 °C; BAKer — ~43-61 °C.

BtKER fermentas buvo inkubuotas 4 val. 30-70 °C temperatiiroje (3.21
pav., B). Nustatyta, kad 30 °C temperatiiroje peptidazé iSlaiko maksimaly
aktyvumg visg inkubacijos laikg. Didéjant temperatiirai aktyvumas maz¢ja. Po
4 val. 40 °C temperatiiroje aktyvumas islieka didesnis nei 80 %, tac¢iau 50 °C —
tik 20 %. Jau po pirmos inkubacijos valandos tiek 60 °C, tiek 70 °C
temperatirose aktyvumas krenta iki 15 %, 0 po antros valandos aktyvumas
visiSkai prarandamas. Lyginant tarpusavyje BPKer ir BAKer nustatyta, kad
abu fermentai nepasizymi termostabilumu (3.21 pav., D ir F). Fermentus
inkubuojant 10 °C zemesnéje temperatiiroje nei jy nustatytas temperatiirinis
optimumas, jau po 1 val. yra prarandamas fermentinis aktyvumas.
Rekomendacija:  siekiant  pritaikyti BPKer ir BAKer fermentus
biotechnologijoje, biologinés degradacijos reakcijas vykdyti Zemesnéje nei 30-
35 °C temperaturoje. Nurodytose temperatirose fermentinis aktyvumas bus
mazas (40-50 %), taCiau pavyks ilgesn] laikg iSlaikyti natyvios konformacijos

fermentus.
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3.2.5.2. pH poveikis

Keratinolizinés peptidazés yra placiai pritaikomos tiek kosmetikos
pramongje, tiek ir odos perdirbimo srityse. Vieni procesai vykdomi silpnai
rugsStin¢je aplinkoje, kiti stipriai Sarmingje, todél svarbu turéti tokius
fermentus, kurie galéty efektyviai veikti ir buti stabilis placiame pH
diapazone. Mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamy  keratinoliziniy

peptidaziy priklausomybé nuo pH pateikta 3.22 pav.
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3.22 pav. pH jtaka aktyvumui ir stabilumui BtKER (A); BPKer (B) ir BAKer (C)
Pilkas bruksnys zymi didesnj nei 80 % aktyvuma.

Nustatytas maksimalus fermentinis aktyvumas: BtKER — pH 7; BPKer
— pH 10; BAKer — pH 8. Placiausiu pH veikimo diapazonu pasizymi BAKer,
kuris islaiko didesnj nei 80 % aktyvuma pH 7-11 intervale. Didziausiu
stabilumu taip pat pasizymi BAKer fermentas. Jo stabilumo ribos, iSlaikant
didesnj nei 80 % aktyvumg — pH 6-11. Verta paminéti BPKer fermenta, kurio
stabilumas, esant pH vertei 10, sumazéja iki 81,05 %, nors pats fermentas yra
aktyviausias, esant Siai pH vertei. Rekomendacija: tirtus fermentus naudoti
mazesn¢ Vvandenilio jony koncentracijg turinCiuose buferiniuose tirpaluose:

BtKER - pH 7; BPKer — pH 9; BAKer — pH 10. Literatiiroje yra duomeny, kad
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maza vandenilio jony koncentracija gali turéti jtakos Siy fermenty substraty

natyviai struktiirai ir tokiu biidu palengvinti biodegradacijos procesa '*’.

3.2.5.3. Metaly jony poveikis

Ivairiy metaly poveikis mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamoms

keratinolizinéms peptidazéms pateiktas 3.9 lentel¢je.

3.9 lentelé. Metaly jony jtaka BtKER, BPKer ir BAKer aktyvumui ir stabilumui.

Metalas Koncentracija (mM) Liekamasis aktyvumas (%)
BtKER BPKer BAKer
Kontrolé - 100 100 100
Mn?* 1 102,5+2,3 -
5 - 120,4+16,4 75,9+10
10 112,4+2,9 -
Li* 1 94,9+3,2 -
10 101,3+1,8 -
Mg 1 93,9+3,1 -
5 - 91,5+6,8 71,745
10 95,6+2,6 -
Ca* 1 87,9+2,6 -
5 - 78,6+4,3  104,1+9,9
10 90,4+2,3 -
K* 1 56,6+2,8 -
5 - 93,7+1,1  97,1+15,9
10 64,6+3,2 -
Zn* 1 88,3+3,2 -
5 - 51+15.4 41,5+10,5
10 81,3+2,4 -
cu* 1 95,6+3,2 -
5 - 51,742,9 49,743
10 93,9+3,8 -
Co** 1 68,4+3,1 -
5 - 88,1+1,4 72,7405
10 55,3+2,2 -
Ni?* 1 44,2+3.7 -
5 - -
10 37,9428 -
Fe?* 1 39,3+1,5 -
5 - 3349,1 14,5+6,5
10 19,2+15 -
Na* 5 - 90,2+13,3  85,5+15,6

Teigiamas efektas pazymétas paryskintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymetas pabrauktu Sriftu.
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Ivertinus  metaly jony jtakg mezofiliniy  mikroorganizmy
sekretuojamoms peptidazéms nustatyta, kad BtKER fermentui teigiama
poveikj turi Mn?* (10 mM); BPKer — Mn?* (5 mM); BAKGer - teigiamas efektas
nenustatytas. Daugiau nei 50 % BtKER aktyvumas buvo sumazintas aplinkoje
esant Ni** (1 mM ir 10 mM) ir Fe?* (1 mM ir 10 mM); BPKer — Fe** (5 mM);
BAKer — Zn** (5 mM), Fe** (5 mM) ir Cu?** (5 mM). GeleZies jonai —
vienintelis  veiksnys, turintis neigiamos jtakos visoms mezofiliniy
mikroorganizmy peptidazéms. Panasiis rezultatai gauti su B. pumilus NRC21
keratinaze '*°, B. safensis LAU 13 keratinaze 2, B. amyloliquefaciens K11

garmine keratinaze *°, B. amyloliquefaciens 6B keratinolizine proteaze '

3.2.5.4. Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis

Ivairiy detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis mezofiliniy
mikroorganizmy sekretuojamoms keratinolizinéms peptidazéms pateiktas 3.10

lenteléje.

3.10 lentelé. Detergenty ir organiniy tirpikliy jtaka BtKER, BPKer ir BAKer
aktyvumui ir stabilumui.

Veiksnys Koncentracija (%) Liekamasis aktyvumas (%)
BtKER BPKer BAKer
Kontrolé - 100 100 100
Tween 20 1 73,7£3,6 96+2,9 91+2,8
5 71,5+£3,8 101,4+4,8 75,9+11,1
Tween 40 1 97,4+2,9 111,2445 79,3+11,1
5 93,7+2,4 99,243,1  75,5%+16,4
Tween 60 1 95,1+2,7 107,3+3,2 82+2,4
5 92,1+3,6 94,4+12,8 64+10,5
Tween 80 1 78,9+3,2 91,510 90,3+11,8
5 75,524 83,9456  45,3+4,3
Triton X-100 1 128,9+3,9 77,9492  72,9+14,6
5 92,1+3,6 72,8+£10,6 63,3x15,4
Triton X-305 1 110,5£3,2 - -
5 86,8+1,9 - -
Brij 35 1 98,5+3,2 - -
5 96,1+3,3 - -
Brij 58 1 99,1+2,9 - -
5 105,6£3,3 - -
NDS 1 95,5+3,4 22,1424 6,318
5 82,4+2,6 7,7£3.3 0
DMF 1 - 97,318,6 94,2434
10 126,1+3,6 80,6+7,2  68+7,8
25 134,8+2,9 - -
DMSO 1 - 99,4129  64,3£15,8



10 95,5+3,1 93,2+1 52,4+3,8

25 96,2+2,5 - -

Metanolis 1 - 77,6£14,4 92,2+46,2
10 47,2+1,9 48+4,2 65,746,3
25 39,2424 - -

Etanolis 1 - 56+13,2 62,2+7,2
10 19,7419 65+14,9 52,6+11,9
25 18,2+1,6 - -

Propanolis 1 - 58,8+16,8 76,5+7,2
10 55,7+3,2 50,4+7,6 61,2+3,8
25 52,2+3,1 - -

Teigiamas efektas pazymétas paryskintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymeétas pabrauktu Sriftu.

Apibendrinus gautus rezultatus (3.10 lentel¢), galima teigti, kad visos
tirtos keratinolizinés peptidazés yra stabilios aplinkoje esant daugeliui tirty
detergenty. Teigiamg efektg BtKER turéjo Triton X-100 (1 %), Triton X-305
(1 %) ir Brij 58 (5 %); Silpng teigiamg efekta BPKer — Tween 40 (1 %) ir
Tween 60 (1 %); Teigiamas efektas BAKer fermentui nenustatytas. DidZiausig
neigiamg efekta 1émé NDS. 5 % Sio detergento BPKer ir BAKer aktyvumg
sumazino iki 22,1+2,4 % ir 0 %, taciau BtKER fermento aktyvumui jtaka buvo
minimali.

PrieSingas efektas nustatytas aplinkoje esant organiniams tirpikliams.
Daugelis tirty tirpikliy turéjo neigiamg jtaka fermenty aktyvumui. Verta isskirti
DMF, kuris padidino BtKER aktyvuma iki 126,143,6 % (10 %) ir 134,8+2,9 %
(25 %).

3.2.5.5. Slopikliy poveikis

Ivairiy slopikliy poveikis mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamoms

keratinolizinéms peptidazéms pateiktas 3.11 lentel¢je.
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3.11 lentelé. Slopikliy jtaka BtKER, BPKer ir BAKer aktyvumui ir stabilumui.

Slopiklis Koncentracija (mM) Liekamasis aktyvumas (%)
BtKER BPKer BAKer
Kontrolé - 100
EDTA 10 36,6+2,8 1,717 24,148,6
EGTA 10 24,4434 42,3+141 33,749,8
DTT 1 173,2+4,2 115,3+4,6  155,2+3
B-ME 5 93,2+2,4 92,2+6,3 176,1+11,8
Leupeptinas 10 34,1417 - -
Fenantrolinas 10 72,4+3,1 61,3+t2,6  31,65+15,3
Pefabloc® SC 1 7,319 57,647,8 42,3437

Teigiamas efektas pazymétas paryskintu Sriftu. Neigiamas efektas (daugiau kaip 50
%) pazymetas pabrauktu Sriftu.

Slopikliy panaudojimo esmé ir jy jtakos jvertinimo svarbumas jau yra
aptartas ankstesniuose skyreliuose. Tiriant mezofiliniy mikroorganizmy
keratinolizines peptidazes (3.11 lentelé¢) nustatyta, kad visos peptidazés
(BtKER, BPKer ir BAKer) gali priklausyti serino peptidazéms. Eksperimenty
rezultatai patvirtina literatiiros duomenis apie baciloms priklausanéias serino
keratinazes >*. Verta paminéti, kad tirty peptidaziy funkcionalumui yra svarbiis
metaly jonai. Esant aplinkoje metalus suriSantiems junginiams — prarandamas
aktyvumas, todél tirtas peptidazes galima vadinti serino-metalo-peptidazémis.

Gerai zinomas redukuojanc¢iy medziagy (DTT, B-ME) poveikis
keratinazéms ar $iy fermenty substratams. Redukuojancios medziagos gali
turéti jtakos struktiiriniams baltymams. Redukuojant baltymo pavirSiuje ar tarp
baltymo domeny esancius disulfidinius tiltelius, paZeidziama baltymo natyvi
erdviné konformacija. Toks dalinai iSlankstytas baltymas dazniausiai praranda
savo funkcinj stabilumg ir negali vykdyti tikslinés savo funkcijos %3218 §is
redukuojantis poveikis gali biiti nukreiptas tiek j fermenta, tiek ir j jo substrata.
IS 3.11 lentelés matyti, kad DTT ir B-ME Zzenkliai padidino lieckamaji
fermentin] aktyvumg ir tai yra susij¢ su substrato redukcija. Redukuotas

substratas tampa lengviau prieinamas peptidazéms.
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3.2.5.6. Substratinis savitumas

Kiekybiné analizé:
Mezofiliniy mikroorgaznimy sekretuojamy keratinoliziniy peptidaziy

substratinio savitumo rezultatai pateikti 3.12 lenteléje.

3.12 lentelé. BtKER, BPKer ir BAKer substratinio savitumo jvertinimas.

Baltyminis substratas Santykinis aktyvumas (%)
BtKER BPKer BAKer
Vilnos keratinas 100 100 61,5+4,8
Na-kazeinatas 84+2 4 96,7+1,8 100
Kolagenas 17+1,1 91,9459 52,1+0,7
Jaucdio serumo albuminas 12+1,2 18+5,7 34+1,7
Zelatina 7+0,8 10,9+3,5 73,7£2,9

Remiantis gautais rezultatais (3.12 lentel¢) galima teigti, kad panaSiu
substratiniu savitumu pasizymi BtKER ir BPKer. Sie fermentai vienodai
efektyviai hidrolizavo vilnos kerating ir natrio kazeinata. BPKer fermentas taip
pat efektyviai (91,9£5,9 %) hidrolizavo kolagena. BAKer fermentas didziausiu
efektyvumu pasizyméjo hidrolizuodamas natrio kazeinata — tirpy substrata.
Apibendrinant: BtKER ir BPKer gali buti priskirti fermentams, efektyviai
hidrolizuojantiems tiek tirpius, tiek netirpius substratus, o BAKer — efektyviau

hidrolizuoja tirpius substratus (3.23 pav.).

A

Zelatina Keratinas BSA Na-kazeinatas Kolagenas

LY |

116 kDa
66.2 ka

45 kDa
35 kDa

25 kI

18.4 kda
14.4 kDa

B

116 KIDda
66,2 KD e

45 KIda s

35 KDa e
25 KD —

18,4 KDa
144 KIda

3.23 pav. BPKer (A) ir BAKer (B) substratinio savitumo kokybiné analizé. (-) —
meéginys prie§ hidrolize. (+) — méginys po hidrolizés. M — Pierce™ Unstained Protein
MW Marker.
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3.2.5.7. Peptidy analizé

Produkty analizé¢ PAGE:
Biologinés degradacijos metu, naudojant BPKer ir BAKer fermentus,
yra gaunami mazesnés molekulinés masés paptidai nei cheminés degradacijos

metu (3.24 pav.).

M BPKerBAKer CH

3.24 pav. Hidrolizés produkty analizé. M — PageRuler™ Unstained Low Range
Protein Ladder. BPKer - hidrolizés produktai, gauti kerating veikiant BPKer
fermentu. BAKer — hidrolizés produktai, gauti kerating veikiant BAKer fermentu. CH
— komerciniai hidrolizés produktai, gauti cheminés degradacijos metu.

Nustatyta, kad tiek BPKer, tiek BAKer hidrolizatai formuoja nezymiai
vienas nuo kito atskiriamus du peptidy telkinius: BPKer — 10-20 kDa ir 4-7
kDa; BAKer — 4-6 kDa ir 8-13 kDa. Cheminés hidrolizés metu gauty peptidy

molekuliné masé didesné nei 20 kDa.

Produkty analizé TLC:

Hidrolizés produkty analizé plonasluoksnés chromatografijos metu
(TLC) parodé¢, kad BPKer ir BAKer formuoja du panasaus pasiskirstymo
koeficiento peptidy telkinius (3.25 pav.).
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BPKer CH BAKer

3.25 pav. Hidrolizés produkty analizé TLC. CH — komerciniai hidrolizés produktai,
gauti cheminés degradacijos metu. BPKer — hidrolizés produktai, gauti kerating
veikiant BPKer fermentu. BAKer — hidrolizés produktai, gauti kerating veikiant
BAKer fermentu.

Visos tirtos mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamos keratinolizinés
peptidazés pasizymi hidrolizei tinkamomis tiek fizikinémis, tieck cheminémis
savybémis. Sie fermentai gali buti pritaikomi plataus spektro baltyminés
kilmés medziagy biologinei degradacijai iki vertingy mazos molekulinés masés
produkty. Hidrolizés produkty — peptidy — funkcionalumas (pvz., antibakterinis
poveikis, antioksidacinis poveikis ir kt.) turi biiti pademonstruotas in vitro ar in
vivo, tafiau vien jau Siy peptidy gamyba, panaudojant misy fermentus, yra

svarbus zingsnis link efektyvios zaliavy biodegradacijos.

3.2.6. BtKER koduojancio geno klonavimas
3.2.6.1. Geno paieska ir bioinformatiné analizé

Jau nustatyta, kad Bacillus sp. AD-12 kamienas priklauso B. cereus
mikroorganizmy grupei (3.2.1. skyrelis). Tikétina, kad keratinolizinés
peptidazeés, sekretuojamos §iai grupei priklausan¢iy mikroorganizmy, pasiZymi
aukstu homologiskumu (koduojamos ortologiniy geny). NCBI duomeny bazéje
yra B. cereus keratinazes daliné seka (GenBank: AEI83225.1). Atlikus Sios

sekos paieska bakterijy genomy duomeny bazéje,
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=) nustatytas sekos homologiskumas
Sarminei serino proteazei (B. thuringiensis XL6, 99 %, GenBank:
CP013000.1), termofilinei serino proteazei (B. cereus ATCC 4342, 99 %,
GenBank: CP009628.1), subtilizinui (B. cereus FM1, 99 %, GenBank:
CP009369.1), termitazei (B. cereus FORC 013, 97 %, GenBank:
CP011145.1), Sarminei serino proteazei (B. anthracis Stendal, 94 %, GenBank:
CP014179.1). Literatiroje yra duomeny apie j subtilizing panasiy peptidaziy
geb¢jimg hidrolizuoti pauks¢iy plunksny kerating, todél manoma, kad
identifikuota geno seka gali koduoti BtKER baltyma 2",

Remiantis seky homologiskumu buvo sukurti BtKER-proF ir BtKER-
proR pradmenys, skirti pagausinti hipotetinj btker geng su prie$srovinémis ir
pasrovinémis sritimis. Panaudojus Touchdown PGR sékmingai pagausintas
1369 bp ilgio genominés DNR fragmentas. Sio fragmento analizé pateikta 3.26
pav.

Gauto DNR fragmento in silico analiz¢ leido identifikuoti 1194 bp ilgio
atviro skaitymo rémelj, kuris koduoja 397 aminoriigi¢iy baltyma. Sio baltymo
apskai¢iuota molekuliné masé yra 42390,84 Da, izoelektrinis taSkas — 7,991.
SignalP 4.1 programa buvo identifikuota 28 aminoriigs¢iy signaliné seka (Pre-

seka) %

. PaSalinus signalin¢ sekg yra gaunamas 369 aminortigsciy subrendgs
baltymas, kurio molekuliné masé — 39312,17 Da, o izoelektrinis taSkas — 7,014.
Teorine BtKER baltymo molekuliné masé sutampa su eksperimentiSkai
nustatyta molekuline mase 3.2.4. skyrelyje.

Remiantis MEROPS ?* ir NCBI ! duomeny bazémis, pavyko
identifikuoti baltymo funkciniam aktyvumui svarbias aminortgstis, kurios
sudaro katalizing triada: 146-oje pozicijoje esanti asparto rugstis, 179-0je —
histidinas ir 333-oje — serinas (pozicijos suraSytos remiantis Pre-baltymo
aminorigiéiy seka). Si SHD kataliziné triada yra konservatyvi, o §ig triada

. e e . . 279-281
turintys fermentai priskiriami serino proteazéms .
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5 CAR ATC CGC CRR ATT ATT GAG TCAR ACE TCT GAT ARR ATT BAGT GGT ACE GGT ACG 1188
1 Q | R a | | E 5 T 5 D ic | 5 G T G T

o

& TAT TGh ARR RAAT GGT AGR GTC AAT GCA TAY ARR GCT ATR CAR TAY GCT ARZR CAR 1242
1 Y W K NG R v N A Y i A | Q ¥ A K a

o

5 TTA CAR GAR BRAT RAR (GCC TCT TAR GAR ATR ATE TRAZ RAC TTT AAT CAG TGR TCT 1296
1 L a E N K A 5

o

5 GCC ATT AGT ACG GGER TAR BAT RGR AGE AGR GAC TTT TAC RAT TRR AGE CTC TCC 1350
i

o

) TTC TTA CRAR ACT ATRE TTA C

) BtEFR-proR

o

3.26 pav. btker geno nukleotidy ir jo koduojamy aminortigsciy sekos. Pre-fermento ir
subrendusio baltymo (Fermentas) pradzios aminoriigStys pazymeétos lauztinémis
rodyklémis. Tiesios rodyklés Zymi tiesioginio ir atvirkstinio pradmens prisijungimo
vietas. Pilki kvadratéliai Zymi Kataliziskai svarbias aminortigstis (kataliziné triada).
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Identifikuoti BtKER baltymo konservatyviis domenai ir sekos pateiktos
3.27 pav.

1 10 ] pell k1] il iy

Bl e e e e e

Aktyvieji saitai i i
Kataliziné triadak i

Specifiniai atitikimai
Superseimos Peptidazés S8 853 superseima
Daugvbiniai domenai Peptidazé 58

3.27 pav. Konservatyvis domenai ir jy padétis BtKER baltyme. Analizé atlikta NCBI
konservatyviy domeny analizés jrankiu “*

Specifinis atitikimas S8 peptidazei is j termitaze panasiy peptidaziy
grupés: 110-368 aminoriigs¢iy padétis. Termitazé yra labai plataus veikimo
spektro serino proteazé, turinti subtilizino domeng. Bidinga SHD kataliziné
triada. S8 peptidazé savo veikimo mechanizmu yra panasi ] tripsing, taciau
nepasizymi homologija. Siy fermenty stabilumas gali biti nulemiamas Ca®*
jony ir disulfidiniy tilteliy.

Specifinis atitikimas S8 ir S53 peptidaziy superseimai: 110-368
aminortig8¢iy padétis. S8 peptidaziy savybés apraSytos jau anksciau. S53
(sedolizinas) peptidazéms budinga tai, kad katalizinéje triadoje Vietoje
histidino yra glutamo riigstis.

BtKER ir 4 panaSiausiy baltymy seky palyginimas pateiktas 3.28 pav.
Baltymy seky palyginimas leido identifikuoti 11 lokusy, kuriuose pasireiskia
aminorigsciy pokyciai:

e Signalinis peptidas — skiriasi 1 aminortigstis (V71) nuo Sarminés serino
proteazés, subtilazés (Bacillus sp. GeD10);

e Subrendes baltymas — skiriasi 2 aminoriigStys (V209I, Y382F) nuo
Sarminés serino proteazés (B. cereus), 4 aminortgstys (S267A, N284S,
N306S, I385V) nuo Sarminés serino proteazés (B. thuringiensis), 7
aminorigstys (T70K, K117N, S267A, N284S, A290G, N306S, 1385V)
nuo termitazes (B. cereus), 7 aminorigstys (T70K, K117N, S267A,
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N284S, N306S, S364T,

I1385V) nuo Sarminés serino proteazeés,

subtilazés (Bacillus sp. GeD10).

BtKER

Pre Fermentas

% 10 20 40 50 60
MKNKIIEFLSVLSFIIGGFFFNTNTSSAETSSTDYVPNQLIVKFKQNASLSNVQSFHKSV

WP_060488697.1 MKNKIINFLSVLSFIIGGEFENTNTSSAETSSTDYVENQLIVKFKONASLSNVQSFHKSY
WP_060630777.1 MKNI(IIvFLSVLSFIIGGE‘E‘FNTNTSSAE‘.TSSTDYVPNQLIVKFKQNASLSNVQSFHKSV
L ELEEE: IS M KNK T I\ F LSVLSFIIGGFFFNTNTSSAETSSTDYVPNQLIVKFKONASLSNVQSFHKSYV
LR P I I M K NK I IMF LSVLSFIIGGFFFNTNTSSAETSSTDYVPNQLIVKFKONASLSNVQSFHKSYV
consensus>70 MKNKII!FLSVLSFIIGGFFFNTNTSSAETSSTDYVPNQLIVKFKQNASLSNVQSFHKSV
7? 89 99 109 119 129
BtKER GANVLSKDDMLGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDP YFNQY|
LTy I Il A NV L SKDDWLGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDP YFUNQY|
Lk A Bl ANV L SKDDWLGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDP YFJUNOQY|
L EEEE ISl C ANV L SKD D LGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDP YFIRINQY|
LRIl C ANV L SKDDJSLGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDP YFRRINQY|
consensus>70 GANVLSKDD.LGFEVVQFSKGTVKEKIKSYKNNPDVEYAEPNYYVHAFWTPNDPYF . NQY
13? 14? 15? 16? 179 189
BtKER GLOKIQAPQAWDSQRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG]
LT IS G 1. OK T QAP QAWDS QRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG
L DR Al G L. OK T QAP QAWDSQRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG
(P EL L ISl C 1. OK T QAP QOAWDSQRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG
LT R G 1 OK T QAP QAWDSQRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG
consensus>70 GLOKIQAPQAWDSQRSDPGVKVAIIDTGVQGSHPDLASKVIYGHDYVDNDNTSDDGNGHG
19? 20? 21? 22? 23? 24?
BtKER THCAGITGALTNNSVGIAGVAPQTSIYARVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
L Ty A T CAGITGALTNNSVGIAGVAPQTS IYAMRVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
L X Y A A T CAGITGALTNNSVGIAGVAPQTS IYAlRVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
L e I T CAGI TGALTNNSVGIAGVAPQTS IYAlRVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
LI L L PPl T H CAGITGALTNNSVGIAGVAPQTS IYAlRVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
consensus>70 THCAGITGALTNNSVGIAGVAPQTSIYA!RVLDNQGSGTLDAVAQGIREAADSGAKVISL
25? 26? 27? 28? 299 309
BtKER SLGAPNGGTALQQOAVOYAWNKGSVIVEAAGNAGNTKANYPAYYNEVIAVE\STDOQSDRKSS
L Al S 1. GAP NGGTALQQAVOYAWNKGSVIVEAAGNAGNTKANYPAYYRNEVIAVINSTDOSDRKSS
T R YAl S L AP NGGTALQQAVOYAWNKGSVIVIAACNAGNTKANYPAYYEEVIAVINSTDQOSDRKSS
L L Bl S . GAPNGGTALQQAVQYAWNKGSVIVEIAAGNAGNTKANYPAYY EVIAVESTDQSDR:{SS
L PP I S 1. GAPNGGTALQQAVOYAWNKGSVIVEAAGNAGNTKANYPAY YRIEVIAVINS TDOSDRKS S
consensus>70 SLGAPNGGTALQQAVQOYAWNKGSVIV.AAGNAGNTKANYPAYY . EVIAVaSTDQSDRKSS
31? 329 339 34? 35? 36?
BtKER WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTQIRQII
WP_060488697.1 WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTQIRQII
WP_060630777.1 WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTQIRQII
WP_000790938.1 WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTQIRQII
WP_006918592.1 WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTOIRQII
consensus>70 FSTYG.WVDVAAPGSNIYSTYKGSTYQSLSGTSMATPHVAGVAALLANQGYSNTQIROQII
37? 389 39?
BtKER DKISGTGTYWKNGRVNAMKAHQOYAKQLQENKAS
WP_060488697.1 DKISGTGTYWKNGRVNAMKAMOYAKQLOENKAS
WP_060630777.1 DKISGTGTYWKNGRVNAKAWOYAKQLOENKAS
WP_000790938.1 DKISGTGTYWKNGRVNARKANYOYAKQLOENKAS
WP_006918592.1 DKISGTGTYWKNGRVNAMKAWQYAKOLOENKAS

consensus>70

ESTsDKISGTGTYWKNGRVNASKA! QYAKQLQENKAS

3.28 pav. BtKER aminortigs$ciy sekos palyginys. WP_060488697.1 — Sarminé serino
proteazé (B. cereus); WP_060630777.1 — Sarminé serino proteazé (B. thuringiensis);
WP_000790938.1 — termitazé (B. cereus); WP_006918592.1 — Sarminé serino
proteazé, subtilazé (Bacillus sp. GeD10). Pre-baltymo (Pre) ir subrendusio baltymo
(Fermentas) pradZios aminoriigStys paZymétos lauztinémis rodyklémis. Konsensus
seka: didzioji raidé — 100 % panasumas; mazoji raidé — >50 % panaSumas; ! — | arba
V; # — bet kuris i$ N, D, Q, E. Paruosta su ESPript 3.0 >4,
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Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad in silico identifikuota
ir gauta geno seka gali koduoti miisy tirtg BtKER baltymg. Geno ir baltymo
sekos palyginimas su duomeny bazése esan€iomis sekomis ir §iy seky analizé
leido priskirti BtKER baltyma serino peptidaziy S8 Seimai, taciau funkcijos
patvirtinimui yra reikalingas grynas rekombinantinis baltymas. Siam tikslui

pasiekti buvo vykdomi hipotetinio btker geno klonavimo darbai.

3.2.6.2. btker geno klonavimas ir raiSka

Mezofilinio  mikroorganizmo  Bacillus sp. AD-12  kamieno
sekretuojamos keratinolizinés peptidazés BtKER hipotetinio geno klonavimui
buvo pasirinktos 4 skirtingos raiskos strategijos. Klonavimo produktas — genas

be signalings sekos.

3.13 lentelé. BtKER geno klonavimo strategijos.

Raiskos Raiskos kamienas Naudoti pradmenys Suteiktas

vektorius pavadinimas

pET-21c(+) E.coli BL21 (DE3) BacKerNde32F pET-21c/BtKER
BacKerxXho31R

pET-28c(+) E. coli BL21 (DE3) BacKerNde32F PET-28c/BtKER
BacKerSTOPXho31R

pET-28c(+) E. coli Rosetta (DE3) BacKerNde32F pET-28cR/BtKER

pLysS BacKerSTOPXho31R

pBAD30 E. coli BW25113 BacKerEcoR31F pBAD30/BtKER

BacKerSTOPXba31R

Visi btker geno klonavimo darbai atlikti pagal 3.1.6.2. skyrelyje
apraSyta klonavimo strategija. Geno raiskos darbai atlieckami pagal standartines
gamintojy rekomendacijas, naudojant atitinkamus antibiotikus ir induktorius.

Pirmame darbo etape buvo pasirinkta btker geng klonuoti j pET Seimos
raiSkos vektorius. Tinkamai parinkus sukurtus pradmenis, buvo gauti BtKER
baltymo variantai su 6 histidino aminortig§timis N baltymo gale (pET-
28c/BtKER) ir su 6 histidino aminortigstimis C baltymo gale (pET-
21c/BtKER). Vykdant baltymy raiska standartinémis fiziologinémis sglygomis

nepavyko identifikuoti rekombinantinio baltymo. Nuo indukcijos pradzios
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praéjus 0,5-1 val. yra stebimas visy lastelés baltymy degradavimas (3.29 pav.).
Panasiis rezultatai gaunami naudojant tieck pET-21¢(+) vektoriy (E. coli BL21
(DEJ)), tiek pET-28c(+) (E. coli BL21 (DE3) ir E. coli Rosetta (DE3) pLysS).

A Oval.  1val 2val.

= = -+ 4

i1

hﬂ—_

200 kDa
120 kDa
$5kDa

S0 kDa
40kDa

30 kDa
25kDa

3.29 pav. Baltymy raiska pET-21c/BtKER (A) ir pET-28c/BtKER (B) vektoriuose.
(A): M — PageRuler™ Unstained Protein Ladder; -- — neindukuoty lasteliy méginys;
+ — Igstelés indukuotos naudojant 0,05 mM IPTG; ++ — lastelés indukuotos 0,5 mM
IPTG. (B): M — PageRuler™ Unstained Protein Ladder; SkaiGiai (5-60) Zymi laika
(min.) nuo indukcijos pradzios; Indukuota naudojant 0,5 mM IPTG. BtKER indukcija
vykdoma 30 °C temperatiiroje, maisant 180 aps. min.™ greigiu.

ISanalizavus gautus rezultatus (3.29 pav.) galima teigti, kad misy
tiriamas baltymas yra toksiskas E. coli BL21 (DE3) raiSkos kamienui. Keiciant
raiSkos salygas (indukcijos pradZia, temperatiira, induktoriaus koncentracija)
nepavyko pasiekti teigiamo rezultato. Visais atvejais vykdavo visy raiskos
kamieno baltymy degradacija.

Siekiant sumazinti rekombinantinio baltymo toksiSkuma, buvo
nuspresta raiska vykdyti E. coli Rosetta (DE3) pLysS kamiene. Sis kamienas
pasizymi grieZta raiSkos kontrole del bakteriofago T7 lizocimo, kuris jungiasi
prie T7 RNR polimerazeés ir slopina transkripcijos iniciacija ir peréjima is

282-286 . .. :
. Toks mechanizmas sumazina bazing¢

iniciacijos 1 elongacijos etapa
rekombinantinio baltymo raiska E. coli lastelése. Atlikus btker geno raiska E.

coli Rosetta (DE3) pLysS kamiene, buvo gauti panasiis rezultatai, kaip ir su E.
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coli BL21 (DE3) kamienu. Bazinés raiskos eliminavimas neturéjo jokio
teigiamo efekto misy tikslinio hipotetinio baltymo raiskai.

[Sanalizavus visus rezultatus, nuspresta pakeisti vektoriy su T7
promotoriumi j kita, silpnesnés raiskos, vektoriy su Pgap promotoriumi. Siam
tikslui pasirinktas pBAD30 vektorius, kuris turi grieztai valdoma, L-arabinoze
indukuojama, Pgap promotoriy i§ araBAD (arabinozés) operono. Si sistema
taip pat yra pritaikyta toksisky baltymy raiskai **"%? Gauti rezultatai

iliustruoti 3.30 pav.

0 val. 1 wal. 2 val. 3 val 4 val 0 wval. 16 wal.

M 1 —

— - + - + - 4+ - + - -+

IUU l\'DEl :_—:
120 kDa
85kDa

S0 kDa s
40 kDa

30 kDa
25 kDa

0 kDa

3.30 pav. Baltymy raiska pBAD30/BtKER. M — PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. -- — neindukuoty lasteliy méginys; + — indukuoty lgsteliy méginys. Indukuota
naudojant 0,2 % L-arabinozés. BtKER indukcija vykdoma 30 °C temperatiroje,
mai$ant 180 aps. min.™ greiciu.

Parinkus rekombinantinio BtKER baltymo raiSkai silng, grieZtai
valdomg, arabinozés indukuojama heterologing sistema, teigiamy rezultaty
pasiekti nepavyko. Raiskos analizés metu nebuvo identifikuotas
rekombinantinis tikslinis baltymas, kurio apskai¢iuota molekuliné masé yra
~39 kDa. Lyginant pPBAD30/BtKER raiska su raiSka pET Seimos vektoriuose,
nenustatyta E. coli BW25113 kamieno vidulgsteliniy baltymy degradacija.
Apibendrinant:

e BtKER baltymas yra toksiSkas, tod¢l sintezés metu yra inicijuojama
lastelés vidulgsteliniy baltymy degradacija arba pats tikslinis baltymas

yra tiesiogiai susijes su $iy baltymy degradacija;
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e RaiSkos sistemos, kurios palaiko Zemg baltymy sintezés greitj ar
eliminuoja bazin¢ baltymy sinteze, yra neefektyvios BtKER baltymo
raiskai;

e Reikalinga raiskos strategija, kuri leisty BtKER baltymg kaupti netirpiy

kineliy pavidalu Igstelés citoplazmoje.

Tinkamos naujy ir biotechnologiSkai svarbiy fermenty fizikinés ir
cheminés savybés, gamtiniy zaliavy biodegradacijos efektyvumas ir
pritaikomumas — svarbiausi Siems fermentams keliami reikalavimai. Siame
darbe dalinai iStirtos mezofilinly mikroorganizmy  sekretuojamos
keratinolizinés peptidazés papildo biokatalizatoriy, tinkamy pramoningje

biotechnologijoje, sarasus.

3.3. Chimeriniai baltymai

Geny inzinerijos ir baltymy inZinerijos metody taikymas ir perspektyvos

leidzia sukurti tokius fermentus, kurie natiiraliai gamtoje neegzistuoja % %%

2% Taikant $iuos metodus, tampa jmanoma pakeisti daugelj fermenty savybiy:

293, 298

termostabiluma *** %', katalizinj aktyvuma , substratinj savituma *®°. Taip

pat gali buti sukuriami bifunkciniai ar net daugiafunkciniai fermentai, kurie

® Sje metodai atveria

pasizymi dviem ir daugiau skirtingais aktyvumais
neribotas galimybes sukurti biotechnologiSkai svarbius biokatalizatorius.

Siame darbe buvo siekiama sukurti sintetines, keratinoliziniu aktyvumu
pasizymincias peptidazes: SynKer-TT (sintetin¢ keratinazé, sudaryta i§ dviejy
GEOker baltymy) ir SynKer-TM (Sintetiné keratinazé, sudaryta i§ GEOker ir

BtKER baltymy).

3.3.1. Sintetinis homodimeras SynKer-TT
3.3.1.1. SynKer-TT klonavimas

Sintetinés homodimerinés keratinolizinés peptidazés SynKer-TT

klonavimas atlieckamas pagal 3.1.6.2. skyrelyje apraSyta klonavimo strategija.
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Klonavimo darbams pasirinktas GEOkerl produktas (Pro-fermentas). Du
funkcionaltis baltymai yra sujungiami pagal end-to-end geny suliejimo
metodika, naudojant jungtuka. Sis jungtukas SynKer-TT baltyme yra sudarytas
IS ELGGS aminoriigs¢iy sekos (EL — Sacl restrikcijos endonukleazés
atpazinimo vietos koduojamos aminortigStys; GGS - dirbtinai pradmens
sukurta seka). Pasirinktos jungtuko aminorligstys paprastai sudaro lankscig
jungt] tarp jungiamy Dbaltymy ir neturi didelés reikSmés baltymy

funkcionalumui ir kitoms savybéms 2 (3.31 pav.).

GeoKerF TT3
e e
Keratinaze Keratinaze
- -«
TTZ2 GeoKerR
PGR
Restrikcija
Ligavimas
Jungtukas
Keratinazé - Keratinaze
SynKer-TT

Klonavimas j pET-28+(c)

(8198) DraIll T7 terminator

(8070) Psil MCS
\ PaeR7I - PspXI - THI - XhoI (158)

(7497) AsiSI - Pvul
(7371) Smal
(7369) TspMI - Xmal

EcoS53KI (1741)
Sacl (1743)

Cloned SynKer-TT

(6295) Pecil 8440 bp
(6179) Bs%g;g‘ S_I?Dé pET-28¢/SynKer-TT
{606{6} ss}tz:n NdeI (3309)
(6040) PFIFI - Tth111I 17 tag
thrombin site
6xHis
Ncol (3367)
(5301) PpuMI BTG
(5276) Fspl - FspAI ; N RBS
(5039) PshAI _ P .\ . Xbal (3406)
(4700) Hpal g A _ \ T7 promoter
(4644) EcoRV s . BoIII (3472)
(440561 Agaxch-' SphI (3669)
§401) 5(2375) BStETT BStAPI (3877)

3.31 pav. SynKer-TT klonavimo strategija. Genolapis parengtas naudojant SnapGene
programos paketa (www.snapgene.com).
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Produktai, skirti klonavimo darbams, gauti naudojant dvi pradmeny
poras: GeoKerF/TT2 ir TT3/GeoKerR. Pirmame klonavimo etape atliekamas
abiejy gauty produkty suliejimas per Sacl restrikcijos taikinj, o antrame etape
SynKer-TT produktas klonuojamas j pET-28¢(+) raiSkos vektoriy, panaudojant
Ndel ir Xhol restrikcijos taikinius. Gautam produktui suteiktas pET-
28c/SynKer-TT pavadinimas.

3.3.1.2. SynKer-TT raisSka ir gryninimas

SynKer-TT raiska ir raiSkos optimizavimas atliekamas pagal 3.1.7.1. ir

3.1.7.2. skyreliuose aprasytas strategijas. Gauti rezultatai pateikti 3.32 pav.
-IPTG -IPTG +IPTG IMAC

1\[ dval. 3val. 3val

116 kDa e SN S
-

66,2 KDa w—

45kDa e

3I5kDa s _1-'

25 kDa v
J— -L:.

3.32 pav. SynKer-TT rai$ka ir gryninimas. M — Pierce™ Unstained Protein MW
Marker. -IPTG — neindukuoty lasteliy baltymy profilis. +IPTG — indukuoty lasteliy
baltymy profilis. IMAC - baltymy profilis po gryninimo. Eliucija su 250 mM
imidazolo.

Remiantis gautais rezultatais (3.32 pav.) galima teigti, kad indukcijos
salygos (indukcijos pradzia 0,4 o. v., 0,5 mM IPTG, indukcijos temperatira —
30 °C, indukcijos laikas — 3 val.) yra tinkamos rekombinantinio SynKer-TT
baltymo sintezei. Praéjus 3 val. nuo indukcijos pradzios yra stebimas baltymy
profilio atsiradimas ties mazdaug 116 kDa baltymy dydZio standartu. TeoriSkai
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apskaic¢iuota molekuliné SynKer-TT mas¢ yra 116994,69 Da, todél galime
teigti, kad identifikuotas baltymas yra SynKer-TT.

Rekombinantinis baltymas buvo kaupiamas lgsteliy citoplazmoje
netirpiy kiineliy pavidalu. Kineliy tirpinimas atlickamas 50 mM Tris-HCI
buferiniame tirpale (pH 8) su 6 M karbamido. Gryninimas vykdomas pagal

gamintojo rekomendacijas. Taikoma 3.1.7.1. skyrelyje apraSyta strategija.

3.14 lentelé. SynKer-TT gryninimo eiga.

Gryninimo Bendras Bendrasis Savitasis ISgryninimas ISeiga

stadija baltymo aktyvumas  aktyvumas (%)
kiekis (mg) (V) (Umg?)

Grubus 12,1+0,4 1047,3t70, 86,7+7,2 1 100

ekstraktas 2

IMAC 1,9+0,3 414+33,1 223,8+27,2 2,58 39,5

Ni%* giminingumo chromatografija buvo sé¢kminga. Pasiektas 2,58
iISgryninimo laipsnis ir gauta 39,5 % iSeiga (3.14 lentelé). SynKer-TT baltymas
yra aktyvus, taciau lyginant jj su RecGEOker baltymo aktyvumu (1437,6+7,5
U mg ), nustatytas 6,4 karto maZesnis savitasis fermentinis aktyvumas.
Aktyvumo praradimas gali biiti susijes su sudétinga Sio homodimero erdvine
struktiira. Yra tikétina, kad arti vienas kito esantys baltymy domenai gali
trukdyti efektyviai saveikai tarp fermento ir substrato. Sig problema galéty
iSspresti ilgesnio jungtuko panaudojimas arba lankstaus jungtuko pakeitimas

nelanksciu.

3.3.1.3. SynKer-TT savybés

Temperatiirinis SynKer-TT stabilumas:

Taikant baltymy inZinerija yra siekiama gauti geresnémis savybémis
pasizymincius sintetinius fermentus. Temperatiirinis stabilumas - viena
svarbiausiy fermenty savybiy. Tikétina, kad dél trumpo jungtuko, sintetinio
homodimero domenai yra arti vienas kito ir tai gali padéti iSlaikyti nepakitusig

erdving struktiirg esant aukstai temperatiirai. Gauti rezultatai pateikti 3.33 pav.
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3.33 pav. Temperatiiros jtakos baltymo stabilumui palyginimas tarp RecGEOKker ir
SynKer-TT. Fermentai inkubuojami 80 °C temperatiiroje.

Rezultatai patvirtina hipoteze dél temperatiirinio stabilumo. RecGEOker
ir SynKer-TT buvo inkubuojami 80 °C temperatiiroje 4 val. Nustatyta, kad
homodimeriné SynKer-TT struktira yra iki 11 % stabilesné tirtoje
temperattiroje.

Keratino hidrolizés potencialas:

D¢l homodimerinés SynKer-TT struktiros gali pasikeisti substrato
prieinamumas. Sis pokytis nulemty skirtingos kokybés, mazos molekulinés

masés peptidy gamyba. Rezultatai pateikti 3.34 pav.

Jungtukas
Keratinazé Keratinazé . Keratinaze
RecGEOker SynKer-TT
A HMW-G-PAGE TAW-T-PAGE INWT-EGPAGE ol MW-T-EG-PAGE C
MIHP M HPHPI M HP HPI § - CH  RecGEOker SynkerTT

kD
15kDn | ll>¢
10k
R
Sk

3.34 pav. RecGEOKker (A (PAGE)) ir SynKer-TT (B (PAGE) ir C (TLC)) hidrolizés
produkty analizé. M1 — PageRuler™ Unstained Protein Ladder. M2 — PageRuler™
Unstained Low Range Protein Ladder. HMW-G-PAGE - glicininé elektroforezeé.
LMW-T-PAGE - tricininé elektroforezé. LMW-T-EG-PAGE - tricininé
elektroforezé su etilenglikoliu. ULMW-T-EG-PAGE - tricininé elektroforezé su
etilenglikoliu. HP/HP1 — hidrolizés produktai, gauti naudojant RecGEOker, 0 HP2 —
naudojant SynKer-TT. CH - komerciniai hidrolizés produktai, gauti cheminés
degradacijos metu. S — ypa¢ mazos molekulinés masés peptidai.
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Hidrolizés produkty analizé (3.34 pav.) parodé, kad SynKer-TT
homodimeras hidrolizuoja vilnos kerating iki tinkamos kokybés produkty.
Peptidai, gauti naudojant SynKer-TT fermenta, atitinka hidrolizés produktus,
gautus naudojant RecGEOker. Apibendrinant: pritaikius geny ir baltymy
inZinerijos metodus, pavyko sukurti ir gauti funkcionaly homodimerinj

fermentg su geresnémis pritaikymo galimybémis.

3.3.2. Sintetinis heterodimeras SynKer-TM
3.3.2.1. SynKer-TM klonavimas

Sintetinis heterodimeras SynKer-TM klonuojamas pagal 3.3.1.1.
skyrelyje aprasyta metodikg. Klonavimo darbams pasirinktas GEOkerl
produktas ir BtKER (be signalinés sekos). Sie du baltymo domenai sujungiami

naudojant lanksty ELGGS jungtukg. Klonavimo strategija pateikta 3.35 pav.

GeokerF T
—

—

- -—

TT=2 BacKerSTOPXho31R
PGR

Restrikcija
Ligavimas

Jungtukas
Keratinazé | BtKER

SynKer-TM
J Klonavimas j pET-28+(c)

MCS PasR7I - PspXI - THI - Xhol (158)
(7742) Dralll SaxAl* (416)

AFIIL (&36)

. BstBI (883)
(7041) AsSISI - Pvul
(e915) Smal Dral {1009}

(6913) TspMI- Xmal

101 i
¥1 orl | Gacpy, T
7 verm r]nar‘.;,\_

EcoS3kI (1285)
- Sack (1287)
NotI (1360)

Alel (1713)

Synker-TM
7984 bp

(5839) Pell pET-28c/SymKer-TNI

(5723) BapQlI - Sapl SgrDI ( )
(5643) Tatl
(5610) BsStZL7I Bsal (2393)

(5584) PFIFI - Tth111X MNdel (2853)
MNcol (2911)

RBS

Mbal (29%0)

T7 promoter

(4845) PpuMI = —
(4820) Fspl - FspAl L BglII (201&)
(1583) PshAI Sphl (3213)

(4z244) Hpal BstAPI (3421)
(4188) EcoRV BstEIL (3919)
(3945) Apal PspOMI (3545}

3.35 pav. SynKer-TM klonavimo strategija. Genolapis parengtas naudojant
SnapGene programos paketa (www.snapgene.com).
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Produktai, skirti SynKer-TM klonavimui, gauti naudojant dvi pradmeny
poras: GeoKerF/TT1 ir TM1/BacKerSTOPXho31R. Gautam produktui
suteiktas pET-28c/SynKer-TM pavadinimas.

Sintetinio heterodimero kiirimui strategiskai parinkti geoker ir btker
genai, koduojantys fiziologiskai skirtingus baltymus. Literatiiroje apraSytos
metodikos daZniausiai rekomenduoja rinktis panasius ar identiskus baltymus °,
nes tokiy baltymy funkciniam aktyvumui néra sudétinga parinkti tinkamg
aplinka. Siame darbe SynKer-TM baltymo kiirimas pasirinktas dél keliy
priezasCiy:

e Siekiant padidinti rekombinantinio baltymo tirpumg: RecGEOker
baltymas yra netirpus ir kaupiamas lgstelés citoplazmoje netirpiy
kiineliy pavidalu. Tikimasi, kad §; baltyma suliejus su BtKER baltymu,
bus padidintas RecGEOKer baltymo tirpumas;

e Siekiant sumazinti BtKER baltymo tirpumg arba gauti aktyvig Sio
baltymo formg: manoma, kad BtKER baltymas degraduoja visus Igstelés
baltymus dél savo aktyvumo arba inicijuodamas lastelés lizés procesus.
Tikimasi, kad suliejus BtKER baltymg su RecGEOker, pavyks gauti
netirpius  kiinelius — neaktyviag BtKER baltymo forma Iastelés

citoplazmoje.

3.3.2.2. SynKer-TM raiska

SynKer-TM raiSka vykdoma pagal gamintojo rekomendacijas. Raiskos
optimizavimas atliekamas pagal 3.1.7.1. ir 3.1.7.2. skyreliuose aprasytas

strategijas. Gauti rezultatai pateikti 3.36 pav.
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M -IPTG HIPTG -IPTG +HIPTG

1val. 1wval. 2val 2val

116 kDa

66,2 kDa

45 kDa

35 kDa

184 kDa

3.36 pav. SynKer-TM raiska. M — Pierce™ Unstained Protein MW Marker. -IPTG —
neindukuoty lasteliy baltymy profilis. +IPTG — indukuoty Iasteliy baltymy profilis.

Raiskos salygos parinktos pagal anksciau atliktus eksperimentus
(indukcijos pradzia 0,4 o. v., 0,5 mM IPTG, indukcijos temperatiira — 30 °C,
indukcijos laikas 2 val.). Po pirmos indukcijos valandos matomas visy Igstelés
baltymy profilio pasikeitimas. TeoriSkai apskaic¢iuota SynKer-TM molekuliné
masé yra 99169,51 Da. 3.36 pav. ties mazdaug 100 kDa baltymy dydzio
zymeniu identifikuojamas naujas baltymo profilis. Po antros indukcijos
valandos daugelis lastelés baltymy yra degraduojami: atsiranda daug mazos
molekulinés masés baltymy. Taip pat yra iSlikes ~100 kDa dydzio baltymas,
kuris teoriskai gali bati SynKer-TM. Sio baltymo identifikavimui reikalingi

funkcinio aktyvumo testai.

3.3.2.3. SynKer-TM savybés

Vykdant Geobacillus sp. AD-11 kamieno peptidazés (RecGEOker) ir
Bacillus sp. AD-12 kamieno peptidazés (BtKER) suliejima, tikimasi padidinti
rekombinantinio baltymo RecGEOKker tirpumga lgstelés citoplazmoje.

SynKer-TM baltymo tirpumas:

Vykdant SynKer-TM raiska, buvo nustatyta, kad rekombinantinis
baltymas yra kaupiamas netirpiy kineliy pavidalu lastelés citoplazmoje.
Baltyminiy kineliy tirpinimas atliekamas pagal 2.2.26.1. metodikg. Siekiant

iSsiaiSkinti baltyminio komplekso SynKer-TM tirpumg, buvo atliekamas
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pakopinis karbamido Salinimas, panaudojant 4-iy buferiniy tirpaly Sistemy (I —
50 mM Tris-HCI, 6 M karbamidas, pH 8; Il — 50 mM Tris-HCI, 4 M
karbamidas, pH 8; Il1 — 50 mM Tris-HCI, 2 M karbamidas, pH 8; IV — 50 mM
Tris-HCI, pH 8). Rezultatai pateikti 3.37 pav.

~ 10 RecGEOker — SynKer-TM
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3.37 pav. Tirpiy rekombinantiniy RecGEOker ir SynKer-TM baltymy tirpumas.

Netirpiis baltyminiai kiineliai yra vienas 1§ didZiausiy heterologinés
geny raiskos E. coli lastelése trikumy *®. 13 3.37 pav. pateikty kreiviy buvo
nustatyta, kad sujungus RecGEOKer su BtKER baltymus pasiektas 2,78 karto
didesnis baltymo tirpumas (IV — 50 mM Tris-HCI, pH 8).

SynKer-TM funkcinis aktyvumas:

SynKer-TM - stabilus heterodimerinis fermentas. Buvo siekiama
iSsiaiskinti, ar Sis dimeras turi RecGEOKer ir BtKER fermenty aktyvumus. Jau
anksciau nustatyta, kad RecGEOker yra metalo peptidaze, o hipotetinis BtKER
baltymas — serino peptidazé. Baltymai fermentinio aktyvumo nustatymui
paruoSti pagal 2.2.26.1. metodikg. Siekiant jvertinti liakamgjj fermentinj
aktyvumg, chimerinis baltymas SynKer-TM inkubuojamas su skirtingais

slopikliais. Rezultatai pateikti 3.15 lenteléje.

3.15 lentelé. Slopikliy poveikis SynKer-TM fermentui.

Slopiklis - Fenantrolinas Pefabloc® SC  Fenantrolinas ir
Pefabloc® SC

Liekamasis 30°C 17«2 0 9,33+2,5 0

aktyvumas (U) 60°C 128+9,8 1945,6 119+5,3 15,3+1,2
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Ivertinus fermentinj aktyvumg nustatyta, kad SynKer-TM buvo
slopinamas aplinkoje esant tik fenantrolino. Pefabloc® SC ryskaus slopinanéio
poveikio neturéjo. Galima daryti iSvada, kad SynKer-TM konstrukte veikia tik
RecGEOKer fermentas. Apibendrinant:

¢ Nepavyko nustatyti hipotetinio BtKER baltymo aktyvumo;

e Pavyko padidinti RecGEOker fermento tirpumg 2,78 karto (iki 5 mg
mL™) (lyginant RecGEOKer su SynKer-TM);

e Pavyko sumazinti BtKER baltymo tirpuma jj suliejus su RecGEOKer.
Patvirtinta hipotezé, kad BtKER suliejus su citoplazmoje netirpiu
RecGEOker, gaunamas nedidelis kiekis heterodimerinio baltymo. Siuo
metu galima sakyti, kad E. coli lgstelés baltymy hidrolizé vyksta ne dél
BtKER tiesioginio poveikio (fermentinio aktyvumo), o dél nezinomy

vidulasteliniy mechanizmy, kurie inicijuoja lastelés lizg.

3.4. Keratino hidrolizés proceso sukiirimas

Keratinoliziniy peptidaziy pritaikymas ir hidrolizés potencialo
panaudojimas yra vieni svarbiausiy uzdaviniy. Yra tikslinga neefektyvius
mechaninius ir cheminius keratino perdirbimo procesus pakeisti j efektyvius ir
aplinkai saugius biologinius perdirbimo procesus. Siame darbe identifikuoti
trys keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys mikroorganizmai — Bacillus sp.
AD-12, Bacillus sp. AD-W ir Bacillus sp. AD-AA3. Siekiama sukurti
hidrolizés procesg, kuriame sinergistinis naudojamy fermenty poveikis bty

maksimaliai iSnaudojamas mazos molekulinés masés produkty gamybai.

3.4.1. Fermenty savihidrolizés nustatymas

Keratinolizinés peptidazés BtKER, PBKer ir BAKer efektyviai
hidrolizuoja tiek tirpius, tiek netirpius substratus. Substratinio savitumo
nustatyme buvo naudojami jvairis substratai, taciau reikia pastebéti, kad
BtKER fermentas gali biiti atpazintas BPKer ar BAKer kaip substratas ir

dalinai ar visiSkai hidrolizuotas. PanasSus efektas gali biiti nustatytas Su visomis
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naudojamomis peptidazémis. Kitas svarbus aspektas — sekretominiy baltymy
hidrolizé. Pavyzdziui, BtKER fermentas gali atpazinti ir hidrolizuoti ne tik
BPKer ar BAKer, o ir baltymus, esanc¢ius sekretome. Jvykus tokiai netikslingai
hidrolizei bus gautas skirtingos kilmés peptidy miSinys. Netikslingos hidrolizés

rezultatai pateikti 3.16 lenteléje.

3.16 lentelé. Netikslingos hidrolizés jvertinimas.

Fermentas/ BtKER BPKer BAKer BtKER/ BtKER/ BPKer/ BtKER/

Fermenty BPKer BAKer BAKer  BPKer/
rinkinys BAKer
Aktyvumas  22,7¢6  9,3x38 0 24+3,6 18,3+6 1546 32+9,5
V)

Rezultatai pateikti po 4 val. inkubacijos Tris-HCI (pH 7,8), 35 °C temperatiiroje,
mai$ant 700 aps. min.™ grei¢iu. Netikslinga hidrolizé yra iSreiksta aktyvumo vienetais
(U), kurie apskai¢iuojami pagal standartinés fermentinés reakcijos metodika (2.2.19.).

[vertinus visy fermenty ir fermenty rinkiniy netikslingg hidrolize (3.16
lentel¢) nustatyta, kad daugeliu atveju (iSskyrus BAKer) vyksta silpna
savihidrolizé ar sekretome esan¢iy baltymy hidrolizé. Ribojant tikslingos
hidrolizés laika, galima iki minimumo sumazinti priemaisiniy peptidy kiekj,
taciau visiSkai jy iSvengti galima tik naudojant BAKer fermentg. Misy tikslas
yra fermenty komplekso panaudojimas tikslingai hidrolizei, todél tolimesni

eksperimentai atliekami su visomis galimomis fermenty kombinacijomis.

3.4.2. Fermenty sinergistinio poveikio ivertinimas

Fermenty komplekso panaudojimas, hidrolizuojant tikslinj substrata,
gali turéti ir teigiama, ir neigiamg efekta. Jei vienas i§ fermenty dalinai
hidrolizuoja kita fermentg — galimas neigiamas sinergistinis poveikis, jei keliy
fermenty veikimas yra nukreiptas tik ] tikslinj substrata — teigiamas

sinergistinis poveikis. Rezultatai pateikti 3.17 lenteléje.
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3.17 lentelé. Sinergistinio poveikio jvertinimas.

Fermentas/ BtKER BPKer BAKer BtKER/ BtKER/ BPKer/ BtKER/

Fermenty BPKer BAKer BAKer  BPKer/
rinkinys BAKer
Aktyvumas 298+ 194,7+ 5233+ 1783+ 4273+ 649,7+  700,3+
(V) 19,2 10,5 25,4 15,9 16,3 17,6 9,1

Rezultatai pateikti po 6 val. inkubacijos Tris-HCI (pH 7,8), 35 °C temperatiiroje,
maisant 700 aps. min.™ grei¢iu, naudojant 5 mg mL™ vilnos keratino.

Didziausias aktyvumas, tiriant sinergistinj fermenty poveikj (3.17
lentelé) nustatytas naudojant BPKer/BAKer (649,7+17,6) ir
BtKER/BPKer/BAKer (700,3+9,1) fermenty rinkinius, taciau maksimalus
suminis atskirty fermenty aktyvumas nebuvo pasiektas. Tolimesniems
tyrimams pasirinkti trys efektyviausig hidroliz¢ vykdantys kompleksai:

e BAKer — suteiktas pavadinimas Enzl™-;

o BPKer/BAKer — suteiktas pavadinimas EnzlI™-*;

o BtKER/BPKer/BAKer — suteiktas pavadinimas Enzll1™-*,

3.4.3. Hidrolizés proceso temperatiiros nustatymas

BPKer ir BAKer keratinoliziniy peptidaziy fermentinis aktyvumas
geriausiai isreikstas esant aukstesnei temperatiirai — 50 °C. Si temperatiira néra
optimali miisy kuriamam hidrolizés procesui. Siekiama sukurti efektyviai
kambario ar aukstesnéje temperatiiroje veikiancig sistemg. Temperattrinio

aktyvumo rezultatai pateikti 3.18 lentel¢je.

3.18 lentelé. Hidrolizés temperatiiros nustatymas.

Kompleksas Enzl™s EnzlI™os Enzl1™oys

Aktyvumas (U) 25°C 174,3+£7,1 17817 205,7++9,5
30 °C 288+19,7 329,7+13,1 439,7+£22,5
40 °C 497,7+29,3 538,7+23,2 561+46,5

Rezultatai pateikti po 3 val. inkubacijos Tris-HCI (pH 7,8), maigant 700 aps. min.™
grei¢iu, naudojant 5 mg mL™ vilnos keratino.

Siekiant nustatyti tinkamg keratino hridrolizés proceso temperatiirg,
vilnos keratinas buvo veikiamas anks¢iau atrinktais fermenty kompleksais

(EnzI™s EnzlI™®s, EnzIlI™™). Gauti rezultatai patvirtina hipoteze, kad
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auksStesnéje temperatiiroje hidrolizés procesas yra efektyvesnis. Didziausias

efektyvumas gautas 40 °C temperatiiroje, hidrolizei naudojant EnzlI™®* jr

EnzI11"9-* (3,18 lentelé). Apibendrinant:

e Kuo aukStesn¢je temperatiroje yra vykdomas keratino hidrolizés
procesas, tuo trumpesnis laikas reikalingas visiSkai ar dalinei substrato
degradacijai. Atvirkstiné priklausomybé tarp temperattiros ir hidrolizés
laiko;

e Kuo Zemesné¢ temperatiira, tuo ekonomiSkai naudingesnis (pigesnis)
hidrolizés procesas. Tiesioginé priklausomybé tarp temperatiiros ir

resursy.

3.4.4. Hidrolizés proceso pH nustatymas

D¢l naudojamy fermenty pH veikimo optimumy skirtumy yra biitina
jvertinti ir nustatyti tinkama pH miisy kompleksy pritaikymui. Gauti rezultatai

pateikti 3.19 lentel¢je.

3.19 lentelé. Hidrolizés pH nustatymas.

Kompleksas EnzI™o Enzl|™Yo Enzll™Yes

Aktyvumas (U) pH7 34948,5 337,3+6,4 353,3++11,1
pH 8 416,7+14 462,7+49,5 424+16,4
pH 9 397,3£16,9 482,3+11,7 468+13,1

Rezultatai pateikti po 3 val. inkubacijos 35 °C temperatiiroje, maisant 700 aps. min.™
grei¢iu, naudojant 5 mg mL™ vilnos keratino.

Geriausi rezultatai gauti vilnos keratino hidroliz¢ vykdant pH 9
buferiniame tirpale, naudojant EnzII™®¥ (3.19 lentel¢). Panadis rezultatai
gauti naudojant EnzIlI™* (pH 9) ir EnzlI™® (pH 8). Esant tokiems
nereikSmingiems aktyvumo pokyc¢iams, galima naudoti tiek pH 8, tiek pH 9
buferines sistemas. Rekomendacija: keratino hidrolizés procesui naudoti
EnzI™Y (pH 9) arba EnzIl™®™* (pH 8). Siiiloma nenaudoti EnzIII™*-*
komplekso, nes jo paruoSimui reikalingi 3 mikroorganizmy sekretomai, kuriy

gavimui panaudojami didesni resursai.
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Dalinai optimizuotos baltyminés kilmés substraty hidrolizés salygos
(Enzl1"™Y* kompleksas, 30-35 °C temperatiira, pH 8, 3 inkubavimo val., 5-10
mg mL™ vilnos keratino) leido sukurti laboratorinio lygio Keratino
biodegradacijos sistemg. Siekiant pritaikyti §j procesag pramoninei peptidy
gamybai, reikalingos didesniy thriy sistemos ir iSsamesni eksperimentiniai
tyrimai. Kei€iantis tiriui yra biitina uztikrinti tinkama temperatiiros ir substrato
pasiskirstyma visoje sistemoje. Siam tikslui jgyvendinti yra reikalingi

moksliniai ir verslo partneriai i§ pramonine biotechnologija uzsiimanciy sriciy.
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4. APIBENDRINIMAS

Literattiroje keratinolizinés peptidazés ar kitaip vadinamos keratinazés,
yra priskiriamos hidrolaziniy fermenty klasei ir iSsiskiria i§ kity tokio tipo
fermenty savo savitu geb¢jimu skelti fibrilinius baltymus tarpusavyje
laikan¢ias peptidines jungtis “*. Sie fermentai gali veikti ir kaip atskiri
biologiniai vienetai, ir kaip sudétinio fermenty komplekso dalis. Sudétinga yra
priskirti tam tikrus fermentus tiesiogiai keratinazéms todé¢l, kad daugelis
fermenty néra tikrosios keratinazés: jos geba hidrolizuoti tik baltyminj
substratg, kuris dalinai yra prarades savo natyvig struktiirg. Tikrosios
keratinazés geba veikti be kity fermenty pagalbos ir tiesiogiai veikia j natyvy
baltymg 108 145. 154,

Siame darbe buvo siekiama identifikuoti, charakterizuoti ir pritaikyti
skirtingy mikroorganizmy - termofiliniy ir mezofiliniy — sekretuojamas
keratinolizines peptidazes. Moksliniy straipsniy duomeny bazése nuolat
atsiranda naujos informacijos apie iki Siol neapraSytas keratinolizines
peptidazes ir jy pritaikymo galimybes.

Nustatyta, kad pirmasis misy identifikuotas mikroorganizmas yra
priskiriamas termofiliniy mikroorganizmy Geobacillus genciai. ISsamesné
analizé leido salyginai AD-11 izoliatg priskirti G. stearothermophilus rasiai.
Keratinoliziné peptidazé, sekretuojama Geobacillus sp. AD-11 kamieno buvo
pavadinta GEOKer. Sékminga buvo ir $ios keratinolizinés peptidazés
produkcinés terpés paieska. Sukurta ir pritaikyta minimali sintetiné terpe,
kurioje vienintelis anglies, azoto, sieros ir energijos Saltinis yra vilnos
keratinas. Mikroorganizmui esant tokioje aplinkoje yra maksimaliai
sintetinamas ir sekretuojamas ] aplinkg fermentas, galintis vykdyti efektyvia
Sio vienintelio substrato hidrolize ki mazos molekulinés masés junginiy, kurie
jau gali biiti panaudojami lastelés metabolizmui.

Gavus masiy spektrometrijos rezultatus buvo galutinai jsitikinta, kad
Geobacillus sp. AD-11 kamienas sekretuoja GEOker keratinolizing peptidazg.
Detali gauty peptidy seky analizé duomeny bazése leido identifikuoti hipotetinj
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GEOker baltymg. Nustatyta, kad Sis baltymas yra sintetinamas kaip Pre-Pro-
fermentas, kuris galutinai jgyja savo funkciskai aktyvig konformacijg tik po
s¢kmingos sekrecijos ] uZlasteling aplinkg ir po autokatalizes, kurig vykdo
paties fermento N-galinis domenas (Pro-peptidas). GEOker baltymas savo
aminortgs¢iy seka yra panaSiausias j bacilolizing (G. stearothermophilus ir G.
thermocatenulatus), termolizing (thermolysin-like), termostabilia neutralig
proteinaze (B. caldolyticus) ir Sarming metaloproteaze (B. subtilis).

IvykdZius geoker geno klonavimo ir raiSkos eksperimentus nustatyta,
kad aktyvig §io baltymo formg jmanoma gauti tik klonavus GEOker baltyma
kartu su jo Pro-seka (GEOkerl). Tikétina, kad Pro-seka nulemia baltymo
hidrofobiSkuma ir netirpiy baltyminiy kiineliy susiformavimg rekombinantiniy
E. coli BL21 (DE3) lasteliy citoplazmoje. Daznu atveju netirpts baltyminiai
kiuneliai yra didziulé¢ problema vykdant heterologing ar homologing geny
raiSkg. Musy tirtu atveju, Siy kiineliy susidarymas nulémé funkciSkai aktyvaus
rekombinantinio baltymo RecGEOker gavimg. Taip pat pademonstruota, kad
nejvykus autokatalizei — baltymas yra aktyvus.

Fizikiniy ir cheminiy savybiy jvertinimas ir gauti rezultatai papildo
literatiiros duomenis apie termofiliniy mikroorganizmy sekretuojamas
keratinolizines peptidazes. Nustatytos optimalios savybés (temperatiira, pH),
jvairiy cheminiy junginiy poveikis (metaly jonai, detergentai, organiniai
tirpikliai, slopikliai) ir geb¢jimas hidrolizuoti jvairius baltyminius substratus.
Pademonstruota, kad RecGEOKker yra efektyvus ir tinkamas biokatalizatorius
mazos molekulinés masés peptidy gamybai.

Identifikuotos ir detaliai iSanalizuotos 3 mezofiliniy mikroorganizmy
sekretuojamos keratinolizinés peptidazés. Nustatyta, kad visi 3 izoliatai — AD-
12, AD-W ir AD-AA3 - priklauso Bacillus genties bakterijoms. Detalesné
analizé leido AD-12 izoliatg priskirti B. thuringiensis, AD-W — B. altitudinis ar
B. stratosphericus, o AD-AA3 — B. amyloliquefaciens risims. Pasinaudojus
Geobacillus sp. AD-11 kamieno augimo terpés sudétimi, buvo modifikuotos ir
pritaikytos sintetinés terpés mezofiliniy mikroorganizmy sekretuojamy

keratinoliziniy peptidaziy sekrecijai. Pritaikius tg pacig produkavimo strategija,
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buvo sékmingai gauti fermentai, kurie pavadinti BtKER (Bacillus sp. AD-12),
BPKer (Bacillus sp. AD-W) ir BAKer (Bacillus sp. AD-AA3).

Atlikus BtKER baltymo gryninima, gautas apie 39 kDa dydzio
baltymas, kurio funkcinis aktyvumas patvirtintas zimografijos metodu.
Siekiant sukurti optimaly biologinés degradacijos procesa, nusprgsta BPKer ir
BAKer negryninti, o eksperimentams ir pritaikymui naudoti Sias
keratinolizines peptidazes sintetinané¢iy mikrooganizmy sekretominius
baltymus — sekretoma. Detali fizikiniy ir cheminiy savybiy analizé leido
i§skirti jvairias fermenty pritaikymo galimybes. Iki Siol literatiiroje nebuvo
skelbiama informacijos apie B. thuringiensis sekretuojamas Kkeratinolizines
peptidazes, todél misy gauti rezultatai apie BtKER fermentg yra svarbus
indéelis, papildantis informacijg apie $iy fermenty jvairove.

Svarbiausia visy misy tirty mezofiliniy mikroorganizmy savybe -
gebéjimas hidrolizuoti jvairius baltyminius substratus. Keratinolizinés
peptidazés dazniausiai priskiriamos fermentams, kurie efektyviai hidrolizuoja
netirpy kerating, taciau Sie fermentai taip pat efektyviai gali hidrolizuoti ir |
kerating panaSius baltyminius substratus - kolagena ar kitus baltymus -
zelating, jaucio serumo albuming, natrio kazeinatg. Siekiant gauti mazos
molekulinés masés peptidus ar biologiSkai aktyvius peptidus gali bati
panaudojamos jvairios kilmés biologinés zaliavos ir atliekos, todél fermenty
substratinis  savitumas yra svarbus faktorius renkantis tinkamus
biokatalizatorius.

Remiantis aminortgsciy ir nukleotidy seky palyginimais buvo
identifikuotas galimai BtKER baltymg koduojantis genas. Sékmingi Sio geno
klonavimo darbai ir aminorig8¢iy analizeé leido identifikuoti konservatyvia
SHD katalizing triada, kuri yra budinga serino proteazéms. BtKER baltymas
savo aminoriigs8¢iy seka yra panaSiausias j Sarming serino proteaze (B. cereus ir
B. thuringiensis), termitazg (B. cereus) ir subtilaze (Bacillus sp. GeD10).
BtKER geno raiskai buvo panaudotos jvairios heterologinés raiskos sistemos
(E. coli BL21 (DE3), E. coli Rosetta (DE3) pLysS, E. coli BW25113) ir
raiSkos vektoriai (pET-21c(+), pET-28c(+), pBAD30), taciau tikslinis
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rekombinantinis baltymas nebuvo gautas. Yra manoma, kad BtKER baltymas
yra toksisSkas, tode¢l sintezés metu yra inicijuojama lgstelés vidulgsteliniy
baldymy degradacija. RaiSkos sistemos, kurios palaiko Zema baltymy sintezés
greit] ar eliminuoja bazing baltymy sinteze, yra netinkamos BtKER baltymo
raiskai.

Geny inzinerijos ir baltymy inzinerijos metody taikymas ir perspektyvos

leidzia sukurti tokius fermentus, kurie natiiraliai gamtoje neegzistuoja % %%

2% Taikant $iuos metodus, tampa jmanoma pakeisti daugelj fermenty savybiy:

2 2 .. . 2
%29 ar substratinj savituma 2.

termostabiluma 2* ?*’, katalizinj aktyvuma
Taip pat gali bati sukuriami bifunkciniai ar net daugiafunkciniai fermentai,
kurie pasizymi dviem ir daugiau skirtingais aktyvumais °.

Siama darbe buvo sukurti du chimeriniai baltymai: homodimerinis
SynKer-TT (sintetiné keratinaz¢, sudaryta i§ dviejy GEOker baltymy) ir
heterodimerinis SynKer-TM (sintetiné keratinazé, sudaryta i§ GEOker ir
BtKER baltymy). Homodimerinis SynKer-TT baltymas pasizyméjo iki 11 %
didesniu temperatiiriniu  stabilumu 80 °C temperatiroje, lyginant su
monomeriniu RecGEOker baltymu. Suliejus RecGEOker baltyma su BtKER
(SynKer-TM) pavyko padidinti RecGEOker baltymo tirpuma 2,78 karto (iki 5
mg mL™). Taip pat pavyko sumazinti BtKER baltymo tirpuma, tagiau nustatyti
Sio baltymo funkcionalumo nepavyko. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad
baltymy inZinerija yra galingas molekulinis jrankis, leidZiantis sukurti
patobulintus  biokatalizatorius. Literatiroje yra maZzai duomeny apie
keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminius chimerinius baltymus, todél misy
gauti rezultatai yra svarbtis moksliniu aspektu.

Keratinoliziniy peptidaziy pritaikymas ir hidrolizés potencialo
panaudojimas yra vienas svarbiausiy Sios disertacijos uzdaviniy. Yra tikslinga
neefektyvius mechaninius ir cheminius keratino atlieky (zaliavy) perdirbimo
procesus pakeisti ] efektyvius ir aplinkai saugius biologinius perdirbimo
procesus. Buvo siekiama sukurti hidrolizés procesa, kuriame sinergistinis
identifikuoty  keratinoliziniy  peptidaziy poveikis biity maksimaliai

iSnaudojamas mazos molekulinés masés peptidy gamybai. Eksperimentiskai
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nustatytos baltyminés kilmés substrato (vilnos keratino) hidrolizés salygos
(Enzl™®™* fermenty kompleksas, 30-35 °C temperatira, pH 8 buferiné
sistema, 3 inkubavimo valandos, 5-10 mg mL? vilnos keratino) leido sukurti
laboratorinio lygio keratino biodegradacijos sistema. Misy sukurta aplinkai
draugisSka biokonversijos sistema yra tinkama peptidy gamybai, kurie gali biti

panaudojami jvairiose biotechnologijos srityse.
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1)

2)

3)

4)

ISVADOS

Nustatytos ir jvertintos visy tirty (Geobacillus sp. AD-11, Bacillus sp.
AD-12, Bacillus sp. AD-W ir Bacillus sp. AD-AA3) keratinoliziniy
peptidaziy funkcinio aktyvumo priklausomybé nuo jvairiy veiksniy:
temperatiiros, pH, detergenty, organiniy tirpikliy, metaly jony ir
slopikliy;

Siame darbe apraSytos keratinolizinés peptidazés geba efektyviai
hidrolizuoti tirpius ir netirpius substratus iki pridétinés vertés mazos
molekulinés mases produkty;

Chimeriniy (suliety) keratinoliziniy biokatalizatoriy SynKer-TT ir
SynKer-TM kiirimo strategija leido pagerinti rekombinantiniy baltymy
temperatirinio stabilumo ir tirpumo savybes;

Sukurtos ir optimizuotos laboratorinio lygio (mazo tiirio) biologinés
keratino degradacijos sistemos (EnzI1™®* ir EnzIlI™®*), kurios gali

biti pritaikomos atsinaujinanciy biologiniy zaliavy biokonversijai.
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