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Santrumpos
HQ — hidrochinonas

FERO — kalio heksacianoferatas(I1)

MS — metilsiringatas

CAT — pirokatecholis

PZ — promazinas

SYR - syringaldazinas

CAA — kavos riigstis

AMB - N,N “-dimetilamino-4-(4-morfolino)benzenas
PPA - 3(10H-fenoksazino-10-yl)etanolis

DMP - 2,6-dimetoksifenolis

PDA — p-fenilendiaminas

Kwm — Michaelis-Menten konstanta

Vmax — maksimalus fermentinés reakcijos greitis
Kkat— kataliziné konstanta

Kbim — bimolekuliné fermento ir substrato reaktingumo konstanta
K-P — kalio fosfatinis buferis

BRB — Britton-Robinson trikomponentis buferinis tirpalas (boro, fosforo ir acto r.)



[VADAS

Lakazés (EC 1.10.3.2) vieni seniausiy ir daugiausiai tyrinéty fermenty. Jos placiai paplitusios
gamtoje, tarp aukStesniyjy augaly, vabzdziy, prokarioty ir gryby, kiekviename 1§ jy atlieka
atitinkamai skirtingas funkcijas. Gausiausiai randamos ir geriausiai istyrinétos grybinés lakazés,
kurios ir pristatomos Siame darbe. Tai dazniausiai uZlgsteliniai fermentai, dalyvaujantys lignino
degradacijoje, morfogenezéje, atsake ] stresg, pigmentacijoje, patogenezéje. Taip pat jos

atsakingos uz toksiniy fenoliniy medziagy paSalinimg i§ natiiralios grybui augimo aplinkos.

Lakazés katalizuoja oksidacijos — redukcijos reakcijas, perkeliant elektrong nuo vienos
molekulés (oksidatoriaus), ant kitos (reduktoriaus). Savo kataliziniame centre turi keletg vario
atomy, todél dar gali buti vadinamos multivarinémis oksidazémis. Geba katalizuoti jvairiy
kompleksiniy organiniy junginiy oksidacija, naudojant deguonj kaip oksiduojantj agenta, tuo paciu

redukuojant deguon; iki vandens.

Dél savo paprastai plataus substratinio specifiskumo, taip pat stabilumo, auginimo ir
gryninimo pigumo, yra itin patrauklios biotechnologijoje. Pramoniniam fermenty panaudojimui,
ju biosintezé gali bati suintensyvinama panaudojant induktorius, jvairias druskas, palaikant
atitinkamg pH ir temperatirg. Atlikta nemazai tyrimy, ieSkant optimaliy lakazés biosintezés
salygy, Zenkliai padidinanéiy iSeiga. Siuo metu lakazés gana pla¢iai naudojamos maisto,
kosmetikos, popieriaus, medienos, tekstilés pramongje, aplinkos terSaly biotransformacijoje,

bioremediacijoje, biosensoriy gamyboje bei organinéje sintezéje.

Dauguma lakazes produkuojanciy gryby geba sekretuoti keletg jos izoformy. [zofermentai gali
skirtis savo katalizinémis savybémis, stabilumu, substratiniu specifiSkumu. Buvo manyta, kad
skirtumai atsiranda d¢l potransliaciniy modifikacijy variacijy viename gene, taciau véliau
pastebéta, kad jvairios gryby risys turi daugiau nei vieng geng koduojantj lakazes. Pakankamai
didelé lakaziy izoformy jvairove susijusi su adaptacija prie aplinkos salygy, siekiant uZztikrinti

optimaly fermento veikima.

Siame darbe naudota Didymocrea sp lakaze, kuri jau buvo tyrinéta adsorbavus ja ant aukso
nanodaleliy. Tyrimo metu pastebéta, kad pakeitus auginimo salygas, grybas produkuoja ir antraja
izoformg. Tyrime i§grynintos abi izoformos ir palygintas jy substratinis specifiSkumas bei pH

jtaka, temperatirinis stabilumas, metaly drusky jtaka jy aktyvumui.



Sio darbo tikslas — isgryninti lakazés i§ Didymocrea sp. grybo izofermentus bei istirti fiziko-

chemines bei kinetines y savybes. Tikslo jgyvendinimui buvo iskelti tokie uzdaviniai:

1) ISgryninti fermento izoformas;

2) Nustatyti optimalias fermento veikimo sglygas;

3) Istirti lakazés izofermenty savitumg substratams bei nustatyti buferinio tirpalo pH jtaka Siy
substraty oksidacijos greiciui, naudojant spektrofotometrinj metoda;

4) Istirti jvairiy metaly drusky jtakg lakazés izofermenty aktyvumui.

Sio darbo rezultatai pristatyti tarptautinéje mokslingje konferencijoje ,,The Vital Nature Sign
2019. Stendinis praneSimas pristatytas konferencijos dalyviams 3 min trukmés praneSime.

Santrauka pateikta priede.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Fermentai ir jy klasifikacija
Fermentai, tai baltyminiai katalizatoriai, kurie pagreitina reakcijy greitj iki tikstanéiy karty.
Fermenty veikimo mechanizmas priklauso nuo gebéjimo pagreitinti reakcijos greitj, mazinant
aktyvacijos energija. Reakcijos metu fermentas prisijungia prie substrato ir sudaro trumpalaikj
fermento/substrato kompleksg. Reakcijos pabaigoje susidaro produktas (-ai), o fermentas lieka

nepakites, gali jungtis prie kito substrato ir gali biiti pakartotinai naudojamas daug karty (1 pav).

Substratai

Produktas

Aktyvusis
centras

1 pav. Bendra fermenty veikimo schema.

Fermentai skirstomi j SeSias klases, pagal jy katalizuojamas reakcijas, t. y., oksidoreduktazés,
transferazés, hidrolazés, liazés, ligazés ir izomerazés. Didziausia fermenty grupé -—

oksidoreduktazés, kurioms priklauso ir lakazés.

Jos katalizuoja oksidacijos — redukcijos reakcijas, perkeliant elektrong nuo vienos molekulés
(oksidatoriaus), ant kitos (reduktoriaus). Gali biiti skirstomos i poklasius — oksidazés arba
dehidrogenazés. Oksidazés katalizuoja reakcijas, kuriose vandenilio akceptorius yra deguonis
(02), pavyzdziui alkoholio oksidazés, tiesiogiai konvertuoja alkoholius iki atitinkamy aldehidy ir
ketony atpalaiduojant vandenilio peroksida, kaip kofaktoriy naudoja flavino adenino dinukleotida
(FAD) (Goswami et al., 2013). Tuo tarpu dehidrogenazés oksiduoja substratg perkeliant vandenilio
atomg ant elektrony akceptoriaus, Kuris paprastai yra NAD+/NADP+ (2 pav). Alkoholio

dehidrogenazés, skirtingai nei oksidazés, katalizuoja ir grjztamajg alkoholiy dehidrogenizacijg iki
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karboksilo junginiy, reikalingas kofaktorius nikotinamido adenino nukleotidas arba jo fosfatas,

vandenilio peroksidas nesusidaro (Akal et al., 2018).

ad
R OH R o
\EH / Nmii'i__ }D’T" \C H/
| < ADH |
R’ R*
b
R OH R 8]
\;:H / FAD FADHZ \EH/
Bl
B Ha0z B

2 pav. a. alkoholio dehidrogenazés (ADH) katalizuojama reakcija; b. alkoholio oksidazés
(AOX) katalizuojama reakcija.

Oksidoreduktaziy klasei taip pat priklauso peroksidazés, hidroksilazés, oksigenazés ir
reduktazés. Peroksidazés lokalizuotos peroksisomose ir katalizuoja vandenilio peroksido (H20z2)
utilizacijg. DidZioji dalis peroksidaziy savo aktyviajame centre turi hemo grupe ir katalizuoja platy
spektra organiniy junginiy naudojant vandenilio peroksidg (oksiduojant substrata vandenilio
peroksidas ver¢iamas vandeniu) (Watanabe and Nakajima, 2016) Oksigenazés deguonies
molekules i§ molekulinio deguonies inkorporuoja j organinius substratus. Gali biiti skirstomos |
monooksigenazes ir dioksigenazes, dioksigenaziy pavyzdys gali biti triptofano-2,3- dioksigenazg,
kuri dalyvauja triptofano katabolizme (Jones and Solomon, 2015). Monooksigenazés, dar
vadinamos hidroksilazémis prie substraty prideda hidroksilo grupes, pvz., triptofano hidroksilazé.
Sio fermento fiziologiné funkcija hidroksilinti triptofana (aromatine amino riigstj), zinduoliuose
tai limituojantis procesas neurotransmiterio serotonino sintezéje (Moran et al., 2000). Reduktazés

katalizuoja redukcijos reakcijas, gali veikti ir kaip oksidazeés.

1.2 Lakazés

Gausiam oksidaziy poklasiui priklauso ir lakazés (benzendiol: deguonies oksidoreduktazé,
(EC 1.10.3.2). Jos yra vienos seniausiy ir daugiausiai tyrinéty fermenty, placiai paplitusios
gamtoje. Pirmiausia buvo rasta ir aprasyta Japoniskame lakingame medyje (Rhus vernicifera) dar
19-ame amziuje, taciau didesnis démesys sutelktas | fermenta tuomet, kai jis buvo susietas su

medieng ardanciu baltoju pelésiu.



Lakazeés priklauso polifenoliniy oksidaziy grupei, kataliziniame centre turincios vario atomy
ir paprastai yra vadinamos multivarinémis oksidazémis. Katalizuoja jvairiy organiniy junginiy
oksidacija, jskaitant monofenolius, difenolius, polifenolius, aromatinius aminus, ligning ir
policiklinius aromatinius hidrokarbonatus, tuo paéiu redukuojant deguonj iki vandens (Aslam et
al., 2012). Daugiausiai egzistuoja kaip monomerai, dimerai ir paprastai yra tarplasteliniai
glikoproteinai, kiekviename monomere turintys po keturis vario atomus (Afreen et al., 2017).

Lakazeés placiai paplitusios aukStesniuose augaluose, grybuose, taip pat buvo rasta vabzdziuose
ir bakterijose (Kunamneni et al., 2008). Augaluose randamos kur kas re¢iau nei grybuose. Visy
risiy priklausan¢iy Anacardiaceae Seimai, kuriai priklauso ir lakingasis raugmedis
(Toxicodendron vernicifluum), sakuose buvo rasta lakaziy, ta¢iau duomeny apie jy aktyvumag
kitose augaly riiSyse néra gausu (Alcalde, 2007). Didzioji dauguma iki $iol aprasyty lakaziy yra
grybinés, jy aktyvumas nustatytas daugiau nei 60-yje gryby riisiy, priklausanciy basidiomicetams,

askomicetams ir deuteromicetams, aprasyta beveik kiekvienoje riiSyje, kurioje jos buvo ieSkota.

Lac geny reguliacija ir ekspresija skiriasi priklausomai nuo organizmo, ir atspindi tai, kokia
fiziologing funkcija atlicka toje rusyje (Fonseca et al., 2014). Daug tyrimy yra nukreipta j
induktoriy paieska, siekiant padidinti lakaziy iSeigg. Kai kurie tyrimai rodo, kad lakazés yra
indukuojamos, kai pridedama tokiy aromatiniy junginiy kaip vanilino rtigstis, veratrilo alkoholis,
ferulo riigstis, syringaldazinas, ar metaly jony (Cu?*) (Ikehata et al., 2004), ta¢iau §is efektas turéty

biiti patikrintas su kiekviena konkrecia rasimi atskirai.
1.3 Paplitimas

131 Augaluose

Lakazés paplitusios tarp aukStesniyjy augaly, gryby, buvo rasta ir bakterijose bei vabzdziuose
(3 pav). Pirmiausia atrasta augaluose, Japoniskame lakingame medyje Toxicodendron
vernicifluum, prisideda prie lako susiformavimo, i$ ko ir kilo pavadinimas (Kaczmarek, 2017).
Bendrai augalinés lakazés yra glikoproteinai kuriy didelj procenta (20-45%) lyginant su grybiném
(10-25%) sudaro karbohidratai, kurie yra atsakingi uz vario sulaikyma, fermenty stabilumg ir
aktyvumg. Dydis svyruoja nuo 60 iki 130 kDa, 0 izoelektriniai taskai 7,0 — 9,6. Didzioji dalis
lakaziy yra sekretuojami fermentai. Nors aktyvusis centras labai panasus j grybiniy lakaziy, taciau
turi kur kas Zemesnj redokso potencialg, ir aukStesnj pH optimuma, varijuoja tarp 7.0 — 10.0, kai
tuo tarpu grybiniy yra riigstinéje puséje. Sios savybeés i3 dalies gali bati susijusios su skirtingomis
augaliniy ir grybiniy lakaziy funkcijomis, kadangi viena katalizuoja lignino susidaryma, o kita
dalyvauja jo skaidyme. Taip pat yra uzfiksuota, kad palaiko lgstelés sienelés struktiirg ir

integraluma, dalyvauja Zaizdy gijime bei atsake j aplinkos stresus (Wang et al., 2015).
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1.3.2 Prokariotuose

Nors yra keletas publikacijy apie lakaziy aktyvumg bakterijose, jos néra daznos. | lakazes
panasiis bakteriniai fermentai yra vidulgsteliniai arba periplazminiai. Turbit geriausiai iki Siol
apibudinta bakteriné lakazé iSskirta i§ Sinorhizobium meliloti, azotg fiksuojancios bakterijos
priklausan¢ios Rhizobiaceae Seimai, kuri formuoja simbiotinius ry$ius su ankStiniais augalais.
Apibudinta kaip 45 kDa periplazminis baltymas, kurio izoelektrinis taskas yra ties pH 6,2,
aktyvumas nustatytas kaip substrata naudojant syringaldazing. Manoma, kad dalyvauja
pigmentacijoje, elektrony transporte, sporuliacijoje, metaly oksidacijoje ir UV bei H202 atsparume
(Rosconi et al., 2005). Be to, buvo identifikuota ir archéjose, pavyzdziui LccA i$ halofiliniy
archéjy Haloferax volcanii, labai termostabili ir dideliu atsparumu druskoms pasizyminti lakazé.
Tyrimo metu i§gryninti keturi fermentai, kurie visi pasizyméjo aktyvumu tiriant syringaldazinu,
todeél padaryta iSvada, kad susidaré¢ keturios izoformos, kurios pasikeité post-transliaciniy

modifikacijy metu (Uthandi et al., 2010).

1.3.3 VabzdZziuose

Manoma, kad vabzdziuose lakazés dalyvauja kutikulés sklerotizacijoje, kutikuléje oksiduojant
katecholius iki chinony, kurie katalizuoja baltymy kryzminimosi reakcijas. Tai buvo jrodyta
mazajame buoziaiisyje mil¢iuje Tribolium castaneum. Lakazé atliko svarby vaidmenj lervy bei
suaugéliy kutikulés pigmentacijoje, katalizavo kutikulinius baltymus sklerotizacijos metu (Niu et
al., 2008). Taip pat lakazés buvo rastos ir kitose rasyse, pvz., Calliphora, Diploptera ir Drosophila,

kurios dalyvauja sklerotiacijos procese (Kaczmarek, 2017).

1.34 Grybuose

Tuo tarpu grybinés lakazés turi daugiau funkcijy, tokiy kaip morfogeneze, pigmentacija,
atsakas | stresa, lignino degradacija, dalyvauja grybinéje augaly patogenezéje. Lakaziy aktyvumas
nustatytas daugelyje gryby rasiy ir iSgryninta i§ daugelio jy. Daugiausiai i$skirta ir aprasyta i$
filamentiniy gryby, priklausanciy Ascomycetes, Deuteromycetes bei aukstesnei Basidiomycetes
klaséms (Kaczmarek, 2017). Kiek tiksliai gryby produkuoja lakazes pasakyti sunku, kadangi

nebuvo atliktas sisteminis tyrimas.

Lakazinis aktyvumas nebuvo uzfiksuotas zemesniuose grybuose, tokiuose kaip Zygomycetes
ar Chytridiomycetes, nes nebuvo atlikti iSsamiis tyrimai. Kalbant apie mieles, iki Siol Sie fermentai
buvo isskirti tik i§ zmogaus patogeno Cryptococcus neoformans. Mielé produkuoja tikraja lakaze,
kuri oksiduoja fenolius ir aminofenolius, ir yra stipriai susijusi su lastelés sienele ir prisideda prie

atsparumo fungicidams (Brijwani et al., 2010).
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Toxicodendron vernicifluum Arabidopsis thaliana

Augaluose

Tribolium castaneum

Paplitimas

gamtoje Vabzdzivose

Prokariotuose

Grybuose

Pleurotus ostreatus Trametes versicolor

3 pav. Lakaziy paplitimo schema.

1.4 Grybinés lakazés

Dauguma iki $iol tyrinéty lakaziy yra arba vidulgstelinés, arba tarplastelinés, jy lokalizacija
susijusi su fiziologine funkcija ir nulemia substraty spektra (Baldrian, 2006). Dél lakaziy substrato
savybiy, fermentai dalyvaujantys lignino degradacijoje turi buti iSskirtinai uzlgsteliniai. Nors
didzioji dalis jy (apie 95-98%) yra uZlgstelinés kilmes, kai kurios medzio puvimo gryby lakazés
taip pat yra randamos ir lgstelés viduje. Gali biiti, kad vidulastelinés gryby lakazes, panaSiai kaip
ir periplazmingés bakterijy lakazes, gali dalyvauti mazy fenoliniy junginiy transformacijoje Iastelés
viduje, o Igstelés sieneléje lokalizuotos, su sporomis susijusios lakazés, prisideda prie svarbiy

lastelés sienelés apsaugai junginiy formavimosi (Mann, 2009a).
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Geriausiai iki Siol iStirtos lakazés 1§ gryby, priklausanciy basidiomicety grupei, kurie sukelia
baltajj medzio pelésj (Baldrian, 2006). Bendrai katalizinis aktyvumas ir stabilumas tarp fermenty
gali varijuoti priklausomai nuo kilmés, temperatiiros, pH, naudotos kultiirinés terpés. Lakazés
stabilios pH (3,0-6,0), labai priklauso nuo tiriamo substrato. Gali veikti pakankamai placiame
temperatiiriniame intervale (20-55°C), buvo i$skirta ir termostabiliy fermenty, galin¢iy veikti (60-
70°C) temperatiiroje (Saraiva et al., 2012a). Izoformy atsiradimas pastebimas priklausomai nuo
grybo augimo fazés, induktoriy buvimo ir bendry auginimo salygy. Be to, pastebéta, kad tam tikros
rusies produkuojamos izoformos gali varijuoti savo pl reik§Smémis ir skirtis molekuliniais dydziais

ir savybémis (Bertrand et al., 2013).

Lakazés yra holofermentai, jos aktyvi forma gali biti monomeriné, dimerinés ar trimeriné, su
keturiais vario atomais kiekviename monomere (5 pav) (Imran et al., 2012). Kaip ir dauguma
grybiniy uzlasteliniy fermenty, lakazés yra glikoproteinai, turintys apie 10-30% karbohidratinio
turinio (Baldrian, 2006). Glikozilinimo laipsnis svarbus sekrecijoje, proteoliziniam stabilumui,
gebéjimui iSlaikyti vario jonus ir termostabilumui. Taip pat manoma, kad atlieka svarby vaidmenj

nulemiant fermenty izoformy pl reikSmes (Bertrand et al., 2013), jos gali varijuoti tarp 3-7.

Daugelyje tirty gryby buvo rasta daugiau nei viena izoforma. Kai kurios rusys geba sintetinti
platy izofermenty spektra, pavyzdziui, buvo nustatyta, kad baltasis pelésis P. ostreatus sintetina
net 8 izoformas, i$§ kuriy 6 buvo iSskirtos ir iStirtos (Giardina et al., 1999). Tai susije su adaptacija
prie jvairiy aplinkos salygy, siekiant uZtikrinti optimaly fermento veikimg. Kai kurios gryby rsys
produkuoja izofermentus labai panaSius tiek strukttriSkai, tiek katalizinémis savybémis. Taciau
taip pat yra skirtingy autoriy uzfiksuotos lakazes i§ tos pacios ruiSies, su skirtingomis savybémis,
kas ir gali biti paaiskinama skirtingomis auginimo sglygomis, ko pasekoje sintetinamos skirtingos
fermento izoformos. Sie fermentai paprastai skiriasi savo kinetinémis savybémis, pavyzdziui turi
skirtingas Km reik§mes, pH optimumus, optimalig temperatiirg (Bertrand et al., 2013), todél daznai
biina sunku iSgryninti grybiniy lakaziy individualius izofermentus. IS pradziy buvo manyta, kad
skirtumai atsiranda dél post transliaciniy modifikacijy variacijy viename gene. Taciau pastebéta,
kad jvairios gryby rasys turi daugiau nei vieng geng koduokantj lakazes. Agaricus bisporus rasti
du genai, trys genominés sekos pastebétos Pleurotus ostreatus, trys lakaziy izoformos rastos T.
versicolor, keturios skirtingos MRNR sekos rastos Rhizoctonia solani, ir penkios Tametes villosa
(Bertrand et al., 2013, ir cituojami straipsniai). Taigi, pakankamai didelé lakaziy izoformy jvairové
atsiranda dél nemazos jas koduojanéiy geny jvairovés, taip pat jy regulacija gali skirtis,
priklausomai nuo rusies. Atliekant tyrimus su Pleurotus ostreatus buvo pastabéta, kad be vieno,
visomis salygomis gausiausiai sintetinamo fermento POXC, egzistuoja dar trys izoformos

(POXATA, POXA1b ir POXA2), dvi i$ jy buvo iSgrynintos ir apibiidintos. ISgrynintos izformos
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turéjo skirtingas pl reikSmes (4.1 ir 4.3), vienodg molekuling mas¢ — 56 kDa. Sugerties spektro
pikas ties 600 nm ilgio banga rodo, kad tai mélynosios lakazés. Tarp dviejy izoformy dideliy
struktiiriniy ir kinetiniy skirtumy nepastebéta, tik vienas fermentas Siek tiek ilgiau iSlaiko
stabilumg zemesniame pH (Palmieri et al., 2003). Tiriant kita basidiomicetg Pleurotus
nebrodensis buvo sékmingai iSgrynintos trys lakaziy izoformos (Lacl, Lac2 ir Lac3) ir istirtos jy
kai kurios biocheminés savybés. Nors visy izoformy aktyvumas prie skirtingy temperatiiry ir pH
(pH optimumas visoms izoformoms 3.0) buvo labai panaSus, taciau jy termostabilumas labai
skyrési, Lac2 buvo stabiliausia, 0 maZiausiai stabili Lac3, tempratiiroje nuo 30°C iki 70°C. Visos
izoformos vienodai oksidavo ABTS ir visai neoksidavo vanilino ragsties, taciau iSsiskyré
substratiniu specifiSkumu, pavyzdZziui oksiduojant kavos rtigstj, Lac3 pasizyméjo net apie 65% ir
96% didesniu aktyvumu uz Lacl ir Lac2 atitinkamai. Naudojant kita substrata — katechol] —
aktyvumai taip pat skyrési, Lacl pasizyméjo 7% ir 57% didesniu aktyvumu uz Lac2 ir Lac3
atitinkamai (Yuan et al., 2015).

Lakazés gali labai skirtis savo katalizinémis savybémis. Jas buty galima sugrupuoti j tris
grupes, atsizvelgiant j jy redokso potencialg. Pirmajai grupei priklauso fermentai su Zemu redokso
potencialu (<460mV), isskirti i§ augaly, vabzdziy ir bakterijy. Antrajai su vidutiniu redokso
potencialu (apie 470-700mV), isskirti i§ Ascomycota, kai kuriy bakterijy ir Basidiomycetes.
Treéiajai priklauso lakazés su dideliu redokso potencialu (700-800mV). Siai grupei priklauso

fermentai i$skirti i$ Basidiomycetes daugiausiai baltojo pelésio gryby (Kaczmarek, 2017).

1.5 Lakazeés struktiira

Savo kataliziniame centre lakazés daZniausiai turi keletg vario atomy, todél yra vadinamos
multivarinémis oksidazémis. Vario atomai yra trijy tipy: T1, T2 ir T3, aktyviajame centre sudaro

tribranduolj klasterj, dalyvauja deguonies redukcijoje ir vandens produkcijoje (4 pav).

Pirmo tipo vario atomas yra atsakingas uz tipiSka mélyng spalvg ir sugeria Sviesg 610 nm
bangoje. Jis yra netoli substrata prijungiancio centro, ir yra atsakingas uz substrato oksidacijg. T1
yra apsuptas keturiy ligandy, kurie ir nulemia oksidacija potencialy intervale 430-780 mV. Trys i§
ty ligandy yra konservatyviis — du histidino ir vienas cisteino ir Siek tiek silpnesnis ligandas
aksialingje pozicijoje, dazniausiai metioninas (Zucca et al., 2016). Bitent nuo cisteino ir vario
kovalentinés sajungos ir matoma mélyna spalva (Mann, 2009b). Antro ir tre¢iojo tipo atomai
dalyvauja fermento inhibicijoje, kadangi reaguoja su anijonais, tokiais kaip fluoridas ar cianidas.
Kartu jie suformuoja tribranduolj klasterj fermente. Sis T2/T3 klasteris susijes su T1 atomu
konservatyviu His-Cys-His tripeptidu ir katalizuoja O2 redukcijg iki vandens, per keturiy elektrony

granding. Klasteris apsuptas aStuoniy histidino ligandy (Mann, 2009b).
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4 pav. Lakazés aktyvusis centras. Trimate Coriolus zonatus 2HZH lakazés struktiira
gauta i§ Protein Data Bank (PDB).

Lakazés, kuriose néra pirmo tipo vario atomo arba vietoje vario yra cinko ar geleZies atomai,
vadinamos geltonosiomis arba baltosiomis lakazémis. Geltonosios neturi T1 vario ir biitent dél
Sios priezasties §viesa sugeria 320-340 nm bangy ilgyje (Ike et al., 2015). Siuo metu néra daug
informacijos apie geltonyjy lakaziy gryninimg ir jy katalizines savybes, taciau yra uzfiksuota
nemazai gryby rusiy, kurios jas produkuoja, pavyzdziui bazidiomicetas Stropharia aeruginosa
(Daroch et al., 2014). Baltosios turi vienintelj vario atoma, ir jose taip pat néra stebima sugertis
610 nm, nei 330 nm bangoje, taciau turi pika ties 400 nm bangos ilgiu, dél to, kad jose aptinkami
cinko, gelezies ar mangano atomai. Spalvos nebuvimas gali biiti d¢l vario atomo valentingumo
pokycio. Nors néra multivarinés oksidazés, taciau priskiriamos lakaziy Seimai dél to, kad jy
struktiira identiSka jau Zinomoms lakazéms, be to jos naudoja deguonj kaip oksidacijos substrata
ir reakcijos pabaigoje kaip produktas nesusidaro vandenilio peroksidas. ApraSytos kelios riSys,
produkuojancios baltas lakazes, pavyzdziui Pleurotus ostreatus, Myrothecium verrucaria kuriy

fermentai, be tipinio vario atomy turi ir kity jvairiy metaly atomy (Agrawal et al., 2018).

Trimatés grybiniy lakaziy struktiiros jau buvo nustatytos Siose rtsyse: Coprinus cinereus,
T.versicolor, Pycnoporus cinnabarinus, Melanocarpus albomyces, Rigidoporus lignosus. Visos
jos panasios struktiiros, susideda i trijy nuosekliai i§sidésciusiy B-statiniy tipo struktiiry, susijusiy

su mazais mélynojo vario baltymais, tokiais kaip azurinas ir plastocianinas (Wong, 2009).
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5 pav. (A) Monomeriné T. versicolor 1GYC lakazé, pazymétais domenais, 1 domenas
zalias, 2 — rausvas, 3 — pilkas (vario atomai pazyméti mélynai).(B) Dimerin¢ M.
albomyces 2Q90 lakazé, vario atomai pazyméti zaliai.

1.6 Veikimas

Lakaziy katalizé vyksta dél vienos deguonies molekulés redukcijos iki vandens, kartu
oksiduojant viena elektrong i§ plataus spektro aromatiniy junginiy, j kuriuos jeina polifenoliai,
monofenoliai bei aromatiniai aminai (6 pav). Lakazés turi keturis vario atomus, skirstomus j
pirmajj — T1, prie kurio jungiasi redukuojamas substratas, ir tribranduolj T2/T3 klasterj, kur vyksta

deguonies redukcija iki vandens (Shraddha et al., 2011).

H,O0 - . Laccase (Cu™) _SH

.-'f;. ..\\. + .-/ -..l‘\-\.
0, — “~ Laccase (Cu’) TG
6 pav. Bendra lakaziy veikimo diagrama (SH — redukuotas substratas, Se - oksiduotas
substratas)(Placido and Capareda, 2015).

Trumpai, katalizé vyksta trimis etapais: (1) pirmojo tipo vario atomo redukcija substratu, (2)
elektronas perneSamas nuo pirmojo tipo vario atomo, prie antrojo ir trec¢iojo tipo atomy
trinuklearinio klasterio, (3) trinukleariniame klasteryje deguonis redukuojamas iki vandens

(Brijwani et al., 2010). Pirmiausiai nuo fenolinio substrato hidroksilinés grupés atpalaiduojamas
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protonas ir suformuojamas fenoksilo tipo radikalas. Tuo paciu metu, vienas laivas elektronas
reaguoja su T1 vario atomu ir redukuoja jj i§ natyvios Cu®* formos iki Cu*. Suformuotas fenoksilo
radikalas, gali buti toliau oksiduojamas iki chinono arba dalyvauti nefermentinése reakcijose,
tokiose kaip hidrogenizacija, polimerizacija (Madhavi and Lele, 2009). Substrato oksidacijos
metu, gauti elektronai nuo T1 vario atomo yra perkeliami j tribranduolj T2/T3 klasterj, fermentas
1§ stacionarios formos virsta aktyvia forma. Pilnai vario atomy redukcijai aktyviame lakazés
centre, turi jvykti keturios vieno elektrono oksidacijos reakcijos (Alcalde, 2007). Katalizinés
reakcijos limituojantis Zingsnis néra elektrono perkélimas nuo substrato ant T1 vario atomo, o
vidumolekulinis elektrono perkélimas nuo T1 atomo ant tribranduolio vario klasterio (Kaczmarek,
2017). Deguonies redukcija vyksta dviem etapais. Deguonis prisijungia prie Klasterio
susiformuojant tarpininkams: pirmiausia deguonies molekulé prisijungia pric T2/T3 saito, du
elektronai pasalinami nuo T3 vario ir susiformuoja peroksido tarpininkas. Peroksidas susijungia
su oksiduotu T3 ir redukuotu T2 centru. Létas tarpininko pasisalinimas inicijuojamas paskutinio
elektrono perkélimo nuo T2 vario atomo, ir pagreitinamas krentanc¢io pH, karboksilinés riigSties
protonizacijos Salia aktyviojo centro. Paskutiniame Zzingsnyje, visi keturi vario atomai yra

oksiduoti, ir O% paleidziamas, kaip vandens molekulé (Wong, 2009).

Lakaziy katalizé gali buti iSple¢iama ir nefenoliniams substratams, pridedant mediatoriy.
Mediatoriai tai grupé mazos molekulinés masés organiniy junginiy, kurie gali biiti oksiduojami
lakaziy, ir suformuojantys aktyvius katijoninius radikalus, gebancius oksiduoti nefenolinius
junginius, kuriy pati lakazé oksiduoti negali (Brijwani et al., 2010). Tai yra dviejy pakopy
procesas, i$ pradziy fermentas katalizuoja tarpininko oksidacijg, o tada oksiduotas tarpininkas
oksiduoja substrata (7 pav). Mediatorius turéty atitikti tam tikras savybes: jo paties oksidacija
turéty vykti be trukdziy, biti stabilus, neslopinti fermentinés reakcijos, ir jo konversija turéty biti

cikliné (Agrawal et al., 2018).
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1.7 Gryninimas
Augalinés lakazés iSskiriamos 1§ audiniy ar audiniy skys¢iy méginiy, tuo tarpu grybinés
uzlgstelinés lakazés gryninamos i$ kultirinés terpés. Dazniausiai naudojamos jvairios baltymy
gryninimo technologijos. | tipinius gryninimo protokolus jeina ultrafiltracija, jony mainy
chromatografija, gelfiltracija, hidrofobiné sgveika bei kitos elektroforetinés ir chromatografinés
technologijos (Madhavi and Lele, 2009).

Vieno etapo lakazés gryninimas i§ Neurospora crassa vyksta naudojant ,,Celite*
kolonéling chromatografija, gauta lakazé su 333 U mg™? aktyvumu. Lakazé i§ LLP13 pirmiausia
gryninta kolonél¢je, tada gelfiltracijos metodu. Lakazé i§ T. versicolour gryninta naudojant
etanolio precipitacija, DEAE-sefaroze, fenil-sefaroze, ir Sephadex G-100 chromatografija, gauta
lakazé su 91,443 U mg™* aktyvumu (Shraddha et al., 2011 ir cituojami straipsniai).

1.8 Induktoriy jtaka lakaziy produkcijai

Nors lakaziy biologinés savybés ir praktinis jy taikymas sudomino daug mokslininky, ta¢iau
pramoniniam naudojimui jy nattrali gamyba yra nepakankama. Todél démesys sutelkiamas
lakaziy biosintezés optimizavimui. Sinteze ir sekrecija nulemia daugelis faktoriy, jskaitant maisto
medziagas, kultivavimo salygas, pridedamus induktorius, pH, temperatiirg (Zhu et al., 2016).
Dazniausiai naudojami anglies Saltiniai gliukozé, manoze¢, maltozé, fruktozé ir laktozé. Mieliy
ekstraktas, peptonas, Slapalas, (NH4)SOs ir NaNOs dazniausiai naudojami azoto S$altiniai
(Shraddha et al., 2011). Iki Siol atlikti tyrimai parodé, kad produkcija stipriai priklauso nuo
anglies/azoto santykio terpéje, kiekvienai rasiai individualiai (Giardina et al., 2010). Dauguma
tyrimy rodo, kad optimali lakaziy produkcijai temperatiira varijuoja tarp 25-30°C laipsniy
(Pointing et al., 2000), o tinkamiausias pH tarp 4,5 ir 6,0 (Shraddha et al., 2011).

Tiriant Phlebia brevispora BAFC 633 fermentus ir siekiant padidinti jy iSeiga, ] auginimo terpg
buvo jmaiSoma jvairiy aromatiniy junginiy ir stebima jy jtaka biomasés augimui ir baltymo
sekrecijai. Pridéjus ferulo ragsties, gvajakolio, syringo riigSties buvo matomi nezymis grybo
biomasés prieaugio pakitimai, taciau sekretuojamy baltymy kiekis nepakito. | augimo terpe
pridéjus vanilino padidéjo ir biomasé ir sekrecija, o naudojant kavos riigstj, padidéjo tik baltymy
sekrecija. Tame paciame tyrime stebéta ir metaly jony jtaka, buvo pridéta AgNO3, CuSO4, MNSO4
ir CaClz. Sidarbo nitratas drastiSkai sumazino micelio augima, varis zenkliai padidino, o likusios
druskos reik§mingos jtakos augimui neturéjo (Fonseca et al., 2014). Kity autoriy tyrimuose, P.
ostreatus lakazes indukavo ne tik vario jonai, ta¢iau produkcija patrigubino ir du toksiniai metalai
- Cd?* ir Pb?*. Kity metaly (K*, Na*, Mg?*, Zn?*, Mn?*, Ca?*, Fe?" ir Fe®") pridéjimas, taip pat
reikSmingos jtakos neturéjo (Zhu et al., 2016).
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Teigiama induktoriy jtaka uzfiksuota ir tiriant basidiomiceto Trametes versicolor auginimg j
terpg pridedant veratrilo alkoholio, ksilidino ir lignosulfonaty. Visi jie zenkliai padidino baltymo
produkcija ir aktyvuma lyginant su kontrole. Geriausias induktorius ksilidinas, lakazés aktyvuma
padidino beveik 8 kartus (Saraiva et al., 2012b). Kitame darbe buvo tiriama Pycnoporus
sanguineus lakaziy produkcijos priklausomybé nuo azoto $altinio. Gauti rezultatai parodé, kad
fermenty sinteze stipriai priklauso nuo naudojamo azoto Saltinio, geriausi rezultatai pasiekti
naudojant mieliy ekstrakta, buvo stebimas vir§ 30 U/L aktyvumas, kituose méginiuose su $lapalu,
gautas aktyvumas mazesnis uz 1,6 U/L (Hernandez et al., 2015). Amino ragsciy bei vitaminy
prid¢jimas taip pat padidino produkcijg kai kuriose gryby rusyse. I 23 tirty amino riig§¢iy su
Cyathus bulleri lakaze, D,L-metioninas, D,L-triptofanas, glicinas, D,L-valinas, biotinas,

riboflavinas ir piridoksino hidrochloridas davé teigiamus rezultatus (Ikehata et al., 2004).

1.9 Faktoriy jtaka aktyvumui

Nors nemazai junginiy veikia lakazes teigiamai ir indukuoja jy gamyba, taciau taip pat yra ir
daug medziagy, kurios mazina aktyvumg. Optimalus lakaziy veikimui pH labai priklauso nuo
naudojamo substrato. Fenoliniams junginiams optimumas varijuoja nuo 3,0-7,0 grybinéms
lakazéms ir net iki 9,0 augalinéms (Madhavi and Lele, 2009). Iprastai grybiniy lakaziy pH
optimumas stebimas (nustatomas) labiau ragstingje terpéje. ABTS oksidacijos optimumas
dazniausiai Zemiau uz 4.0, fenoliniams junginiams, tokiems kaip DMP, syringaldazinas apie 4,0-
7,0, hidrochinonui ir katecholiui tarp 3,5-6,0 (Shleev et al., 2004). Bifazinis pH fenoliniy substraty
profilis yra pasekmé dviejy priesingy efekty: pirmas generuojamas redokso potencialo skirtumo
tarp substrato ir T1 vario atomo. Fenolio redokso potencialas (Eo) mazéja, kai pH didéja dél
protony atpalaidavimo oksidacijos metu. Kitas efektas susijes su tiesiogine inhibicija, fermento
aktyvumas aukStesniame (Sarminiame) pH krenta, dél hidroksido prisijungimo prie T2/T3 centro,
ir trukdo viding elektrony pernasg nuo T1 ant T2/T3 (Baldrian, 2006). Optimali temperatira labai
priklauso nuo fermenta produkuojancios riiSies. Lakazés isskirtos i§ Ganoderma lucidum
temperatiirinis optimumas stebimas ties 20-25°C temperatiira, o stabili lakazé islieka 10-50°C
temperatiry intervale (Madhavi and Lele, 2009).

Kaip ir kitas metalg turincias oksidazes, lakazes inhibuoja jvairios cheminés medziagos. Mazi
anijonai, tokie kaip azidai, halidai, cianidai, tiocianidai, fluoridai ar hidroksidai jungiasi prie pirmo
arba antro tipo vario atomo, ko pasekoje sutrikdomas vidinis elektrono perdavimas ir inhibuojamas
veikimas. Kiti inhibitoriai, tokie kaip metaly jonai, riebaly rugtsys, hidroksilglicinas, detergentai
galimai modifikuoja amino rugstis, sukelia konformacinius pokycius arba cheluoja vario jonus
(Polaina and MacCabe, 2007). Atsizvelgiant | tai, kad lakazés natiraliai atsiranda dirvozemyje,

reikéty atkreipti démesj j atsparuma sunkiesiems metalams. Baltojo pelésio Perenniporia tephora
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lakaze paveikus 100 mmol/l Cu?*, Mg?*, Mo?", Ni?*, Co?", Li*, Ca2*, Mn?*, Cd?" ir A" metaly
anijonais, beveik visi mazino fermentinj aktyvuma, stipriausiai veiké Cd?" ir AI¥*, iki 90%,
maziausiai magnio jonai. Inhibicinio poveikio neturéjo tik vario ir liCio jonai, aktyvumas netgi
padidéjo (Ben Younes et al., 2007). Tyrime su Pleurotus sp. grybine lakaze, jos aktyvumag
labiausiai mazino cinko jonai, taip pat pridéjus Mn?* ir Fe?* aktyvumas krito beveik 60%.
Maziausiai jtakos dare Cu?*, Ba®* ir Mg?* jonai, nei vienas i3 tirty metaly aktyvumo nepadidino
(More et al., 2011).

T. versicolor lakaziy aktyvumo tyrime, naudojantis standartiniais testais patikrinta dazniausiai
naudojamy inhibitoriy jtaka. Fermentas apie 2 minutes inkubuotas su inhibuojanciu junginiu
(cisteinu, DTT, DCC, TGA, NaNs) ir matuojamas liekamasis aktyvumas. Tyrimo rezultatai
parodé, kad tik natrio azidas turéjo stipry inhibicijos poveikj (Johannes and Majcherczyk, 2000).
O Cladosporium cladosporioides lakazé pasirodé jautresné Sioms medziagoms, pridéjus po
10mmol/lI DTT, NaNs ir cisteino, buvo pasiekta 100% inhibicija. Mazai aktyvuma veiké SDS ir
EDTA, liekamasis aktyvumas sické beveik 90% pradinio (Aslam et al., 2012).

1.10 Panaudojimas

Lakazés, skirtingai nei peroksidazés, nereikalauja antro substrato, nes jos antrasis substratas —
deguonis — paprastai btina aplinkoje. Dauguma lakaziy yra tarplasteliniai fermentai, todé¢l labai
lengvai i§gryninamos ir nesunkiai atliekamos valymo procediiros, taip pat paprastai pasizymi
dideliu stabilumu uzlastelinéje aplinkoje (Baldrian, 2006). Fermentg lengva gauti i§ gryby, kuriuos
néra sunku uzsiauginti laboratorinémis saglygomis, fermento produkcija gali biiti indukuojama.
Grybai yra efektyviausi producentai, kadangi lakazés turi aukSc¢iausig redokso potencialg lyginant
su bakteriném ar augaliném lakazém (+800mV) (Brijwani et al., 2010), todé¢l daugiausiai
naudojami biotechnologijoje. Naudojama maisto, kosmetikos, popieriaus, tekstilés pramongéje,
aplinkos terSaly biotransformacijoje, bioremediacijoje, biosensoriy gamyboje, organingje sintezeje

(8 pav).
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8 pav. Lakaziy panaudojimo biotechnologijoje sri¢iy schema (Upadhyay et al., 2016).

1.10.1 Biodegradacija

Siuo metu didelé¢ problema, kad misy aplinka labai uZterta jvairiomis ksenobiotinémis
medziagomis. Kai kurios cheminés medziagos yra kancerogeninés ar mutageninés. Fermenty
naudojimas aromatiniams ter§alams pasalinti laikomas ekonomisku ir efektyviu metodu. Siuo
metu lakazés naudojamos chlorfenoliy, policikliniy aromatiniy angliavandeniliy, su ligninu
susijusiy struktiiry, organiniy fosforo junginiy, fenoliy ir azo dazy bioremediacijoje. Taip pat
naudojamos jvairiy pramonés Saky (maisto, tekstilés, popieriaus, plastiko) isleidziamy nuoteky
detoksifikacijoje (M. Rivera-Hoyos et al., 2013). Jos tersia aplinka dazais, kurie dél savo cheminés
struktliros yra atsparts irimui. Kadangi jprastinés dazy apdorojimo sistemos yra brangios ir
sunaudoja daug cheminiy medziagy, biologinis valymas yra veiksminga alternatyva. Lakaziy
gebéjimas blukinti dazus yra placiai tiriamas, jos skaldo t.y.oksiduoja tokius dazus Kaip
triarilmetanas, indigo, azo bei antrachinoniniai dazikliai (Abadulla et al., 2000). Fermentai dél
savo specifiSkumo skelia tik dazy molekules, d¢l ko dazymo priedai ir pluostai lieka nepaZeisti
(Shraddha et al., 2011). Tai leidzia veiksmingai $alinti i§ aplinkos kenksmingas medziagas, taip
pat, dél tos pacios prieZasties yra naudojamos tekstilés pramonéje audiniams blukinti. Privalumai
mazesn¢ kaina, mazesnés vandens ir energijos sgnaudos, aplinka neterSiama kitais chemikalais.
Lakazés naudojamos ir popieriaus gamyboje, siekiant padidinti jo su tvirtumu susijusias savybes,

pasalina i$§ popieriaus lignino likucius bei jj balina (Virk et al., 2012).
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1.10.1 Maisto pramoné

Maisto pramonéje lakazés naudojamos vaisiy sulciy gamyboje, jos uztikrina jy spalvos
palaikyma, apsaugo nuo natiiralaus parudavimo, kuris atsiranda dél vaisiuose esanciy jvairiy
fenoliy (Brijwani et al., 2010). Duonos gaminimo metu, lakazés naudojamos kaip priedas skoniui,
tekstiirai gerinti. Pridéjus fermento ] teslg sutvirtinamos gliuteno struktiiros, dél ko padidinama
apimtis, mink§tumas, sumazinamas lipnumas. (Madhavi and Lele, 2009) Taip pat naudojama vyno

ir alaus gamyboje, drumstumui mazinti bei stabilumui palaikyti (Imran et al.).

1.10.2 Biosensoriai

Naudojant vieng ar fermenty sistemg galima sukurti biologinius sensorius. Jis gali buti
apibréziamas kaip analitinis jtaisas, kuriame biologinés medziagos (fermentai, lastelgs,
mikroorganizmai, audiniai ir t.t) su atitinkamu transduktoriumi (optiniu, elektrocheminiu,
kalorimetriniu ir t.t.) gali suteikti selektyvia/kiekybing analiting informacijg (Agrawal et al., 2018).
Nors jvairiems fenoliniams terSalams nustatyti jau egzistuoja jvairios spektrofotometrings ir
chromatografinés technologijos, taiau bioanalizé yra selektyvesné, greitesn¢ bei pigesne
(Rodriguez-Delgado et al., 2015). Kadangi lakazés geba katalizuoti vieno elektrono perkélimo
reakcijg be jokiy papildomy kofaktoriy, pradétas tyrinéti jy panaudojimas biosensoriy gamybai,
jvairiems fenoliniams junginiams, deguoniui, azidams, morfinui, kodeinui, katecholaminams,

flavanoidams aptikti (Rodriguez Couto and Toca Herrera, 2006).

1.10.3 Farmacijos sektorius

Daugelis lakaziy produkty yra antimikrobiniai, detoksikuojantys arba aktyvlis asmens
priezitiros agentai. Jos gali biiti naudojamos sudétingy medicininiy junginiy sintezei, tokiy kaip
anestetikai, prieSuzdegiminiai antibiotikai ir t.t., tokie kaip vinblastinas, mitomicinas, penicilino X
dimeras, cefalosporinas (Kunamneni et al., 2008). Vienas i$ potencialiy lakazés pritaikymo tai in
situ jodino, reagento pla¢iai naudojamo kaip dezinfektorius, gamybai (Madhavi and Lele, 2009).
Taip pat buvo uzfiksuota, kad lakazé turi reikiminga ZIV-1 atvirkstinés transkriptazés slopinamajj
aktyvuma (Xu et al., 2012), be jos virusas negali nurasyti savo genetinés medziagos nuo RNR j
DNR. Taip pat lakazés turi potencialo buti naudojamos kosmetikoje, pvz., lakaziy pagrindu
pagaminti plauky dazai yra lengviau pagaminami ir maziau erzina oda, nei dabartiniai dazai
(Rodriguez Couto and Toca Herrera, 2006). Taip pat ji dedama j dermatologinius preparatus odai
Sviesinti, ] dezodorantus ir kitus higienos produktus tokius kaip danty pasta, burnos skalavimo
skystis, muilas ir sauskelnés, dél antimikrobinio poveikio bei geb¢jimo skaidyti nemalonius

kvapus sukelian¢ius junginius (Kunamneni et al., 2008).
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1.10.4 Organin¢ sintez¢

Pastaruoju metu did¢ja susidoméjimas panaudoti lakaze kaip biokatalizatoriy organinéje
sintezéje, kadangi Svelniomis aplinkai salygomis katalizuoja ry$iy susidarymga ir biotransformacija
(Wellington, 2014). Ji naudojama polimery produkcijai be H202 naudojimo (Kobayashi and
Higashimura, 2003). Lakazés jau pritaikytos polimeriniy pléveliy, akrilamido, jvairiy amino ir
fenoliniy junginiy polimerizacijai, ivairiy funkciniy organiniy junginiy sintezei, jskaitant
polimerus turin¢ius specifiniy mechaniniy/elektriniy/optiniy savybiy, tekstilés dazus, kosmetinius

pigmentus, kvapigsias medziagas ir pesticidus (Kunamneni et al., 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Auginimas

Lakazes produkuojantis grybas Didymocrea sp. J6-1 buvo paimtas i§ MMBS gryby kolekcijos,
grybiné kultiira buvo palaikoma ant agarizuotos terpés: salyklo ekstraktas 20,0 (g/l), mieliy

ekstraktas 4,0 ir agaras 15,0; kambario temperatiiroje .

Paruostas inokuliatas uzséjus 1 cm? dydzio grybo micelio gabaliukus nuo agarizuotos terpés j
kolbutes su 50 ml inokuliato terpés ir auginta aeruojant 3 paras 30°C temperatiroje terpéje: 3,5
(g/1) salyklo ekstraktas, 2,5 mieliy ekstraktas, 0,5 MgSOs4, 2,0 KH2POa, gliukoze 8,0, pH apie 5,5-
6,0. Séta grybo suspensijos i$ 50 ml inokuliato kolbutés po 12 ml /500 ml terpés. Auginta aeruojant
kolbose su 500 ml terpés 3 paras 30 °C temperatiiroje. Auginimo terpé 3,5 salyklo ekstraktas, 2,5
mieliy ekstraktas, 0,5 MgSOs, 1,0 KH2POs, 8,0 (g/1) gliukozé, 0,2 mM Cu?*, pH 6,8-7,0.

2.2 Gryninimas

Po auginimo grybo micelis filtruotas, smulkas micelio fragmentai atskirti centrifuguojant 3000
aps/min grei¢iu. | klampy kultiirinj skystj jpilta 20 ml/l terpés superQ Toyopearl 650 M anijonito
ir maiSant ledo vonioje lakazés sorbuotis ant sorbento nuolat matuojant aktyvuma, kol
kultariniame skystyje neliks lakazinio aktyvumo. Sorbentas atskirtas centrifuguojant 3000 aps/min

greiciu, praplaunamas 2 mM K-P buferiu pH 7,0 ir supilamas j kolonélg.

Vykdyta jony mainy chromatografija, fermentai eliuuoti 2,0 mM — 500 mM K-P buferio pH 7,0
gradientu. Frakcijos su lakaziniu aktyvumu surinktos ir dializuotos 1,0 mM K-P buferyje pH 7,0.
Phenyl Sepharose 6 Fast Flow kolonélé sulygsvarinta 1,0 M amonio sulfatu 2,0 mM K-P buferyje.
I fermentinj preparata pridéta (NH4)SO4 iki 1,0 M ir jis sorbuotas ant hidrofobinio Fhenyl

Sepharose 6 Fast Flow sorbento.

Eliuuoti nesorbuoti baltymai (esant 1,0 M amonio sulfato koncentracijai i§ kolonos i$siplauna J6-
1-1 izofermentas ir nedidelé dalis J6-1-11 izofermento), o sorbuoti baltymai frakcionuojami 1,0 — 0

M amonio sulfato gradientu.

IS kolonos eliuuotas sorbuotas J61-2 izofermentas. Frakcijos turinios aktyvumg surinktos ir
dializuotos 2,0 mM kalio fosfatiniame buferyje. Eliuuotas su nesorbuotais baltymais J61-1
izofermentas papildytas amonio sulfatu iki 2,0 M ir, sulygsvarinus tg pacig kolonéle su 2,0 M
amonio sulfatu 2,0 mM kalio fosfatiniame buferyje, sorbuotas joje pakartotinai. ISsiplovus
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nesorbuotiems baltymams, J6-1 izofermentas eliuotas 2,0 — 0 M amonio sulfato gradientu.

Frakcijos turin¢ios aktyvuma surenkamos ir dializuojamos 2,0 mM K-P buferyje.

Toliau lakaziy izofermentai gryninti tuo paciu btidu, bet kiekvienas atskirai. Kolonélé Resource Q
sulygsvarinta 2,0 mM K-P buferiu, pH 7,0. Fermentai sorbuoti kolonél¢je ir, eliuuavus
nesorbuotus baltymus, atplaunami 2,0 mM - 300 mM kalio fosfatinio buferio pH 7,0 gradientu.
Frakcijos su aktyvumu surinktos, sukoncentruotos ir toliau tiriamos arba saugomos -20°C

temperatiiroje, fermentinj preparatg papildzius 10 mg/ml sacharozés.

[Sgryninty izofermenty molekuliné mas¢ ir grynumas buvo nustatomas atliekant SDS-PAGE

elektroforezg.

2.3 pH ir temperatiirinis optimumas

Lakazés aktyvumas kultiirinéje terp¢je buvo matuojamas pagal sintetinio substrato ABTS
oksidacija 414 nm bangoje 30 °C temperatiroje. Naudojantis spektrofotometru, matuojant
oksidacijos produkto susidarymo greitj, nustatytas abiejy lakazés izoformy optimalus pH ir
temperatiira. Aktyvumas matuotas po 24 valandy inkubavimo 4°C bei 25°C temperatiiroje
skirtingo pH buferiniuose tirpaluose. Taip pat jvertinta temperatiiros jtaka, matuojant esant 35-60

C temperatiirai.

2.4 Tzofermenty stabilumas

Tokiu paciu principu nustatytas ir fermenty stabilumas 27 dieny laikotarpyje, laikant skirtingose
salygose: kambario temperatiroje, Saldytuve (4°C), Saldiklyje (-20°C) ir laikant -20 °C
temperatiiroje ir atSildant prie§ matuojant, po to vél uzSaldant. Aktyvumas nustatomas
spektrofotometriskai matuojant sugerties kitimg laike, kaip substrata naudojant ABTS, pradinis
aktyvumas prilygintas 100%. Gautos izofermenty aktyvumo kitimo laike priklausomybés Kkai

fermentai laikomi skirtingose salygose.

2.5 Medziagos ir reagentai:
(ABTS) 2,2°-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoniné ragstis), promazino hidrochloridas (PZ),
siringaldazinas (SYR), natrio acetatas, natrio hidroksidas pirkti Sigma-Aldrich, Sveicarija.
Metilsiringatas (MS), Lankasterio sintezés produktas, rekristalizuotas i§ etanolio. NN *-
dimetilamino-4-(4-morfolino)benzenas (AMB) susintetintas pagal (Kulys et al., 2006a). 3(10H-
fenoksazino-10-yl)etanolis (PPA), susintetinta pagal (Kulys et al., 2006b). 2,6-dimetoksifenolis
(DMP) gautas i§ “Alfa Aesar”, Vokietija. Metanolis, kavos rugstis (CAA) gauti 1§ Fluka,
Sveicarija. Katecholis (CAT), hidrochinonas (HQ), p-fenilendiaminas (PDA) ir kalio

heksacianoferatas(II) (FERO) gauti i§ Reachim, Rusija.
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Tiriamy substraty ir drusky tirpalai gauti juos iStirpinus distiliuotame vandenyje (ABTS, FERO,
HQ, CAT, PDA, PZ) arba etanolyje (AMB, MS, PPA, SYR, CAA, DMP)

Metaly druskos: aliuminio fluoridas (AlF3), vario bromidas (CuBrz2), kalio bromidas (KBr),
aliuminio chloridas (AICI3), kobalto chloridas (CoClz), vario chloridas (CuClz), kalio chloridas
(KCI), magnio chloridas (MgClz2), mangano chloridas (MnClz2), nikelio chloridas (NiClz2), kadmio
jodidas (CdJ), kalio jodidas (K1), sidabro nitratas (AgNOs), kalio nitratas (KNOs), kobalto sulfatas
(CoS0:s4), vario sulfatas (CuSQOay7), vario acetatas (Cu(CHsCOO)2), natrio acetatas (CH3COONa),
natrio chloridas (NaCl) gauti i§ Reachim, Rusija. Natrio fluoridas (NaF) i§ Merck, Rusija. Li¢io
sulfatas (Li2SO4), magnio sulfatas (MgSQOa4), mangano sulfatas (MnSOa4), natrio sulfatas (Na2SQOa4),
cinko sulfatas (ZnSO4), gyvsidabrio acetatas (Hg(CHsCOOQ)2), cinko acetatas (Zn(CH3COOQ)2),

natrio azidas (NaNs) gauti i§ Sigma-Aldrich, Sveicarija.
2.6 Kinetiniai matavimai:

2.7.7 Substratinio specifiskumo tyrimai

Kinetiniai  tyrimai  atlikti  spektrofotometriniu  metodu, naudojant kompiuterizuotg
spektrofotometra “Evolution 300”. Sie matavimai atlikti 50,0 mM natrio acetatiniame buferiniame
tirpale pH 5,5, termostatuojant 25 °C temperatiiroje, esant pastoviam bangos ilgiui. Tirtos substraty
oksidacijos, esant pastoviam bangos ilgiui. Oksiduoto substrato koncentracija apskaiciuota
naudojant atitinkamus molinius ekstinkcijos koeficientus: CAA 310 = 9,5+0,3 mMt.cm™, MS g260
=9,8 mM.cm?, SYR g530 = 65 mM™-cm™, ABTS g414 = 36 mM~t.cm™ (Marcinkeviéiené et al.),
PZ e514 = 8.9 mMt.cmtir PPA es530 = 16 mM-t.cm™ (Kulys et al., 2000), FERO &420 = 1.02 mM-~
Lem™ (Schellenberg and Hellerman, 1958), AMB ee04 = 13.1 mMt.cm™ (Kulys et al., 2006a),
CAT &410 = 0.74 mMt.cm™ (Shleev et al., 2007), HQ 248 = 17,5 mMt.cm™ (C. Minussi et al.,
2007), ], PDA 455 = 17.0 mM.cm™ (pH 5.5) (Karaseva et al., 2003), DMP &468 = 49.6 mMt.cm™
! (Gonzélez, 2006).

2.7.2 pH jtaka reakcijos grei¢iui
Tiriant fermentinés reakcijos greicio priklausomybe nuo pH su jvairiais substratais, naudotas 0,06
M trikomponentis Britton-Robinson buferinis tirpalas (BRB), pastovi tiriamo substrato ir fermento
koncentracija. Vertinant buferinio tirpalo pH jtaka substraty oksidacijos grei¢iui, reakcijy greiciai

perskaiciuoti | santykinius reakcijy greicius didziausig reakcijos greitj prilyginant 100 %.

2.7.3 lvairiy drusky poveikis izofermenty aktyvumui

Ivairiy metaly drusky poveikio lakaziy aktyvumui tyrimai atlikti substratu naudojant ABTS ir

kei¢iant drusky koncentracijas. Kinetiniai matavimai atlikti 50 mM acetatiniame buferiniame
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tirpale, pH 5.5, termostatuojant 25 °C temperatiiroje. Vertinant metaly drusky jtaka pradiniam
reakcijos greiciui, reakcijos grei¢iai perskaiciuoti j santykinius reakcijy greicius, pradinj reakcijos

greit] be drusky prilyginant 100%.

2.7.4 Duomeny analiz¢ ir konstanty skai¢iavimai

Reakecijy greiciai gauti glodinant kreives, esant tiesinei priklausomybei iSskai¢iuojami i$ nuolinko
kampo. Sugerties kitimo kinetinés kreivés buvo perskaiiuojamos ] substrato ar produkto
koncentracijos kitimo kreives naudojant molinés sugerties koeficienta. Gavus pradiniy reakcijos
greiciy priklausomybe nuo substraty koncentracijy ir panaudojus Michaelis — Menten lygtj,
nustatytos Vmax ir Km reik§més. Katalitiné konstanta (kkat) apskaiciuota, kaip reakcijos Vmax ir
fermento koncentracijos santykis (Vmax/[E]). Fermento ir substrato reaktingumo konstanta (Kpim)
gauta i$ katalitinés konstantos ir Km santykio (kka/Kwm). Skai¢iavimai buvo atlikti Mathcad 2001
Professional programa, grafikai nubraizyti naudojantis kompiuterine programa SigmaPlot 12.5 ir

GraFit 3.01.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo naudotas Didymocrea sp. J61 grybinis kamienas, kuris produkavo lakazes.
Jau ankséiau buvo Zinoma, kad §is grybo kamienas produkuoja kelis lakaziy izofermentus, vienas
i jy (J61-2) buvo isskirtas, nustatytas jo optimalus pH, molekuliné masé ir aktyvumas, tirtas
bioelektrokatalizinis lakazés veikimas, adsorbavus §j fermenta deguonj redukuojanciu T2/T3

aktyviuoju vario centru ant aukso nanodaleliy pavirSiaus (Dagys et al., 2016).

Antrasis izofermentas (J61-1) buvo produkuojamas Zymiai silpniau ir jis nebuvo grynintas ir tirtas.
Sio tyrimo metu buvo idgryninti abu izofermentai, tiriamos abi izoformos, lyginamos jy fiziko —

cheminés bei kinetinés savybés.

3.1 Didymocrea sp J61 izofermenty gryninimas
Lakazes produkuojantys grybai Didymocrea sp. isskirti i§ dirvozemio méginiy ir paauginti ant
agarizuotos palaikymo terpés (9 pav). Paruostas inokuliatas, kuris véliau persétas | didesnes

kolbas ir augintas 30°C temperatiiroje.

9 pav. Uzaugintas Didymocrea sp. grybas

Fermenty gryninimas aprasytas metodingje dalyje, rezultatai apibendrinti 1-0je lentel¢je.
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1 lentelé Izofermenty gryninimo duomenys

Gryninimo Bendras Baltymo Specifinis ISvalymo ISeiga (%)
zingsnis aktyvumas kiekis (mg) aktyvumas laipsnis
(vnt/ml) (U/mg)
Kulttriniame 11100 6225,0 1,60 1,0 100,0
skystyje
Jony mainy 10174,0 1330,0 1,7 4.7 92,0
chromatografija
(SuperQ
Toyopearl)
Hidrofobiné J61-1-1020,0 J61-1— J61-1-15 J61-1N.D | J61-1-N.D
chromatografija | o1 > _gosa0 | %800 | je1-2-1200 | 161-279.6 | J61-2-675
(PHE FF) J61-2-70,0
Jony mainy J61-1-3,9 J61-1-1,1 J61-1-3,6 [J61-1-N.D.| J61-1— N.D.
chromatografija | o1 > 65750 | J61-2 - 14,9 | 3612 441, 0 |J61-2 - 272,0| I61-2 59, 0
(Source Q15)

ISgryninty izofermenty molekulinés masés buvo nustatytos taikant SDS-PAGE elektroforezés

metoda. J61-1 ir J61-2 molekulinés masés yra 90,0 ir 59,0 kDa.

J61-2 izoforma turéjo tiping vario atomy turintiems fermentams mélyng spalva, o J61-1 melsvo

atspalvio nesimaté, todél buvo uzrasytas abiejy izofermenty sugerties spektras (10 pav.).

Sugertis

400

600

500

Bangos ilgis, nm

700

10 pav. J61-1 ir J61-2 sugerties spektras
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J61-2 nustatytas vienas pikas ties 600 nm ilgio banga, kas lemia pirmojo tipo vario (Cu?") buvima,
kuris yra atsakingas uz mélyng spalva. Todé¢l galima daryti prielaida, kad tai mélynoji lakaze, o

J61-1 - geltonoji arba baltoji lakazé.

3.2 Izofermenty stabilumas, temperatiirinis ir pH optimumai

Naudojant spektrofotometrinj metoda, matuojant fermento aktyvumg skirtingo pH buferiniuose
tirpaluose, kaip substratg naudojant ABTS, buvo nustatyti pH optimumai abiems izofermentams.
Didziausia aktyvumo reik§mé prilyginta 100%. Gautos procentinés izofermenty aktyvumo
priklausomybés nuo buferinio tirpalo pH. Abiem izofermentam optimalus pH stebimas rugstinéje
srityje ir lygus 3,5 (11.1 pav). J61-1 aktyvumas didinant buferinio tirpalo pH mazéja greiciau nei
J61-2. Aktyvumas beveik visiskai prarandamas, kai pH lygus 8,0. Izofermenty aktyvumas greitai
krenta ir kai buferinio tirpalo pH ragstéja nuo 3,5 iki 2,7, lieka tik 1-3 % jo pradinio aktyvumo

100 Al —

80 -

60 -

A, %

40

20

11.1 pav. J61-1 ir J61-2 izofermenty aktyvumo priklausomybés nuo buferinio tirpalo pH.

Aktyvumas matuotas skirtingo pH (0,1 M Na citratiniame (pH 3,0-5,5) arba kalio

fosfatiniame (pH 6,0-7,0) buferinuose tirpaluose, 30 °C temperatiiroje.

Buvo nustatytas J61-1 ir J61-2 izofermenty stabilumas laikant juos 24 wval. skirtingo pH

buferiniuose tirpaluose, esant 4°C ir 25°C temperatiirai.
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11.2 pav. J61-1 ir J61-2 izofermenty stabilumo priklausomybé nuo buferinio tirpalo pH.
Fermentiniai tirpalai inkubuoti atitinkamo pH tirpale 24 val., esant 4°C ir 25°C temperatirai.

J61-1 lakazeés aktyvumas labai sumaz¢ja (lieka 25 % pradinio aktyvumo) laikant buferiniuose
tirpaluose, kuriy pH maZesnis nei 3,0. Sarméjant buferinio tirpalo pH nuo 3,0 iki 7,0 J61-1 lakazés
aktyvumas staigiai padidéja ir iSlieka gana stabilus (90 -100 %) ir pradeda mazéti pH padidéjus iki
8,0, kai tirpalas laikomas +4 °C temperatiroje. Jei J61-1 lakazé laikoma +25 °C temperatiroje, tai
lakazés stabilumas didéja palaipsniui ir pasiekia 90 — 100 % aktyvumo pH intervale 5,0-7,0.
Buferiniam tirpalui Sarmé¢jant J61-2 lakazeés stabilumas didéja tiek laikant 4 °C tiek 25°C
temperatiroje. J61-2 lakazé stabilesné laikant fermento tirpalus 4°C temperatiiroje, esant

Sarminiam buferinio tirpalo pH intervale 5,5-7,0.
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12 pav. Izofermenty stabilumas, esant skirtingoms laikymo salygoms: 4 °C (O); kambario
temperatiiroje (@); -20 °C, atSildant tik prie§ matavimg ([1); -20 °C, atSildant tik prie$

matavima, po to vél uzSaldant (m).

Tirtas ir izofermenty stabilumas, laikant jy tirpalus skirtingomis salygomis (Saldytuve (4°C),
kambario temperatiiroje (20 °C), $aldiklyje (-20 °C), ir kiekvieng kartg atitirpinant i§ -20°C.
Aktyvumas pamatuotas pirmg dieng spektrofotometriskai prilygintas 100 %. Gautos procentinés
aktyvumo priklausomybés, nuo laikymo salygy (12 pav.). Gauti rezultatai rodo, kad abi izoformos
stabilesnés laikant fermentinj tirpalg 4 °C temperatiiroje. Pirmas 12 dieny J61-1 izofermentas
i8lieka stabilus (aktyvumas 100 %), o J61-2 izofermento aktyvumas pradeda mazéti jau po 10 pary.
28-3 parg J61-1 izofermento aktyvumas sumazeja iki 60 %, o J61-2 — iki 40 %. Laikant fermenty
tirpalus kambario temperatiiroje aktyvumai palaipsniui mazéja, o po dviejy savaiciy abu

izofermentai praktiskai inaktyvuojasi (lieka apie 5 % ).

Ryskiis aktyvumo kitimo skirtumai stebimi laikant fermentinius tirpalus -20 °C temperatiiroje ir
kiekvieng kartg atitirpinant i§ -20°C. J61-1 lakazés aktyvumas praktiskai nekito 10 pary, o J61-2
aktyvumas drastiSkai krito jau nuo pirmos dienos. 28-3 parg J61-1 izofermento aktyvumas
sumazéja iki 60 %, o J61-2 — iki 40 % laikant -20 °C temperatiiroje ar net iki 10 % kiekvieng
kartg jj atitirpinant.

3.3 Substratinis savitumas

Substraty oksidacija katalizuojama J61-1 ir J61-2 izofermenty buvo tirta spektrofotometriniu

metodu, esant fiksuotam bangos ilgiui ir naudojant jvairius substratus.

Visy pirma tirtos pradinio reakcijos grei¢io priklausomybés nuo izofermento koncentracijos,
siekiant pasirinkti tinkamiausig fermento koncentracija kiekvienam substratui. Po to i$ kinetiniy
kreiviy gauty, esant skirtingoms substrato koncentracijoms, gautos reakcijos greicio
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priklausomybés nuo substrato koncentracijy. 13 paveikslélyje, kaip pavyzdys, pateiktos J61-1 ir
J61-2 lakaziy katalizuojamos oksidacijos reakcijos greicio priklausomybés nuo ABTS

koncentracijos.

0.06 : : :
0.05
0.04

0.03

V, mkM/s

0.02 o J61-l

A J61-ll

0.01

| 1 | 1 | 1 | 1
0 100 200 300 400 500
ABTS, mkM

13 pav. J61-1 ir J61-2 Kkatalizuojamos reakcijos grei¢io priklausomybés nuo ABTS
koncentracijos. J61-1 37 nM, J61-2 2,7 nM.

Gautos hiperbolinés reakcijos greicio priklausomybés nuo ABTS koncentracijos glodintos taikant
Michaelio — Menten lygtj. IS gauty kreiviy nustatytos kinetiniy parametry Vmax ir Km reikSmés bei
apskaiCiuotos katalizinés (kkat) ir biomolekulinés substrato bei fermento reaktingumo (kbim)
konstantos (2 lenetelé).

IS 2-0je lenteléje pateikty gauty eksperimentiniy parametry matyti, kad mazesné Km reik§mé
oksiduojant ABTS gaunama su J61-2 lakaze, kas rodo geresnj junginio gimininguma $iai lakazei.
Su J61-1 si reikSmé didesné, §i izoforma pasizymi blogesniu giminingumu Siam substratui.
Apskaiciuotos bimolekulinés fermento ir substrato reaktingumo reik§meés, rodo, kad J61-2 Kpim
reik§mé gerokai didesné uz J61-1, tai rodo, kad sis fermentas ne tik giminingesnis bet ir

reaktingesnis.
Analogiskai atlikti tyrimai ir su kitais substratais. Gauti rezultatai pateikti 2-oje lenteléje.

I§ lenteléje pateikty duomeny galime pastebéti, kad J61-2 izofermentas yra labiau giminingas
ABTS, AMB, syringaldazinui ir ferocianidui nei J61-1, Km reikSmés gautos katalizei naudojant
J61-2 zymiai mazesnés nei naudojant J61-1. Katalizinis efektyvumas J61-2 lakazés, oksiduojant
ABTS, AMB ir ferocianidg taip pat yra didesnis nei J61-1. ABTS J61-2 oksiduoja beveik 25,
AMB - 4,3, o ferocianidas -1000 kartus efektyviau nei J61-1. Siringaldazing abi lakazés oksiduoja

panasiu efektyvumu.
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Tuo tarpu HQ, DMP, CAT ir kavos riigst] efektyviau oksiduoja J61-1 lakaze, nei J61-2. HQ J61-
1 oksiduoja beveik 30, DMP - 55, CAT — 5, 0 kavos rugstis — 34 kartus efektyviau nei J61-2.
Giminingumas Siems substratams taip pat didesnis J61-1 lakazei.

Abiejy izofermenty giminingumas likusiems substratams - PPA, PZ, MS ir PDA labai panaSus
skirtumas siekia 2 kartus. Pvz. PPA Kwmreik§més J61-1 ir J61-2 atitinkamai lygios 58 + 17 uM ir
52 + 15 uM. Katalizinis efektyvumas taip pat panasus, skiriasi tik 2-3 kartus . Pvz. su PPA (Kbim)
reik§més J61-1 ir J6-2 atitinkamai lygios (7,5+1,4)-102 uM*-stir (3,1+0,7)-102 uMt.s?,

Gauti rezultatai rodo, kad efektyviausiai J61-1 oksiduoja PPA ir syringaldazing, blogiausiai —

ferocianida, tuo tarpu J61-2 geriausiai oksiduoja ABTS ir FERO, o blogiausiai - HQ ir DMP.
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Substratas Lakazé | [E], Kwm, pM Vmax, pMst| Kgat, 52 Koim, pM1-51
nM
ABTS J61-1 | 37 355+83  [(1,0£0,1)-107 2,8+0,3 (8,0+1,0)-10°3
,j}> e | 612 | 27 14+2  [(5,940,3)-107 22,0+1,0 1,640,15
= ) e
HQ J61-1 | 7,4 | 1780850 |(1,7x0,5)-10% 2.1+0,3 | (1,30,2)-10°
OH
© J61-2 | 36,5 | 3470+1290 |(0,5+0,1)-10% 0,15%0,04 | (4,3+1,0)-10°
OH
FERO J61-1 | 14,8 | 31200+440 |(6,1+0,4)-107 2,8+0,3 | (1,30,1)-10*
y J61-2 | 0,9 90+13  [(1,240,1)-101| 128 7,0 1,4+0,1
DMP J61-1 | 19,5 | 3730+200 |(7,4%0,6)-10% 1,0£0,08 | (2,70,5)-10*
on J61-2 [ 195 | 72904535 |[(1,10,1)-10% 0,36+0,02 | (4,9+1,0)-10°
|—|3c:0\ﬁ>/ocr|3
PDA J61-1 | 7,42 | 2000+400 |[(1,10,1)-10% 1,5x0,1 | (7,6x1,3)-10*
NH,
/©/ J61-2 | 7,3 | 7450+420 [(2,0£0.6)-107 2,7+0.8 | (3,7x0,4)-10*
H,N
MS J61-1 | 223 | 160+31 |(1,50,2)-10°%(6,7+0,9)-10?| (3,9+1,3)-10*
CHao© J61-2 [ 195| 193+90 [(1,0+0,4)-103((5,1+2,1)-102| (2,7+0,1)-10"
/
CH,0 OCHs
OH
CAT J61-1 | 145 | 7760+700 | 0,24+0,01 | 16,6+0,6 | (2,10,1)-10°
o J61-2 | 21,9 [93400+13700| 0,8+0,01 37,4+0,1 | (4,0£0,1)-10"*
Kavos r. J61-1 | 11,0 - - - (1,740,3)-10°
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Substratas Lakazé | [E], Kwm, pM Vmax, pMst| Kgat, 52 Koim, pM1-51
nM
2 J61-2 | 14,6 - - - (5,0+0,3)-10°
HOU\)‘\OH
HO
PPA J61-1 | 7,4 58+17  |(3,2+0,5)-10?% 4,3+0,7 | (7,5+1,4)-102
OH J61-2 | 146 | 52#15 [(2,3%0,4)-10?] 1,6x0,3 | (3,1+0,7)-10%
mNHZ
PZ J61-1 | 18,5 | 44204940 |((4,6%0,1)-102| 25+0,1 | (5,6+0,3)-10™
C[SJQ J61-2 | 2,9 | 7600+1840 |(2,0+0,4)-102 7,0+1,2 | (9,2+2,0)-10*
N
|,
|
AMB J61-1 | 18,5 | 5600+1620 |(8,2+1,4)-10?| 4,3%0,7 | (7,9+1,0)-10"
o]
o
HaN J61-2 | 2,9 | 1109043800 |(1,3+0,3)-10 | 42,9+20,0 | (3,4+0,7)-10°
SYR J61-1 | 30,0 | 111+15 |(4,0%0,4)-10?] 1,3%0,2 | (1,2+0,1)-10?
SN {\?‘g; J61-2 | 14,6 | 49415 (1,3+0,2)-102|  0,9+0,2 | (1,8+0,1)-10?

2 lentelé tirty substraty oksidacijos, katalizuojamos Didymocrea sp lakazés izofermenty J61-1

ir J61-2, kinetiniy parametry reik§més. Eksperimento sglygos: 50 mM natrio acetatinis

buferinis tirpalas pH 5,5; 25 °C.

I$ gauty parametry matoma, kad priklausomai nuo substrato, abiejy izofermenty reaktingumas

skirtingas. Gauti kinetiniai parametrai rodo, kad lakazés néra labai specifiSkos kokiai nors

substraty grupei.
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3.4 Aktyvumo priklausomybé nuo pH

Spektrofotometriniu metodu buvo tirtos pradinio reakcijy greicio priklausomybés nuo buferinio
tirpalo pH (3,0-9,0 intervale), oksiduojant tradicinius lakaziy substratus J61-1 ir J61-2

izofermentais.

IS gauty rezultaty matoma, kad pH stipriai veikia reakcijos greitj, o pH optimumas skiriasi,
priklausomai nuo substrato. pH veikia fermento baziniy ar riig§tiniy amino ragsciy jonizacija, taip
pat veikia substrato struktiirg ir kraivj, todél sumazéja fermentinis aktyvumas (Patel et al., 2014).
Matuojant reakcijos greicio priklausomybe su ABTS, gautos sigmoidinés kreivés, J61-1 izoforma
jautresné pH jtakai, pH didéjant aktyvumas Krenta staigiai, tuo tarpu J61-2 Siek tiek atsparesné,
90-100 % aktyvumg islaiko pH intervale nuo 3,5 iki 4,5 (14 pav. a.). Panasi sigmoidiné
priklausomybé stebima kaip substratg naudojant kalio ferocianidg (14 pav. b.). Didziausias
aktyvumas reakcijg katalizuojant J61-1 lakaze stebimas labiau riigstin¢je (pH 3,0), o su J61-2
labiau Sarminéje (pH 4,0-4,5).

Tuo tarpu su syringaldazinu, kavos riigstimi ir AMB gautos varpo formos priklausomybés (14 pav.
c., d., e.). Su syringaldazinu fermenty veikimo optimumas pakankamai siauras, ir stebimas
Sarmingje pH srityje. J61-2 izoformos optimumas aiskiai pasislinkgs labiau j Sarming pusg lyginant
su J61-1 kurios optimalus pH 6,5, 0 J61-2 apie 8,5. pH pakitus per 0,5, aktyvumas krenta perpus.
Su kavos rtgstimi matoma panasi tendencija, bet Siuo atveju J61-2 lakazés aktyvumas stebimas
Zymiai platesniame pH intervale nei J61-1. AMB substratg abi lakazés oksiduoja panaSiai,

didziausias aktyvumas stebimas ties pH 5,5-6,0.

Tuo tarpu oksiduojant DMP (14 pav. f) rezultatai i$siskyré. Su J61-1 gauta varpo formos
priklausomybé, su gana plac¢iu pH optimumu (pH 4,0-6,0), 0 J61-2 priklausomybé sigmoiding,
optimumas pasislinkes | Sarming pusg, tarp 7,5-8,5.

A %
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14 pav. Izofermenty aktyvumo priklausomybés nuo pH, oksiduojant: ABTS (a), FERO (b),
SYR (¢), CAA (d), AMB (e), DMP ().

Substraty koncentracijos: ABTS - 100 uM; FERO - 75 uM (J61-1), 350 uM (J61-2); SYR - 15
uM; CAA. - 100 uM; AMB - 700 uM; DMP — 15 mM(J61-1), SmM (J61-2);

IS pateikty rezultaty matyti, kad greicio priklausomybés nuo pH, gautos oksidacijos reakcijas
katalizuojant J61-1 izofermentu, yra labiau pasislinkusios j riig§ting puse nei katalizuojant J61-2

izofermentu. J61-2 lakazé linkusi oksiduoti tirtus junginius labiau Sarminéje terpéje.

3.5 Metaly drusky jtaka

Tirtas jvairiy drusky poveikis J61-1 ir J61-2 lakazés izofermenty aktyvumui.

Pastebéta, kad vario druskos (15 pav a.) mazina fermenty aktyvuma, J61-1 slopinama stipriau nei
J61-2, vario sulfatas veikia kiek stipriau nei vario chloridas. Fluoridai (15 pav b.) taip pat slopina
izofermentus, aliuminio fluoridas kiek stipriau slopina J61-1, natrio fluoridas atvirks¢iai, stipriau
veikia J61-2 aktyvuma. Sulfatai (15 pav c, d.) veikia skirtingai. J61-1 aktyvuma padidina ir natrio
ir li¢io sulfatas, o J61-2 li¢io sulfatas aktyvuma tik neZymiai padidina, o natrio sulfatas slopina (15
pav c.). Cinko ir vario sulfatai (15 pav. d.) slopina abi lakazes, vario sulfatas stipriau veikia J61-
2 nei J61-1. Didelés kalio ir natrio chloridy koncentracijos mazina izofermentinj aktyvuma, 0 J61-
2 veikia kur kas stipriau nei J61-1 (15 pav. e). Lyginant sulfaty poveikj kiekvienam izofementui

atskirai, matyti, kad druskos veiké J61-1 aktyvumg tokia mazéjimo seka
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Na2S04>MnS04>MgS04+>C0S04>ZnSO+>CuSO4 (15 pav. f.), 0 J61-2 - MnSO4s> C0SO4>
MgSO4> Na2SOs> CuSO4+> ZnS04 (15 pav. g.).
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15 pav. Fermentinio J61-1 ir J61-2 aktyvumo priklausomybé nuo metaly drusky, kaip substratg

naudojant ABTS.

Metaly druskos gali ir didinti ir mazinti fermenty aktyvuma. IS $iy duomeny matoma tendencija,

kad drusky poveikis lakaziy aktyvumui labiau priklauso nuo metalo, nei nuo anijono.

Panasiai buvo tirta ir kity drusky jtaka J61-1 ir J61-2 aktyvumui. Gauti rezultatai pateikti 3-oje

lenteléje.

Lentelé 3 Fermenty aktyvumas veikiant metaly druskoms.

J61-1 J61-2

Didziausia Liekamasis Didziausia Liekamasis

Metaly druskos drusky f L. drusky o

.. ermentinis .. fermentinis

koncentracija, aktyvumas, % koncentracija, aktyvumas, %

mM ' mM '
NaF 12,0 25,0 8,0 18,0
AlFs3 15,0 70,0 7,0 95,0
KBr 620,0 60,0 300,0 25,0
CuBr» 10,0 10,0 20,0 10,0
Kl 40,0 20,0 40,0 3,0
Cdl 50,0 40,0 50,0 40,0
NaNs 0,1 12,0 0,1 5,0
KNOs3 80,0 95,0 80,0 25,0
AgNOs 10,0 20,0 5,0 10,0
KCI 1200,0 30,0 800,0 10,0
NaCl 1600,0 55,0 800,0 2,0
MnCl: 100,0 110,0 100,0 60,0
MgCl: 50,0 85,0 90,0 40,0
CaCl> 20,0 15,0 20,0 40,0
CoCl 60,0 40,0 105,0 200,0
CuCl 8,0 22,0 16,0 20,0
NiCl2 60,0 75,0 120,0 40,0
AICls 10,0 160,0 35,0 55,0
Na2S04 100,0 170,0 100,0 60,0
LiSO4 150,0 120,0 50,0 110,0
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J61-1 J61-2
DidZiausia Liekamasis DidZiausia Liekamasis
Metaly druskos drusky . drusky .
.. fermentinis .. fermentinis
koncentracija, koncentracija,
aktyvumas, % aktyvumas, %
mM mM

MnSO4 25,0 120,0 50,0 170,0
MgSO4 50,0 110,0 100,0 130,0
ZnS04 21,0 30,0 21,0 15,0
CuSOq4 10,0 25,0 20,0 35,0
CoSO4 25,0 100,0 25,0 120,0
NaCH3COOH 500,0 15,0 1000,0 25,0
Hg(CH3COOH)2 0,25 20,0 0,25 20,0
Cu(CH3COOH): 9,0 20,0 20,0 80,0
Zn(CHCOOH)2 100,0 5,0 360,0 0,0

Stipriausiai abi izoformas slopino tradiciniai lakaziy slopikliai, tokie kaip natrio azidas bei

fluoridas, sidabro nitratas, gyvsidabrio acetatas. J61-1 fermentinj aktyvumg didino aliuminio

chloridas, natrio li¢io ir mangano sulfatai, o J61-2 kobalto chloridas, magnio, mangano bei kobalto

sulfatai. Kitos druskos lakaziy aktyvumga skirtingu laipsniu slopino.
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ISVADOS

. Isgryninti Didymocrea sp. J61 lakazés J61-1 ir J61-2 izofermentai, kuriy molekulinés masés
atitinkamai lygios 90,0 kDa ir 59,0 kDa. J61-1 izofermentas pasizymi geltonyjy lakaziy
spektrinémis savybémis, o J61-2 — mélynyjy.

. Abiem izofermentams optimalus pH yra ragstinis (apie 3,5), lakazinis aktyvumas beveik
prarandamas kai buferinio tirpalo pH 8,0, esant 25 °C temperatirai.

Abu izofermentai stabilesni laikant jy tirpalus +4 ir -20 °C, o kambario temperatiiroje po
dviejy savaiciy praranda aktyvuma.

Tiriant substratinj savituma pastebéta, kad J61-2 izofermento giminingumas bei katalizinis
efektyvumas ABTS, AMB, syringaldazinui ir ferocianidui yra didesnis nei J61-1. Tuo tarpu
HQ, DMP, CAT ir kavos rugst] efektyviau oksiduoja J61-1 lakazé. Abiejy izofermenty
giminingumas bei katalizinis efektyvumas labai panasus oksiduojant PPA, PZ, MS ir PDA.
Oksiduojant jvairius substratus, gautos reakcijos greicio priklausomybés nuo buferinio tirpalo
pH yra sigmoidinés arba varpo formos. pH stipriai veikia reakcijos greitj, o optimalus pH
skiriasi priklausomai nuo substrato. Oksidacijos reakcijos katalizuojant J61-1 izofermentu
optimalus pH labiau pasislinkes j riigsting puse, pH apie 3,5, tuo tarpu J61-2 optimumalus pH
dazniausiai apie pH 4-5.

IStirta jvairiy metaly drusky jtaka. Stipriausiai abu izofermentus slopino tradiciniai lakaziy
slopikliai, tokie kaip natrio azidas bei fluoridas, sidabro nitratas. Pastebéta, kad kai kurios
druskos didina izofermentinj aktyvuma, ta¢iau dauguma — slopino. J61-1 atsparesné metaly

drusky slopinimui, kai tuo tarpu J61-2 aktyvuma dauguma drusky slopino labiau.
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SANTRAUKA
Dovilé PATLABAITE

Didymocrea sp lakazés izofermenty biosintez¢, gryninimas ir savybiy tyrimas

Darbo vadovai: Regina Vidzitinaité
Darbas atliktas Biochemijos instituto Bioanalizés skyriuje

Siame darbe buvo iSgryninti Didymocrea sp. J61 lakazés izofermentai (J61-1 ir J61-2). J61-1
izofermentas pasizymi baltyjy arba geltonyjy lakaziy spektrinémis savybémis, J61-2 turi smaile
ties 600 nm ilgio banga ir intensyvia melyna spalva, kas biidinga mélynosioms lakazéms.
Naudojantis SDS-PAGE metodu nustatytos fermenty molekulinés masés, jos atitinkamai lygios
90,0 ir 59,0 kDa.

Istirtos J61-1 ir J61-2 izofermenty fiziko-cheminés savybés. Abiem izofermentams optimalus pH
yra riigstinis (apie 3,5), beveik visiSkai aktyvumas prarandamas kai pH 8,0. Abu izofermentai
stabilesni laikant fermenty tirpalus +4 ir -20 °C, kambario temperatiiroje po dviejy savaiiy

izofermentai praranda aktyvuma.

Taip pat iStirtos J61 izofermenty kinetinés savybés, t.y. substratinis savitumas jvairiems lakaziy
substratams. Nustatytos kinetiniy parametry Vmax ir Km reik§més bei apskaiéiuotos katalizinés
(Kkat) ir biomolekulinés substrato ir fermento reaktingumo (Koim) konstantos. Efektyviausiai J61-1
oksiduoja PPA ir syringaldazing, blogiausiai — ferocianidg, tuo tarpu J61-2 geriausiai oksiduoja
ABTS ir ferocianida, o blogiausiai - HQ ir DMP.

Tirtos reakcijos grei¢io priklausomybés nuo buferiniy tirpaly pH. pH optimumai skiriasi
priklausomai nuo substrato. Oksidacijos reakcijas katalizuojant J61-1 izofermentu pH optimumai
labiau pasislinke j rugstine puse, pH apie 3,5, tuo tarpu J61-2 pH optimumai dazniausiai apie 4,0-
5,0. Tirta jvairiy metaly drusky jtaka lakaziy aktyvumui. Nustatyta, kad kai kurios druskos didina
izofermenty aktyvuma. Pastebéta, kad J61-1 izofermentas labiau atsparus jvairiy drusky poveikiui

lyginant su J61-2.

Darba sudaro SeSios dalys: jvadas, literatiros apzvalga, metodai ir medziagos, rezultatai ir jy

aptarimas, iSvados ir literattiros Saltiniai.

Raktiniai Zodziai: lakazé, Didymocrea sp., izofermentas, fiziko-cheminés savybés, kinetinés

savybés, pH.
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SUMMARY
Dovilé PATLABAITE

Biosynthesis, purification and characterisation of a newly produced fungal laccases from
Didymocrea sp.

Supervisor: Regina VidZitinaité

Vilnius University, Life Sciences Center,
Institute of Biochemistry, Bioanalysis department

In this work, two laccase isoenzymes J61-1 and J61-2 were purified from Diymocrea sp. fungi.
J61-1 has white or yellow laccase properties while J61-2 has a peak at 600nm wavelength — typical
characteristics of blue lacasse. The molecular mass of the enzymes were determined to be equal to
90,0 and 59,0 kDa respectively, using the SDS-page method.

The physico-chemical properties of J61-1 and J61-2 isoenzymes were analysed. Both
isonenzymes have an acidic pH optima of 3.5. The enzymatic activity is almost completely lost
at pH of 8.0. Both isoenzymes are more stable while their solutions are stored in lower
temperatures of +4, -20 °C. After two weeks of being stored in room temperature the isoenzymes

loose their activity

Kinetic properties of J61 enzymes such as substrate specificity for various laccase substrates were
tested. Kinetic parameter values Vmax ir Km were determined, catalytic (kka) and biomolecular
substrate and enzyme efficiency (knim) constants were calculated. Most efficiently, J61-1 oxidizes
PPA and syringaldazine, worst of all, ferrocyanide, while J61-2 best oxidizes ABTS and
ferrocyanide, and worst, HQ and DMP.

Purified enzymes were tested for their characteristics under different pH conditions. The reaction
rate dependence on the buffer solutions pH were determined. The pH optimum varies depending
on the substrate. The optimal pH value of the oxidation reaction, catalyzed by the isoenzyme J61-
1, is observed in a more acidic medium at about 3.5, while the optimum pH value with J61-2 is
usually about 4.0-5.0. The influence of various metal salts on the activity of lactases was studied.
It was discovered that some salts increase isoenzyme activity. It has been observed that the J61-1

isoenzyme is more resistant to the effects of various salts compared to J61-2.

This essay consists of 6 parts: introduction, review of literature, materials and methods, results and

discussion, conclusions and references.

Keywords: laccase, Didymocrea sp., isoenzyme, physico — chemical properties, kinetic properties,

pH.
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Abstract Laccases (E.C 1.10.3.2) are widely distributed in higher plants, bacteria, fungi and insects
showing specific function in each of them. Many laccase-producing fungi secrete isoforms of the
same enzyme, which can differ markedly in their stability, optimal pH and temperature, affinity
for different substrates. Fungal laccases are responsible in mechanism for removing toxic phenols
from the medium in which these fungi grow under natural conditions. These enzymes are able to
oxidize complex polyphenol structures and similar aromatic compounds through oneelectron
transfer mechanism using oxygen as oxidizing agent. Laccases have various biotechnological
applications due to their strong catalytic properties. Keeping these in mind, we have initiated

studies on purification and characterization of newly laccases.

J61-2 laccases electrocatalytic properties were researched previously, wired to gold nanoparticles
via the trinuclear copper cluster. During enzyme purification it was noticed, that at the existing
synthesis conditions Didymocrea sp. produces two laccase isoenzymes. In this research, both

isoenzymes were extracted and characterized.

The optimum pH of enzyme activity was found at 3.5 using ABTS as substrate. J61-2 is more
resistant to higher temperature, maintains most of its activity at 50°C while J61-1 nearly
completely denaturates. However, J61-1 is more stable in wide pH range (4.5-7.2), which suggest
potential application in bio-bleaching. J61-1 in 4 °C temperature after 25 days remained about 60%
of its activity while J61-2 had only about 40%. In room temperature both isoforms activity

decreased drastically.

Laccase substrate specifity and effect of pH was determined spectrophotometrically. Km values
of J61-1 for ABTS, DMP are 0.4, 6.4 mM respectively, Km values of J61-2 for ABTS, DMP are
0.01, 0.98 respectively. It is assumed that purified isoenzymes potentially useful for decreasing
phenol concentration in a model wastewater solution. J61-1 and J61-2 have the same optimal pH

of 3.5 on PPA, but differ on syringaldazine and potassium ferrocyanide, J61-1 having optimal pH
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of 7.0 and 3.5 and J61-2 having pH of 8.5 and 5.0 respectively. Moreover, the effect of metal salts
on enzymatic activity was tested using ABTS as substrate. General laccase inhibitors N3- and
Hg2+, Na+ and Zn2+ acetates completely inhibited both enzymes activity, but at different
concentrations. The sodium sulfate caused about 60 % inhibition of J61-2 activity but increased
J61-1. The binding of halides (such as NaN3) to the types 2 and 3 copper sites effect internal
electron transfer, thus inhibiting the activity of the laccase.

Keywords: laccase, properties, oxidation.
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