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Jvadas

Fermentai — baltyminiai katalizatoriai, kuriais susidomégjimas vis
neblésta. Siomis dienomis jy Zinoma vir§ 4000. 200 i§ jy yra mikrobiologinés
kilmés ir naudojami komerciskai, taciau tik apie 20 i§ pastaryjy yra gaminami
dideliais mastais. 75 % visy pramonéje naudojamy fermenty priklauso
hidrolaziy klasei. Prekyboje ir pritaitkyme dominuoja karbohidrazés, proteazes

ir lipazés (Li ir kt., 2012b).

Lipazés (triacilgliceroliy acilhidrolazés, EC.3.1.1.3) — hidrolaziy klasés
fermentai, kurie gali katalizuoti tiek esteriniy rySiy skilima (hidrolize), tiek
susidaryma (esterinimo reakcija), vykdo acidolizg, peresterinimo reakcija,
alkoholiz¢ ir aminoliz¢. Dauguma lipaziy pasizymi placiu substraty
tolerantiSkumu, regio- ir stereoatrankumu, jy veiklai nereikalingi kofaktoriai,
jos iSlieka stabilios ir i§saugo savo aktyvumg organiniuose tirpikliuose (Jaeger
ir Reetz, 1998; Schmid ir Verger, 1998; Bornscheuer, 2000; Bornscheuer,
2002). Esterazés (EC 3.1.1.1.), skirtingai nei lipazés, katalizuoja reakcijas,
kuriose dalyvauja maziau anglies atomy savo sudétyje turintys esteriai (C<10),
taciau Sie substratai gali ir persidengti (Arpigny ir Jaeger, 1999). Tai lemia, kad
lipazés ir esterazés vis placiau naudojamos pramoningje biotechnologijoje. Jos
svarbios organinés chemijos ir maisto pramonéje, farmacijoje, naujy pavirsiaus
aktyviyjy medziagy ir vaisty sintezéje, aliejy ir riebaly biovirsmuose,
detergenty gamyboje. Lipaziy pagalba gaunami esteriai naudojami kosmetikoje
ir parfumerijoje. Taip pat Sie fermentai vaidina svarby vaidmenj pramonés
terSaly degradacijoje, naudojami gaminant pesticidus, insekticidus ar kaip
biojutikliai (Jaeger ir kt., 1999; Gupta ir kt., 2004; Sangeetha ir kt., 2011).
Lipaziy ir esteraziy panaudojimas pramonéje padeda iSspresti dalj
aplinkosaugos problemy. Siy fermenty katalizuojamos reakcijos artimos
konstruktyviesiems pakitimams, kuriuos vykdo gyvos bitybés, todél i
procesus, kurie yra susij¢ su lipaziy ir esteraziy veikla, galima zitiréti kaip |
maziau kenkiancius aplinkai lyginant su reakcijomis, kurias vykdo cheminiai

katalizatoriai. Didziausig pritaikymo potencialg turi lipazés, iSskirtos i$ jvairiy
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gryby ir bakterijy (Lotti ir Alberghina, 2007). Kelios i§ jy gaminamos
pramoniniu mastu: Rhizomucor miehei lipazé (Lipozyme RM IM),
Thermomyces lanuginosa lipazé (Lipozyme TL IM), Candida antarctica B tipo
lipazé (Novozyme 435, CAL-B) ar Pseudomonas cepacia lipazé (Amano PS)
(Bornsheuer, 2008). 2010 m. duomenimis pramonéje naudojamy fermenty
rinka sieké apie 3 mlrd. doleriy. Remiantis mokslininky prognozémis, 2015 m.
Sis skaiCius turéjo pasiekti 8 mird. doleriy. Lipaziy taikymas bei paklausa yra

vienas greiciausiai auganciy sektoriy (Gupta ir kt., 2015).

Kitas svarbus aspektas — fermentai, gebantys veikti aukstose
temperatiirose ir iSlickantys jose stabiltis. Kadangi dauguma pramonés procesy
vyksta auksStesné¢je nei 45 °C temperatiiroje, VIS svarbesni tampa
biokatalizatoriai (lipazés, esterazés ir kt. fermentai), kurie tenkinty $ia salyga ir
18likty funkcionaltis (Haki ir Rakshit, 2003). Nepamainomas tokiy fermenty
Saltinis yra termofiliniai mikroorganizmai. Pagrindiniai tokiy fermenty
privalumai — gebéjimas katalizuoti biochemines reakcijas aukStesnéje
temperatiiroje, atsparumas silumos poveikiui, denattiracijai ir proteolizei (Haki

ir Rakshit, 2003; Van den Burg, 2003).

Visgi komercinj lipaziy taikyma riboja jy gamybos kastai. Tad svarbu
surasti lengvai iSgaunamas, dideliu aktyvumu ir stabilumu pasizymincias
lipazes ir (ar) esterazes, kurias bty galima taikyti keliose skirtingose pramonés
srityse ar sukurti Kkiekvienam procesui savitus fermentus, taip gaunant
idealiomis savybémis pasizyminéius baltymus. Tokiu atveju nepamainoma
priemoné yra baltymy inzinerija (Anobom ir kt., 2014). Per pastaragjj deSimtmetj
1Stobul¢jus baltymy inZinerijos metodams (jvairlis mutagenezés metodai, DNR
maiSymas ar nehomologiniy seky rekombinacijai skirti metodai), atsirado
galimybé Keisti tokiy tiksliniy fermenty savybes ir sukurti geresnémis,
naudingesnémis savybémis pasiZymincius biokatalizatorius, kurie sumazinty
jvairiy pramoniniy procesy finansines sgnaudas. Vienas i$ potencialiy tokiy
tyrimy objekty — termofiliniy Geobacillus genties bakterijy i$skiriamos lipazés

ir esterazes.
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Darbo tikslas

Taikant baltymy inZinerijos metodus nustatyti naujas, svarbias
Geobacillus lipaziy aktyvumui sritis, sukurti naujus, didesniu temperatiiriniu
aktyvumu ir stabilumu pasizymincius lipolizinius ir (ar) esterazinius fermentus

bei jvertinti jy fizikines, chemines ir katalizines savybes.
UzZdaviniai

1. Jvertinti C-galiniy aminorugsciy Asp371, Phe375 ir Tyr376 jtakg GD-

95-10 lipazés funkcionalumui.

2. Atlikti Geobacillus genties bakterijy i$skiriamy esteraziy geny paieska,
ju klonavimg, rekombinantiniy baltymy Sintezg, gryninimg ir

kataliziniy, fizikiniy bei cheminiy savybiy analizg.

3. vertinti papildomo domeno jtakag Geobacillus sp. 95 kamieno
sintetinamos esterazés ir (ar) lipazés aktyvumui bei savybéms, sukuriant

Siy fermenty sulietus variantus, sudarytus i$ dviejy vienody domeny.

4. Sukurti chimerinj, i§ Geobacillus sp. 95 kamieno sintetinamy esterazés
ir lipazés domeny sudaryta, naujg sulietg fermentg ir jvertinti jo
biokatalizinj potencialg, atlieckant aktyvumo, kataliziniy, fizikiniy ir

cheminiy savybiy analize.

5. Pritaikius DNR maiSymo ir klaidingosios PGR metodus sukurti naujus
lipoliziniu aktyvumu pasizymincius fermentus ir jvertinti jy aktyvuma,

katalizines, fizikines bei chemines savybes.

Mokslinis naujumas ir praktiné darbo reik§mé

Geobacillus genties bakterijy isskiriamy lipaziy tyrimai — perspektyvi,
tiek fundamentine, tiek prakting reik§me turinti sritis. Siame darbe atliktas C-
galiniy aminortig§¢iy jtakos lipoliziniu aktyvumu pasizyminciy fermenty

veiklai jvertinimas — viena pirmyjy analiziy, rodanciy, kad baltymo C-
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galiniame regione iSsidésCiusios aminoriigStys yra reikSmingos palaikant
fermenty (Siuo atveju Geobacillus lipaziy) aktyvuma, temperatiirinj stabilumg
bei tinkamg erdving baltymo struktiirg ir taip uztikrinant sgveikas tarp
aminortigsciy, dalyvaujanciy katalizéje ar lemian¢iy tinkamg substrato
prijungimg. Tyrimy metu pirma kartg nustatyta, kad Asp371, Phe375 ir Tyr376
yra svarbios palaikant efektyvig Geobacillus lipaziy veikla.

Siame darbe taip pat aptikta, klonuota, i$gryninta ir i$analizuota
Geobacillus sp. 95 kamieno esterazé¢ GDESst-95 yra viena pirmyjy taip placiai
iSnagrinéty 55 kDa dydzio Geobacillus esterazé, kuri dél savo savybiy turi
puiky pramoninio taikymo potencialg. Egzistuoja vos kelios publikacijos,
susijusios su tokiy fermenty savybémis ir struktiira. Daroma prielaida, kad $i
karboksilesteraz¢ gali priklausyti VII lipoliziniu aktyvumu pasizyminéiy

fermenty Seimai.

Tolesniuose darby etapuose GDESt-95 esterazé panaudota kuriant
sulietg lipoliziniu aktyvumu pasizymintj GDEst-lip fermenta, sudarytg is
Geobacillus sp. 95 kamieno sintetinamy GD-95 lipazés ir GDESt-95 esterazés
domeny. Sis sulietas fermentas savo savybémis pranaSesnis uz pradinius
fermentus ir gali buti puiki alternatyva egzistuojantiems pramoniniams lipaziy
preparatams. Sulieti baltymai — nauja ir tik besivystanti baltymy inzinerijos
dalis, todé¢l ir tokiy baltymy pavyzdziy néra daug. Siame darbe pateikti
rezultatai rodo ne tik galimybe taikant baltymy inZinerijg sukurti pranasesnius,
geresnémis savybémis pasizymincius biokatalizatorius, bet ir suteikia naujos
informacijos apie papildomo domeno jtakg GDESst-95 esterazes ir GD-95

lipazés veiklai.

Rengiant disertacija papildomai buvo nustatytos ir istirtos trys
Geobacillus genties bakterijy sintetinamos lipazés, taip prapleciant turimg
informacijg apie Siy fermenty savybes. Po atlikty DNR maiSymo ir
klaidingosios PGR eksperimenty buvo gauti du nauji, lipoliziniu aktyvumu

pasizymintys fermentai. Vienas jy, GDIip43, pasizymi gebé&jimu geriau veikti
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ir didesniu stabilumu aukstesnése temperatiirose nei pradiniai atitinkami
téviniai baltymai ir yra naujas, baltymy inZinerijos biidu gautas lipoliziniu
aktyvumu pasizyminéiy fermenty variantas. Tuo tarpu kitas — GDIip30 —
leidzia kelti minimalios veiklai reikalingos struktiiros klausima ir yra puikus

ateities tyrimy objektas.

Ginamieji teiginiai

1. C-galiniame regione iSsidésCiusios aminoriigStys yra reikSmingos
Geobacillus genties bakterijy iSskiriamy lipaziy aktyvumui bei

funkcionalumui.

2. Papildomo to paties domeno prijungimas keicia Geobacillus sp. 95
kamieno sintetinamy GD-95 lipazés ir GDEst-95 esterazés

temperatiirinj aktyvuma bei stabiluma.

3. Geobacillus sintetinamy lipaziy ir karboksilesteraziy suliejimas —
strategija, leidzianti sukurti naujus auksStose temperatiirose aktyvius ir

stabilius lipolizinius biokatalizatorius.

4. Net ir nedidelé Geobacillus genties bakterijy lipaziy aminortigséiy seky
jvairové gali lemti skirtingas Siy fermenty fizikines bei chemines

savybes.
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1. LiteratGros apzvalga

1.1 Tikryjy lipaziy ir karboksilesteraziy palyginimas

Lipoliziniu ir esteraziniu aktyvumu pasizymintys fermentai placiai
paplite gamtoje (Bornscheuer, 2002). Prokariotai iSskiria skirtingy klasiy
lipoliziniu aktyvumu pasiZymincius fermentus, jskaitant ir karboksilesterazes,
kurios hidrolizuoja esterius, turincius savo sudétyje maziau nei dvylika anglies
atomy (Eggert ir kt., 2000). Pagal K. E. Jaeger (1999) esterazés hidrolizuoja
junginius, kur C<10 ir Sie substratai pasizymi didesniu tirpumu lyginant su
tikryjy lipaziy substratais. Pastarosios efektyviausios hidrolizuodamos
vandenyje netirpius, ilgos grandinés trigliceridus, savo sudétyje turinCius

daugiau nei desimt anglies atomy (Jaeger ir kt., 1999; Elleuche ir kt., 2015).

Dar vienas rySkus lipaziy ir karboksilesteraziy skirtumas — ,,aktyvacija
faziy salyCio pavirSiuje* (angl. Interfacial activation), kuri labiau priskirtina
lipazéms, tac¢iau maziau biidinga esterazéms. Iprastinémis sglygomis lipaziy
aktyvus centras nuo tirpikliy yra apsaugotas lankscios struktiiros, vadinamos
,»stogeliu“ (angl. Lid). Jvykus sgveikai ties substrato / vandens pavirsiumi, §i
struktira persitvarko fermentui jgaunant aktyvig konformacijg ir katalizinis
centras tampa prieinamas substratui. Kai kuriose lipazése ,,stogelio*
atsidarymas yra atsakingas uZz ,,oksianijono kisenés* (angl. Oxyanion hole),
kuri dalyvauja stabilizuojant tarpinius reakcijos junginius, susidarymg (Lotti ir

Alberghina, 2007).

Esminis esteraziy ir lipaziy skirtumas yra ir jy reakcijy kinetika.
Esteraziy atveju ji gali biiti apraSoma remiantis Michaelis-Menten lygtimis, tuo
tarpu lipaziy reakcijy kinetika aprasoma riestine kreive. Lipaziy atveju esant
mazai substrato koncentracijai, fermento aktyvumas taip pat yra maZzas, tuo
tarpu koncentracijai did¢jant — aktyvumas irgi did¢ja. Substrato koncentracijai
didéjant substratas pradeda formuoti agregatus (kritiné miceliy koncentracija)

ir Siame taSke fermento aktyvumas stipriai iSauga (Hausmann ir Jaeger, 2010).

14



Visgi atliekant tyrimus paprastai daroma prielaida, kad lipazés tenkina
Michaelis-Menten keliamas salygas. Taip pat svarbu paminéti, kad tiek lipazés,
tiek esterazés daznai geba katalizuoti tiek natiiraliy, gamtoje egzistuojanciy,

tiek sintetiniy esteriy hidroliz¢ (Bornscheuer ir Kazlauskas, 2006).

Lipaziy ir esteraziy klasifikacija remiasi jy erdvine struktiira bei
aminortgsciy seky homologija. Visi Sie fermentai pasiZymi ta pacia erdvine
struktiira (priskiriamos o/B- hidrolazéms), kuri svarbi atpaZzjstant substratg ir
uztikrina fermenty funkcijas (Arpigny ir Jaeger, 1999). Katalizing¢ Siy fermenty
triadg dazniausiai formuoja Ser, His ir Asp aminoriigs¢iy liekanos (Arpigny ir
Jaeger, 1999). Kai kuriose lipazése vietoj Asp yra Glu (Bornscheuer, 2002).
Serino liekanos daZzniausiai randamos konservatyviuose pentapeptiduose Gly-
X-Ser-X-Gly, kurie taip pat yra bendri abiems fermenty grupéms (Arpigny ir
Jaeger, 1999; Jaeger ir kt., 1999; Nardini ir Dijkstra, 1999). Galimas ir Gly-X-
X-Leu motyvas, kuris rodo kai kuriy esteraziy didele homologija C klasés f3-
laktamazéms (Bornscheuer, 2002). Pladiau bakterijy lipaziy ir esteraziy

klasifikacija bus aptarta 1.2 skyriuje.

1.2 Bakterijy lipoliziniu ir esteraziniu aktyvumu pasizyminciy
fermenty klasifikacija

Prokarioty iSskiriamy lipaziy ir esteraziy klasifikacijg pirma kartg
pasitlé J. L. Arpigny ir K. E. Jaeger (1999). Jie remdamiesi 53 lipaziy ir
esteraziy seky homologija bei savybémis suskirsté mikroorganizmy iSskiriamas
lipazes ir karboksilesterazes j aStuonias Seimas. Per pastargjj deSimtmet]
i§skirty lipaziy ir esteraziy skaiCius stipriai iSaugo, todél klasifikacija keitési

(Hausmann ir Jaeger, 2010).

Pirmajai, tikryjy lipaziy Seimai priskiriamos tik lipazés, tuo tarpu
kitoms Seimoms priklauso ir esteraziniu aktyvumu pasizymintys fermentai.
1999 m. J. L. Arpigny ir K. E. Jaeger bei 2002 m. U. Bornscheuer savo
straipsniuose pirmojoje tikryjy lipaziy Seimoje iSskyré SeSis poSeimius

(Arpigny ir Jaeger, 1999; Bornscheuer, 2002). Dabar $i Seima dalinama j
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aStuonis poSeimius ir jai daugiausia priklauso Pseudomonas, Bacillus ir
Staphylococcus bakterijy sintetinamos lipazés (Hausmann ir Jaeger, 2010;
Sangeetha ir kt., 2011). Kity seimy klasifikacija irgi keitési, priskiriant joms
naujy nariy arba vienas lipazes perklasifikuojant j kitas Seimas ar poSeimius
(Hausmann ir Jaeger, 2010). R. Sangeetha su bendraautoriais (2011) uzsimena,
kad keletas naujy i$skirty lipaziy negali biiti grupuojamos j J. L. Arpigny ir K.
E. Jaeger (1999) pateiktas astuonias Seimas ir turi sudaryti atskirg devintg ir
desimtg lipaziy Seimg. Viena i$ tokiy lipaziy yra D. de Pascale ir kolegy (2008)
apraSyta, zemoje temperattiroje aktyvi Pseudoalteromonas haloplanktono Lipl
lipazé. Geobacillus stearothermophilus Est30 esteraz¢ sitiloma priskirti XIII
Seimai (Ewis ir kt., 2004, Liu ir kt., 2004), Thermoanaerobacter tengcongensis
esteraze — XIV Seimai (Rao ir kt., 2011), 0 2016 m. iSskirtg ir apraSyta
Geobacillus thermoleovorans CCR11 kamieno karboksilesterazg CaesCCR11

— XV lipaziy / esteraziy Seimai (Espinosa-Luna ir kt., 2016).

Literatiros duomenys teigia, jog Geobacillus genties bakterijos
sintetina 2 dydziy karboksilesterazes (30 ir 55 kDa) (Liu ir kt., 2007). 55 kDa
esterazes dél savo dydzio galéty buti priskirtos VII bakterijy lipaziy / esteraziy
Seimai. Siai Seimai priklausandios esterazés pasizymi dideliu panasumu j
acetilcholino esterazes (Arpigny ir Jaeger, 1999; Hausmann ir Jaeger, 2010)
bei 32 % panasumu j zmoniy karboksilesteraz¢ CE1 (hCE1) ir 31 % panasumu
1 triusiy kepeny karboksilesterazg (rCE) (Liu ir kt., 2007). Visgi informacijos

apie 55 kDa Geobacillus karboksilesterazes yra nedaug.

1.3 Geobacillus genties bakterijy sintetinamos lipazés

2001 m. keletas termofiliniy aerobiniy bakterijy riiSiy buvo priskirtos
Geobacillus genciai (Nazina ir kt., 2001). Dél isskirtiniy iy mikroorganizmy
lipaziy savybiy (geb¢jimas veikti aukStose temperatiirose ir Sarminémis
salygomis) G. stearothermophilus, Geobacillus thermocatenulatus, G.
thermoleovorans ir Geobacillus sp. TP10A sintetinamos lipazés priskirtos

atskiram 1.5 poseimiui (Carrasco-Lopez ir kt., 2009). Anksciau Siy bakterijy
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lipazés buvo grupuojamos kartu su Staphylococcus lipazémis dél jy seky
panaSumo, taciau véliau, nustaCius G. stearothermophilus L1 kristaling
strukttirg, Sios lipazés buvo atskirtos j du 1.5 ir 1.6 poseimius (Jeong ir kt.,
2002). Bacillus lipazés, priskiriamos Siam poSeimiui, pasizymi tik 15 %
panasumu j Bacillus lipazes, priklausancias 1.4 poseimiui. Geobacillus genties
bakterijy sintetinamos lipazés nuo kity Bacillus lipaziy skiriasi ir savo
molekuline mase (40-45 kDa). Kity lipaziy nustatyta molekuliné — maZesné
nei 35 kDa (Jeong ir kt., 2002).

Nustacius G. thermocatenulatus isskiriamy lipaziy kristaling struktiirg,
paaiskéjo, kad G. thermocatenulatus BTL2 lipazé yra pirmoji 1.5 poseimio
lipazé su nustatyta ir iStirta atvira fermento konformacija (Carrasco-Lopez ir
kt., 2009). Tuo tarpu G. stearothermophilus (L1 ir P1) lipazés ir Geobacillus
zalihae (T1) lipazé turi nustatytg uzdarg konformacijg, kur aktyvigjg fermenty
srit] dengia ilgas ,,stogelis* (Jeong ir kt., 2002; Carrasco-Lopez ir kt., 2009).
Pusiausvyra tarp atviros ir uzdaros fermento konformacijos, o kartu ir fermento
aktyvumas priklauso nuo aplinkos salygy. Aplinkos salygos lemia savitus
lipaziy struktiiros persitvarkymus, kurie vyksta ,aktyvacijos faziy salycio
pavirsiuje“ metu. Siuose persitvarkymuose ir dalyvauja 70 aminoriigiciy
liekany, iSsidésCiusiy a6 ir a7 spiralése, fragmentas (,,stogelis™) (1.1 pav.).
Stambios hidrofobiniy aminoriig§¢iy lickanos, esancios N- gale, susidarant
erdvinei struktirai perkeliamos ant a6 spiralés ir trumpa aminoriig§ciy
granding jsiterpia o6 spiralés C-galingje srityje. Siuos struktirinius
pasikeitimus stabilizuoja Seimai charakteringas cinka prisijungiantis domenas
(Carrasco-Lopez ir kt., 2009; Lopez-Gallego ir kt., 2012). Nejprastai ilga
Geobacillus lipaziy ,,stogelj formuoja aminoriigstys, kuriy lieckanos sudaro
stiprig hidrofobine sgveika su kaimyniniy aminoriig§¢iy liekanomis (Jeong ir
kt., 2002; Carrasco-Lopez ir kt.,, 2009), o cinka prisijungiantis domenas,
manoma, prisideda prie $io poseimio lipaziy temperattrinio stabilumo (Tyndall
ir kt., 2002).
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1.1 pav. G. stearothermophilus P1 lipazés struktiira su pazymétomis katalizinémis Ser113, Asp317 ir

His358 aminortig§timis bei ,,stogelio* domenu (Sinchaikul ir kt., 2001).

1.5 poseimio lipazés taip pat turi konservatyvy pentapeptida Ala-His-
Ser-GIn-Gly, didziausiu aktyvumu pasizymi esant pH 8-10 ir aukstai
temperatiirai 60—75 °C (Jeong ir kt., 2002; Guncheva ir Zhiryakova, 2011), o
katalizine triadg formuoja Serl13, Asp317 ir His358 aminortig§ciy liekanos
(1.1 pav.) (Sinchaikul ir kt., 2001; Carassco-Lopez ir kt., 2009; Abd Rahman ir
kt., 2012).

1.3 Lipoliziniu aktyvumu pasizyminc¢iy fermenty struktiira
1.3.1 Lipaziy ir esteraziy erdviné struktura

Lipoliziniai fermentai pasizymi o/f- hidrolazéms bidingu
susilankstymu. a/B- hidrolaziy susilankstymg charakterizuoja centriné 3 klosté,
kurig sudaro aStuonios Vvijos su 2 antiparalelia vija (Ollis ir kt., 1992; Jaeger ir
kt., 1999). Lygiagrecias vijas nuo B3 iki B8 jungia a Spiralés. Jos iSsidésto

abiejose centrinés B klostés pusése.  klosté pasizymi kairiuoju superspiraliniu
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susisukimu, kuris lemia, kad klostés pavirSius uzkloja apie puse¢ sudaromo
cilindro. Pirmoji ir antroji vijos kertasi 90° kampu (Nardini ir Dijkstra, 1999;
Jaeger ir kt., 1999). Skirtingy fermenty P klostés iSsilankstymas, o Spiraliy

padétis ir skai¢ius gali varijuoti (Jaeger ir kt., 1999).

Peptidiné grandiné C-gale, B klostés pus¢je, i§ gijy formuoja o/f-
hidrolaziy struktiiros tipo baltyminius subdomenus, kurie gali skirtis ilgiu ir
sandara. Daugumai Zzinomy lipaziy bidingas butent toks a/f erdvinis
susilankstymas, ta¢iau yra ir i§im¢iy. Lipaziy, iSskirty i$ Pseudomonas glumae
ir P. cepacia, centring P klost¢ formuoja SeSios lygiagre¢ios B vijos. ISimtis yra
ir Pseudomonas fluorescens karboksilesterazé, kuri turi septynias gijas
atitinkamai nuo B2 iki B8 vijy kanoningje o/p- hidrolaziy strukttroje (Jaeger ir
kt.,, 1999). Istyrus Geobacillus isskiriamy lipaziy susilankstymg, buvo
nustatyta, kad G. thermoleovorans CCR11 kamieno iSskiriamg lipaze
LipCCRI11 sudaro 12 a spiraliy ir 11 B vijy (Quintana-Castro ir kt., 2009). 1.2
pav. iliustruoja G. stearothermophilus P1 lipazés (Tyndall ir kt., 2002) antring

strukttrg su a spiraliy ir B klosCiy i$sidéstymu.

1.2 pav. o spiraliy ir B klos¢iy iSsidéstymas G. stearothermophilus P1 lipazés antringje struktiiroje
(Tyndall ir kt., 2002). Juodi skrituliai zymi katalizinés triados padétis, raudonai jraSytos cinka
prisijungian¢iy aminorag$¢iy liekanos, rodyklés Zymi f klostes, sta¢iakampiai — o spirales, raudonas
sta¢iakampis ir rodyklés — naujos struktiiros, kuriy néra kanoningje o/f} hidrolaziy strukttiroje, bet jas

turi P1 lipazé (B1 ir B2 klostés ir a3 spiralé).
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Kaip jau minéta, informacijos apie Geobacillus genties bakterijy
sintetinamy 55 kDa dydzio karboksilesteraziy struktiirg néra daug. Literattiros
duomenimis S$iuos fermentus sudaro trys domenai: Katalizinis, o/ ir
reguliacinis. Katalizinis domenas pasizymi jprastu o/pf hidrolazéms biudingu
susilankstymu (centriné antiparaleli B klosté apsupta o spiraliy) (Liu ir kt.,
2007).

1.3.2 Substratg prisijungiancio kanalo ypatybés

Fermenty, tarp jy ir lipaziy, aktyvuma ir substratinj savitumg nulemia
ir kanalo, kuriame prijungiamas substratas, geometrija. Nors visos lipazés
pasiZzymi konservatyvia ketvirtine struktiira, katalizine triada ir reakcijy
mechanizmu, visgi substratg prijungian¢io kanalo geometrija varijuoja, taip
nulemiant ir skirtingg fermenty substratinj savituma. Tiriant, kokiam substratui
tiksliné lipazé teiks pirmenybe, svarbu yra ne tik substratg prijungiancio kanalo
forma ir 1lgis, bet ir hidrofobiSkumas, kuris priklauso nuo §j kanalg sudaranciy
aminoriigsciy liekany (Lotti ir Alberghina, 2007; Kingsley ir Lill, 2015). Pvz.,
zmogaus kasos lipazei biuidingas platus substrata prijungiantis kanalas ir ji
prisijungia substratus, kuriy riebaly riigs¢iy grandinés ilgis yra vidutiniskai
aStuoni anglies atomai. Tuo tarpu Candida rugosa lipazés (CRL) substrato
prijungimo sritis yra 22 A ilgio kanalas, kuris prijungia iki 17 anglies atomy

riebaly riig8¢iy grandingje turincius substratus (Kingsley ir Lill, 2015).

Pagal substratg prijungiancio kanalo geometrijg lipazes Sitiloma skirti
3 grupes. | grupei priskiriamos Rhizomucor meihei lipazés, kuriy riebaly
rigséiy prisijungimo vieta yra siaura. Antra grupé — Pseudomonas lipazés ir
Candida antarctica lipazé¢ B, kurios pasizymi piltuvo formos substraty
prijungianc¢iu kanalu, ir trecioji grupé — Candida rugosa lipazés, kuriy riebaly
rigsciy prijungimo vieta primena tunelj (Schmidt-Dannert, 1999). 1.3 pav.
pateiktas triacilglicerolio molekulés prijungimas G. thermocatenulatus BTL2

lipazéje.
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1.3 pav. Triacilglicerolio molekulés prijungimas G. thermocatenulatus BTL2 lipazéje (Carrasco-Lopez
ir kt., 2009). TRT1 ir TRT2 — dvi Triton X-100 molekulés, pazymétos baltomis / raudonomis
lazdelémis (a, b); slopiklis, savo struktiira primenantis trigliceridus — mélynos lazdelés (a); HA, HB ir
HC — , kiSenés“, kuriose prijungiama riebaly rugsiy grandiné (a); katalizinés Ser114, Asp318 ir His359

a.r. — melynos lazdelés (b); svarbios substrato prijungimui aminoriigstys — geltonos lazdelés (b).

Geobacillus sp. T1 lipazés substrato prisijungimo kanalas yra piltuvo
formos (18 x 25 A), jo pavirsiaus plotas — 901,6 A2, o tiaris — 1110,4 A3 (Qin ir
kt., 2014b). G. thermocatenulatus BTL2 lipazés tyrimai parodé, kad jos
substrata prijungiantis kanalas yra 14 A gylio ir kiausinio formos. Jo matmenys
— 18 x 25 A (kaip ir anks¢iau minétos T1 lipazés), plotas — 847,9 A2, o tiiris —
1183,1 A3 (Carrasco-Lopez ir kt., 2009).

1.3.3 Konservatyviis Geobacillus lipaziy struktiiros elementai

Aktyvigja o/fB- hidrolaziy sritj sudaro trijy aminortigsciy liekanos:
nukleofiliné lickana (Ser, Cys arba Asp), katalizinés aminortigsties (Asp arba
Glu) ir His lickanos. Sios aminoriigstys sekoje visada yra isidés¢iusios biitent
tokia tvarka. Nukleofiliné serino lickana yra lokalizuota konservatyviame Gly-
X-Ser-X-Gly pentapeptide, kuris formuoja y formos kilpg tarp a4 spiralés ir
kanoninés centrinés o/B- hidrolaziy B klostés B5 padéties. B5, vy kilpa ir a

spiralé — konservatyviausios struktiirinés dalys o/f- hidrolaziy struktiiroje.
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Glaudds rysiai egzistuoja tarp aminoriigsciy lickany, esan¢iy antroje pozicijoje
prie$ ir uz serino liekanos. Dazniausiai $ioje vietoje yra lokalizuotas glicinas.
Kartais jis gali buti pakeistas alaninu, valinu, serinu ar treoninu. Geobacillus
lipaziy atveju Sioje padétyje visada yra alaninas. Erdvinis katalizinés triados
iSsidéstymas yra vadinamas ,,nukleofiline alkiine” (Jaeger ir Reetz, 1998;
Arpigny ir Jaeger, 1999; Jaeger ir kt., 1999). Erdvinéje struktiiroje katalizinés
triados aminortigstys iSsidésto taip: Ser tarp B5 vijos ir a4 spiralés, Asp — tarp
al2 spiralés ir B9 vijos ir His — tarp B9 vijos ir al3 spiralés (Tyndall ir kt.,
2002).

Be katalizinés triados ne maziau svarbi Geobacillus lipaziy dalis — jau
anksciau mineétas ,,stogelis®, kurj paprastai sudaro
FFDLQKAVLKAAAVASNYV (180-197) aminorigsciy liekanos (Chakravorty
ir kt.,, 2011). Kity autoriy nuomone ,stogelj formuoja Aspl75-Lys229
aminortgstys (Abdul Rahman ir kt., 2012). Kaip jau minéta, Sios aminoriigstys
yra iSsidésCiusios a6 ir a7 spiralése, sujungtose kilpa. Formuojamas spiralé-
Kilpa-spiralé motyvas, kuris savo ruoztu dalyvauja aktyvacijoje faziy salycio
pavirSiumi. Vykstant Siam reiSkiniui Asp205-Arg214 ir Asp209-Arg214
formuojamos saveikos palaiko ,,stogelio* domeno stabilumg (Carassco-Lopez
ir kt., 2009; Abdul Rahman ir kt., 2012). 1.4 pav. pateiktas ,,stogelio*

atsidarymas vykstant lipaziy vykdomai hidrolizés reakcijai.

Informacijg apie ,,stogelio” vaidmenj vykstant substrato prijungimui
papildo ir F. Lopez-Gallego su kolegomis tyrimai (2012). Jie parod¢, kad G.
thermocatenolatus BTL2 lipazéje didziausi struktiiriniai pokyc¢iai prijungus

substratg vyksta regione tarp 176 ir 240 padétyse esanciy aminorigsciy.
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1.4 pav. Geobacillus sp. T1 lipazés aktyvacija (Abdul Rahman ir kt., 2012). Geltona spalva —
,stogelio domenas, kuris atsidaro esant oktano molekuliy. Sj atsidaryma skatina temperatiira.
Zemesnéje temperatiiroje esant oktano miceliy ,,stogelis atsidaro nezymiai. Nesant oktano molekuliy,

,,stogelis® neatsidaro.

Kitos nustatytos konservatyvios Geobacillus lipaziy struktiirinés
dalys(Nardini ir Dijkstra, 1999; Chakravorty ir kt., 2011):
e P-kilpos motyvas (GHKRYGRT), skirtas prisijungti ATP arba
GTP;
e cinkg prisijungiantis domenas (GAAHAAKH);
e oksianijono kisené¢” (PIVLLHGFTG), stabilizuojanti neigiamo

kriivio pernesimg vykstant hidrolizei.

Vykstant reakcijai ,,oksianijoniné kisené* yra svarbi poliarizuojant
dviguba rys] esteriniame substrate. Susidaro karboniliné anglis, jautri
nukleofilinei atakai, kurig vykdo katalizinés triados serinas. Jei serinas
pasalinamas mutacijy pagalba, ,oksianijoniné kiSené”“ gali dalyvauti
aktyvuojant kitas funkcijas (Hult ir Berglund, 2007; Gupta ir kt., 2015). Yra
parodyta, kad Serl05Ala mutantiné Candida antarctica lipazé katalizuoja
tioliniy ir amino grupiy prid¢jima o, B-nesociuosiuose aldehiduose, ketonuose
ir metilo esteriuose, kai reakcijos aplinka — cikloheksanas, toluenas ar dietilo
esteris (Hult ir Berglund, 2007).
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Per pastaruosius deSimt mety buvo gauta naujos informacijos apie

aminortgsStis ir regionus, dalyvaujanéius uZztikrinant tinkamg Geobacillus

lipaziy substraty prijungimg, temperatiirinj aktyvumg ir (ar) stabilumg (1.1

lentelé).

1.1 lentelé. Geobacillus genties bakterijy i$skiriamy lipaziy veiklai svarbios aminortigitys ir jy

nustatymui naudoti baltymy inzinerijos metodai.

Tyrimy taikinys Naudotas
Tirta Geobacillus yrimy tareiny baltymy .
. (aminorigstis ar S YL Svarba Autorius
llpaze 1nzinerijos
domenas)
metodas
stearothéino hilus His87; Asp61,; Ala A.r. dalyvaujancios Choi ir kt.,
L1 P His81; Asp238 mutagenezé prijungiant Zn?* jonus 2005
G. Asp365, Glu360, |  Analizé in A.r., dalyvaujancios Carassco-
thermocatenolatus Gly286, Pro366 silico rijungiant Ca®* jonus Lopez ir
BTL2 lipazé y£eo, pryung ) kt., 2009
Phel81Ala mutacija
padidina atstuma tarp
Phel81 ir katalizinio
Serl114 bei lipazés
thermocgténulatus Phe181 ir Phe182 mut:\ Ijnezé aktyvuma hidrolizuojant irliltr kl;%rz)eg
& C8 substratus. Phe181Ala- N
Phel182Ala mutacijos
reik$mingai sumazino
lipazés aktyvuma
Geobacillus RD-2 Taikiniut | Svarbi temperaturiniam |\ jp g
. Tyr224 specifiné stabilumui, i§sidésciusi
lipazé . . e 2010
mutagenezé netoli ,,stogelio* domeno
Geobacillus sp. Asp189 -Srae”::glrl:; Temperattriniam Shih ir Pan,
NTU 03 P P . stabilumui svarbi a.r. 2011
mutageneze
Taikiniui . .
. e Svarbi fermento Wahab ir
Geobacillus sp. T1 GlInl14 specifiné ' enantioatrankumui Kt.. 2012
mutageneze
Taikiniui L . .
Geobacillus sp. T1 Phel6Lys specifiné FIZIklm.q 1 qhemlll.lq Ali ir kt.,
. savybiy skirtumai 2012
mutageneze
G -Sra::i'g';g Apsupa katalizines a.r., Lonez-
’ Phel7, Leu245 ir P L prijungus substrata; pez-
thermocatenolatus 116320 mutageneze ir mutantu aktvvinimas Gallego ir
BTL?2 lipazé cheminés 4 deﬁer eztvais kt., 2012
modifikacijos 9
G. zalihae T1 Asp311Glu ir :ae”c(:gf; Padidéja temperatarinis | Ruslan ir
lipazé Lys344Arg P . stabilumas kt., 2012
mutageneze
. Taikiniui Pageréja ARM lipazés .
Geobacillus sp. Argl157Ser specifiné stabilumas ir Salleh ir
ARM . i kt., 2012
mutagenezé kompaktiskumas
i A;[;agfl’;;m;:l;ﬁ Taikiniui Mutacijos Siose padétyse Sharma ir
paze, pasizym Glu315ir Asn355 |  specifiné | gali padidinti temperatiirinj
panasumu j A . kt., 2014
mutageneze stabiluma

Geobacillus lipazes
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Nors Geobacillus lipazés placiai tiriamos vis délto triksta informacijos
apie C-galiniame regione iSsidéséiusiy aminortigséiy vaidmenj $iy fermenty

aktyvumui ir funkcionalumui.

1.4 Esteraziy ir lipaziy katalizuojamos reakcijos ir jy
mechanizmas

Vandeniniuose tirpaluose esterazés ir lipazés veikia acilgliceroliy
karboksilesterinius rySius, vyksta hidrolizeé ir susidaro laisvos riebaly riigstys,
di- ir mono-acilgliceroliai ir glicerolis (Villeneuve ir kt., 2000). Esant mazam
vandens kiekiui Sie fermentai gali katalizuoti ir atvirkSting reakcijg —
esterinimg. Esterazés ir lipazés taip pat gali vykdyti acidolizg, kada vyksta
pasikeitimas acilo grupémis tarp esterio ir rugsties; peresterinima, kai
pasikei¢iama acilo grupémis tarp dviejy esteriy; alkoholizés reakcijg, kurios
metu pasikeiCiama radikalais tarp esterio ir alkoholio; ir aminolizg

organiniuose tirpikliuose (Villeneuve ir kt., 2000; Paiva ir kt., 2000) (1.5 pav.).

HIDROLIZE PERESTERINIMAS
he0=OR +H0 s R-C-OH + RO RGOk + Ry=(=OR == R—=OR: + R-C-OR,
| H
0 (‘;: 4] ] 0
ESTERIU SINTEZE ALKOHOLIZE
RC—0H + Re0H — R]_LF_ORE +H0 Rw—(ﬁ—ORz + R—0H — Rl—(ﬁ-mh + R-OH
| 0 0 0
ACIDOLIZE AMINOLIZE
R-C—0Ry + Ry—C—0H —» Ry—C~0R, + Ri~C—OH RJ-(|2—(JR3 + Ry—NH, =——» R|—(ﬁ—NHRg + Ry-0H
| ]
0 | § 0 0

1.5 pav. Esteraziy ir lipaziy katalizuojamy reakcijy schema (Villeneuve ir kt., 2000).

Visiska esteriniy rySiy hidrolizé, riebaly rugsciy gamyba, esteriy
sintezé ir substraty modifikacijos (peresterinimo reakcijos) labai priklauso ne
tik nuo reakcijos aplinkos (vandeniné aplinka ar organinis tirpiklis), bet ir nuo
temperatiiros bei slégio (reakcijos gali vykti esant gary) (Villeneuve ir kt.,

2000). Visas Sias aptartas reakcijas gali katalizuoti ir jvairlis baziniai ar
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rigstiniai cheminiai katalizatoriai, ta¢iau biokatalizatoriy (tokiy kaip lipazés ar
esterazés) naudojimas leidzia Siuos procesus vykdyti Svelnesnémis sglygomis.
Tai sumazina nepageidaujamy atlieky kiekj, reakcijos yra savitesnés ir procesai

tampa draugiSkesni aplinkai (Villeneuve ir kt., 2000).

Pagrindiné karboksilesteraziy ir lipaziy katalizuojama reakcija —
karboksilesteriy rySiy hidrolize j riebaly riigstis ir gliceroli. Aktyvyji fermenty
centrg, kaip jau minéta, sudaro Ser-His-Asp/Glu kataliziné triada. Ji panasi j
serino proteaziy triadg, todél manoma, kad esteraziy ir lipaziy vykdoma
karbosilesteriniy rysiy hidrolizé savo mechanizmu yra panasi | serino proteaziy

vykdomag katalize (Jaeger ir kt., 1999).

Substrato hidrolizés reakcija susideda i§ dviejy etapy (Lotti ir
Alberghina, 2007). Pirmoje stadijoje nukleofilinio serino hidroksilo grupés
deguonies atomas atakuoja karbonilinj karboksilesterinio rysio anglies atoma ir
susiformuoja trumpalaiké tetraedriné strukttira. Taip pat susidaro vandeniliniai
rySiai su aminorigs¢iy, jeinanéiy j ,,oksianijoning kiSen¢* azoto atomais. Tai
stabilizuoja neigiamo kriivio pernesimg vykstant hidrolizei. Po to Ser atakuoja
katalizinj His, kuriam i3 serino hidroksilo grupés yra pernesamas protonas. Sio
protono pernesima palengvina kataliziné aminoriigstis (Asp ar Glu), kuri
tiksliai orientuoja histidino imidazolo Ziedg ir taip dalinai neutralizuoja jgyta
neigiama krivi. Sioje stadijoje vyksta substrato rigities komponento
esterinimas, kurj atlicka nukleofilinis serinas, atskyla alkoholis ir lieka acil-
lipazés kompleksas. Kita stadija — deacilinimas. Jos metu vandens molekulé
atakuoja kompleksa (vél vyksta nukleofilin¢ ataka). Sia vandens molekule
aktyvuoja katalizinés triados His, kuris atima i§ jos protong. Dél to OH" jonai
aktyvuoja Kkarbonilinj anglies atoma, esantj acilo grupéje, kovalentiskai
prijungtoje prie Ser. Vél suformuojama neigiama kriivj turinti tarpiné
tetraedriné struktira. Tolesnéje stadijoje His atiduoda protong aktyvaus Ser
deguonies atomui, kurio déka atsipalaiduoja acilo komponentas, ir fermentas
yra pasirenges naujai katalizés reakcijai (Jaeger ir kt, 1999; Lotti ir Alberghina,
2007; Anobom ir kt., 2014).
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Detali informacija apie tiksliniy fermenty struktiirag, vykdomy reakcijy
mechanizmus yra svarbi baltymy inzinerijoje, kada taikant racionaly baltymy
tobulinimg galima gauti geresnémis savybémis pasizymincius fermentus bei

tirti tiksliniy fermenty struktaros ir funkcijos rys;.

1.5 Baltymy inZinerija — fermenty savybiy gerinimo priemon¢

Baltymy inzinerija — dvideSimtmet] skaiCiuojanti geny inzinerijos
atSaka (Kapoor ir kt., 2015). Ji leidzia ,apeiti“ nataraliy, gamtoje
egzistuojanciy biokatalizatoriy trikumus ir sukurti naujus savitus fermentus.
Taikant baltymy inzinerijos strategijas galima sukurti fermentus, kurie geba
islikti aktyviis paveikus auksta temperatiira, stipriai bazinémis ar rigstinémis
medziagomis, kas paprastai gali slopinti jprastus natiiralius fermentus.
Naudojant tiesioginés evoliucijos metodus galima ne tik patobulinti
egzistuojanciy baltymy savybes, bet ir suteikti jiems naujas funkcijas, kurios
paprastai néra budingos. Dazniausial gerinamos savybés yra stabilumas
aukstose temperatiirose, enantio- ar stereo- atrankumas, atsparumas organiniy
tirpikliy poveikiui bei savitasis ar katalizinis fermenty aktyvumas. Tokie
pagerinti fermentai yra labiau tinkami taikyti pramong¢je, kadangi padidinamas
procesy efektyvumas, ekonomiSkumas ir ekologiskumas (Chirumamilla ir kt.,
2001; Turner, 2003; Kaur ir Sharma, 2006; Joshi ir Satyaarayana, 2014;
Denard ir kt., 2015). Vieni i§ tokiy tyrimy objekty — lipoliziniu aktyvumu

pasiZymintys fermentai.

1.5.1 Baltymy inZinerijos metody skirstymas
Baltymy inzinerija galima skirti ;1 dvi pagrindines kryptis: racionalyji
baltymy kiirimg (angl. Rational design) ir tiesioging evoliucija (molekuliné

evoliucija, evoliucija ,,in vitro®) (angl. Directed evolution) (1.6 pav.).
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Racionalus naujy Tiesioginé evoliucija (in vitro

baltymy kiirimas evoliucija; molekuliné evoliucija)
Baltymy struktiara Laukinio tipo Keli skirtingi
' genas apdenai
----------------- ——
'\k ' [—

Ne rekombinacija /
paremti metodai / Rekombinacija paremti

_P v / metodai «
Klaidas daranti PGR; /

isetinta mutagenezé; ;
Hutacijas palaikantys kamienai; _f

Molekulinis
modeliavimas

DMR maisymas; StEP;
. Atsitiktinis pradmeny prikibimas;

. . SeSal i k. ; ITCHY/SCRATCHY
Taikiniui specifine mutageneze
——————— X (BN E—
e — o — o
¢ (I SR — .

Klonavimas, raiskos analizeé,
atranka

% WR% ARs

Modifikuotas fermento Geresnémis savyhémis pasiZyminéio I

variantas fermento atranka

lﬂlonavimas ir rais$kos analizé

1.6 pav. Baltymy inzinerijos strategijos ir kai kurie joms priskirtini metodai (Bornscheuer, 2008).

Taikant racionaly baltymy kiirimg ir gerinimg turi buti Zinoma tiriamo
ar jam artimo baltymo struktiira. Geresni rezultatai gaunami ir tuo atveju, kai
zinomas fermento veiklos mechanizmas ar funkcija. Modifikacijos dazniausiai
jvykdomos naudojant taikiniui specifinés mutagenezés metodus (angl. Site
directed mutagenesis) ir pokyciai zinomi i§ anksto. Tuo tarpu tiesioginéje
evoliucijoje informacija apie fermento struktiira, funkcija ir veiklos
mechanizmg néra tokia svarbi, kadangi naujy varianty paieSka remiasi
atsitiktinai vykstanciais baltymo sekos pokyciais. Tiesioginé evoliucija
imituoja gamting atrankg ir sumazina laikg (kelios savaités ar ménesiai),
reikalingg natiiraliai evoliucijai vykti (keletas milijony mety). Tiesioginéje
evoliucijoje atrankos slégis sukuriamas naudojant didelés gebos atrankos
sistemas, o pokyc¢iai gaunami taikant mutagenezés ar rekombinacijos metodus
(Chen, 2001; Valetti ir Gilardi, 2004; Kaur ir Sharma, 2006; Joshi ir
Satyaarayana, 2014).
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Baltymy inzinerijai vystantis, naudojamy metody skaicius vis did¢ja.
Tolesniuose skyreliuose placiau bus aptarti kai kurie i jy, didesnj démesj
skiriant toms strategijoms, kurios literatiros duomenimis naudojamos
dazniausiai. Pateikiant baltymy inzinerijos pritaikymo pavyzdzius didZiausias

démesys skirtas mikroorganizmy lipazéms ir esterazéms.
1.5.2 Racionalus baltymy kiirimas ir alanino skenuojanti mutagenezé

Kaip jau minéta anksciau, racionalus naujy baltymy kiirimas prasideda
nuo zinomos tikslinio baltymo struktiiros (ar homologinio baltymo modelio).
Remiantis ja, nustatomos svarbiausios baltymo veiklai aminoriigstys. Véliau,
naudojant taikiniui specifing mutagenez¢, galima sukurti mutantus ir
eksperimentiSkai patvirtinti ar paneigti tokios identifikuotos aminoriigsties
svarbg (Bornscheuer, 2008). Taikant racionaly baltymy kiirimg — svarbios
zinios apie determinantus, kurie yra atsakingi uz tiriamo fermento substratinj
atrankumag ar katalizinj mechanizmg (Antikainen ir Martin, 2005). Viena i$
racionalaus baltymy kirimo ir analizés strategijy — alanino skenuojanti
mutagenezé (angl. Alanine-scanning mutagenesis), leidzianti suprasti baltymy
struktiros ir funkcijos ar baltymy tarpusavio rySj (Thorn ir Bogan, 2001).
Kartu tai ir taikiniui specifinés mutagenezés pavyzdys, kai tikslinés

aminoriigStys yra pakei¢iamos ] alaning.

Tiksliniy aminoriigsciy keitimas j alaning gali biiti naudojamas norint
greitai identifikuoti aminoriig§¢iy liekanas, kurios yra svarbios baltymy
funkcijoms uztikrinti (dalyvauja atpazjstant substratg) (Gibbs ir Zoller, 1991),
stabilumui (Blaber ir kt., 1995) ar palaikant tinkamag erdving struktura.
Kiekvienas pakeitimas j Ala nagrinéja kiekvienos individualios aminorfigsties
Sonings grandinés indélj, uztikrinant tiriamo baltymo funkcionalumg (Morrison
ir Weiss, 2001). Skenuojancios mutagenezeés strategija yra puiki priemong,
leidzianti iSaiskinti ir tirti fermento struktros ir funkcijos ry$j bei atlikti
baltymy evoliucijos tyrimus (Maynard ir kt., 2002; Moreira ir kt., 2007).

Vienas i§ Ala skenuojanCios mutagenezés privalumy — ja naudojant néra
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veikiama pagrindinés grandinés konformacija, kas gali vykti naudojant glicing
ar proling. Alaninas — nedidelé, cheminiu poziiiriu inertiné, turinti metilo grupe
aminorugstis. Metilo grupé imituoja antring struktiirg, ko kitos aminortigstys
negali padaryti (Lefevre ir kt., 1997). Kai kuriais atvejais (kai reikia iSlaikyti
konservatyviy aminoriigs§¢iy dydj) gali buti naudojamos didelés aminortigstys,
tokios kaip valinas ar leucinas. Taip pat skiriama ir cisteino skenuojanti
mutagenezé, kai tiksliné aminoriigitis yra pakei¢iama | cisteina. Si
aminortgstis sudaro sgveikas su baltymus modifikuojan¢iomis medziagomis,
tokiomis kaip N-etilmaleimidas. Pastaroji strategija naudinga, kai siekiama

jvertinti transmembraniniy baltymy topologija.

Alanino skenuojanti mutagenezé¢ sékmingai buvo pritaikyta
Alicyclobacillus acidocaldarius esterazés 2 analizei (Pezzullo ir kt., 2013);
tiriant Phel81 ir Phel82 svarbg G. thermocatenulatus lipazés aktyvumui bei
uztikrinant jos savitumg substratui (Karkhane ir kt., 2009), jvertinant Asp131-
Ser138 regiono aminoriigsciy jtakg Fervidobacterium changbaicum lipazés
aktyvumui ir stabilumui (Li ir kt.,, 2012a). Naudojant alanino skenuojancia
mutagenez¢ E. Timucin su bendraautoriais (Timucin ir Sezerman, 2013,
Timucin ir kt., 2016) jrodé, kad Trp211, Trp234, Trp61 ir Trp212 yra svarbios
G. thermocatenulatus (BTL2) lipazés temperattiriniam stabilumui. Pakaitos j
alaning padéjo nustatyti aminortigstis, dalyvaujancias G. stearothermophilus
L1 lipazei prijungiant cinkg (Choi ir kt., 2005) ar kataliziniy Asp ir His padétis
.3 lipaziy Seimai priklausancioje Pseudomonas sp. MIS38 (PML) lipazéje
(Hyun-Ju ir kt., 2000).

1.5.3 Tiesioginé¢ evoliucija

Tiesioging evoliucija galima skirstyti j dvi Sakas: nerekombinantiniai
metodai ir rekombinacija paremti metodai (Antikainen ir Martin, 2005).
Pirmajai Sakai priklauso nemazai jvairiy atsitiktinés mutagenezés metody:
klaidingoji PGR (angl. Error-prone PCR) (Pritchard ir kt., 2005); jsotinta

mutagenezé (SeSaM (angl. Sequence saturation mutagenesis (Chen ir kt.,
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2012))); mutacijas palaikantys kamienai (angl. Mutator strains), kuriy
pagrindas — Escherichia coli XL1-red kamienas, neturintis DNR pazaidy
taisymo sistemos (Greener ir kt., 1997; Labrou, 2010); RID (angl. Random
insertion / deletion mutagenesis) (Murakami ir kt., 2002; Murakami ir kt.,
2003; Neylon, 2004), taip pat cheminé ar spinduliuote paremta mutagenezé
(Nannemann ir kt., 2011). Siame darbe pla¢iau bus aptarta klaidingoji PGR,
kadangi butent ji naudota eksperimentinéje dalyje (1.5.3.1 skyrelis).

Antroji Saka apima metodus, paremtus homologiniy ar nehomologiniy
seky rekombinacija. D¢l jy jvairovés ir metodikos subtilybiy tolimesniuose
skyreliuose bus aptarti placiausiai taitkomi Sios krypties metodai, didesnj
démesj skiriant DNR maiSymui. Visy $iy metody pagrindinis tikslas — pagerinti
egzistuojanciy baltymy savybes ir sukurti biokatalizatorius naujoms
biosintezés reakcijoms ar naujas medikamentines priemones bei vakcinas

(Nannemann ir kt., 2011).
1.5.3.1 Klaidingoji PGR (angl. Error-prone PCR (epPCR))

Vienas 1§ placiausiai naudojamy nerekombinantiniy, atsitiktiniy
metody, siekiant padidinti molekuling jvairove — klaidingoji PGR (Pritchard ir
kt., 2005; Nannemann ir kt., 2011). Jos metu naudojamos ne optimalios PGR
salygos, siekiant sukurti mutanty bibliotekg. Viena i§ esminiy tokios PGR
salygy — polimerazés, neturincios klaidy taisymo aktyvumo, naudojimas. Tokia
yra pladiai eksperimentuose taikoma Thermus aquaticus (Taq) polimerazé.
Iprastu atveju Taq polimerazé daro klaidas dazniu 0,1*10* — 2*10* (Kaur ir
Sharma, 2006). Jos daromy klaidy daznj galima padidinti naudojant didesn¢
Mg?* koncentracijg (7 mM vietoje jprastos 1,5 mM (Cirino ir kt., 2003)),
papildomai j reakcijos miSinj jdéjus Mn?* jony ar naudojant nevienoda jvairiy
dNTP koncentracija (Kaur ir Sharma, 2006; Bornscheuer, 2008). Taip pat
galima j reakcijos misinj jdéti skruzdziy ragsties, hidrazino (Nannemann ir kt.,
2011), karbamido, izopropanolio, butanolio (Kaur ir Sharma, 2006). Esant 7—8

% (v/v) propanolio, mutacijy daznis yra didesnis nei 9,8*10° mutacijy/bp
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(Kaur ir Sharma, 2006). Klaidas daranc¢ios PGR metodas vis tobulinamas.
Vienas i$ naujausiy pasitlymy — naudoti sunkyjj D-O vandenj vietoje jprasto
H20. Naudojant tokias salygas bei Mn?* jonus, pavyko gauti 1,8*107 klaidy
daznj (Minamoto ir kt.,, 2012). Klaidingosios PGR metodo privalumas —
paprastumas, o trikumai — gali kauptis nepageidaujamos mutacijos, jas gali
riboti aminoriigdciy iSsidéstymas, naudojamos polimerazés 3aliskumas. Sio

metodo pritaikymo pavyzdziy pateikta 1. 3 lenteléje.
1.5.3.2 DNR maiSymas (angl. DNA shuffling)

Baltymy inZinerijos vystymuisi didziule jtakg padaré DNR maiSymo
(angl. DNA shuffling) metodikos sukiirimas. DNR mai§ymas — homologiniy
geny rekombinacijai in vitro skirtas metodas, kurj pirma karta 1994 m. aprasé
W.P.C. Stemmer (Stemmer, 1994ab). Sis metodas ir jo modifikacijos
s¢kmingai naudojami norint pagerinti fermenty aktyvuma, stabilumg ir

susilankstyma, sickiant pakeisti substratinj savitumg (Zhao ir kt., 2002).

Metodo principas gana paprastas. Genai, kurie rekombinuos
tarpusavyje, atsitiktinai sukarpomi naudojant deoksiribonukleaze | (DNazg I).
Po to 50-100 bp fragmentai iSvalomi i§ agarozeés gelio ir surenkami naudojant
PGR. Fragmentai Sios reakcijos metu vieni kitiems tarnauja ir kaip matrica, ir
kaip pradmenys. Rekombinacija vyksta, kai skirtingy téviniy geny fragmentai
vykstant PGR prilydomi vienas prie kito vietose, kurios pasizymi dideliu seky
panasumu. Kitas proceso etapas — PGR, kuri atliekama naudojant pradmenis,
kuriy déka galima pagausinti pirminius tévinius genus (Bornsheuer, 2008) (1.7
pav.). Kuriami ir Sio metodo pagerinimai, pvz., vietoje DNazés I sitiloma
naudoti restrikcijos endonukleazes (Kikuchi ir kt., 1999). Pastaruoju atveju

gaunamas didesnis hibridiniy produkty daznis.
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Pradiniai, téviniai genai

DNazés |

atliekama hidrolizé
[ [ [ s | s ) 1L 130 1
I [ T—T—T. ] 130 1

l PGR be pradmeny

Fragmentai A 1
e . ,:l-
l = Hibridizavimas om0 oy
e I ]
— ) [
— N
TDenatﬁrswimas

Pilno ilgio sekos
pagausinimas

1.7 pav. DNR mai§ymo metodo schema (Joern, 2003). Du téviniai genai (baltos ir juodos juostelés)
yra atsitiktinai sukarpomi naudojant DNaze I, siekiant sukurti fragmenty jvairove. Gauti fragmentai
rekombinuoja tarpusavyje PGR metu. Véliau pilno ilgio geno seka (dydis atitinkantis pradiniy, téviniy

geny dydj) yra pagausinama naudojant pradmenis, skirtus téviniy geny pagausinimui.

DNR maiSymo metodika turi gang platy pritaikymg. Literatiroje
pateikiama nemazai pavyzdziy, kai DNR maiSymo strategija taikoma vaisty ir
vakciny kiirimui (Patten ir kt., 1997). Tac¢iau DNR maiSymas turi ne tik
privalumy (sglyginai lankstus, paSalinamos neesminés mutacijos), bet ir
trikumy. Vienas i§ jy — rekombinacijai gali buti naudojami tik genai,
pasizymintys dideliu seky panasumu (70 % (Valetti ir Gilardi, 2004)). Taciau
baltymams, kurie atlicka panaSias funkcijas ir pasizymi didele savo struktiiry
homologija, daznai buidingas labai mazas seky panasumas. Kiti trikumai —
didelis téviniy seky daznis galutin¢je naujy varianty bibliotekoje bei
reikalingas gana didelis DNR kiekis (Stemmer, 1994ab; Valetti ir Gilardi,
2004).



Baltymy inZinerijos pavyzdziy literatiiroje galima rasti nemazai.

Didelé¢ dalis jy susijusi biitent su mikroorganizmy lipaziy ir esteraziy inZinerija

(1.2 lentelé).

1.2 lentelé. Mikroorganizmy lipaziy ir esteraziy, modifikuoty taikant jvairius baltymy inZinerijos

metodus, pavyzdziai.

Fermentas Taikytas baltymy Rezultatas Autorius
inZinerijos
metodas
Pseudomonas Klaidingoji PGR; Padidintas Liebeton ir kt.,
aeruginosa lipaze jsotinta mutagenezé enantioatrankumas; 2 2000; Fujii ir kt.,
kartus padidéjes 2005; Nakagawa ir

Alicyclobacillus
acidocaldarius ir
Archaeoglobus
fulgidus
karboksilesterazés
Rhizopus oryzae lipazé

Rhizopus arrhizus
lipazé

Candida antarctica
lipazé B

Pseudomonas
marginata
cefalosporino esterazé
EstB

Pseudomonas
aeruginosa lipazé
Metagenominiu budu
gauta lipazé

Karboksilesterazé R.34

Candida rugosa lipazé
Trx-LIP4

Klaidingoji PGR

Isotinta mutagenezé

Klaidingoji PGR;
DNR maiSymas

Klaidingoji PGR,
isotinta mutagenezé

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR ir
Taikiniui specifiné
mutagenezé
Atsitiktiné
mutagenezé
Kepuréliy domeny

sukeitimas ir DNR
maiSymas

amidazinis aktyvumas

Padidintas
enantioatrankumas

Pakites gebéjimas
hidrolizuoti jvairius
substratus; svarbiy
veiklai aminoruagsciy
identifikavimas
Pagerintas
temperatiirinis

stabilumas ir padidéjusi

optimali veiklos
temperatira

20 karty pagerintas
stabilumas 70 °C
temperatiroje

100 karty pagerintas
aktyvumas 35 % DMF

Kai kuriy mutanty
padidéjes
temperatiirinis
stabilumas
Virtimas j lipaze

Hidrolizinio aktyvumo
poky¢iai, pakites
enantioatrankumas

kt., 2007

Manco irk t., 2002

Joerger ir Haas,
1994; Klein ir kt.,
1997

Bornscheuer, 2008

Zhang ir kt., 2003

Valinger ir kt.,
2007
Reetz, 2000

Sharma ir kt., 2014

Reyes-Duarte ir
kt., 2005

Akoh ir kt., 2004
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1.2 lentelé (tesinys (1)). Mikroorganizmy lipaziy ir esteraziy, modifikuoty taikant jvairius baltymy

inzinerijos metodus, pavyzdziai.

Fermentas Taikytas baltymy Rezultatas Autorius
inZinerijos
metodas
Candida rugosa lipazé ~ Kepuréliy domenu 200 karty padidéjes Brocca ir kt., 2003;
LIP1 sukeitimas ir DNR aktyvumas Secundo ir kt.,
maiSymas hidrolizuojant 2004

Bacillus subtilis lipA

Bacillus pumilus lipazé

Proteus vulgaris lipazé
Psudomonas
fluorescens lipazeé
Rhizopus chinensis
lipazé

Rhizopus oryzae lipazé
Rhizopus arrhizus

lipazé

Yarrowia lipolytica
Lip2

Bacillus subtilis lipA

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR ir
DNR maiSymas
Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR ir
DNR maiSymas

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR

cholesterolio esterius,
sumazéjes
enantioatrankumas ir
aktyvumas organiniuose
tirpikliuose

4,5 karto padidintas
lipolizinis aktyvumas po
L102V, K70N mutacijy
6 kartus padidéjes
aktyvumas po S21P,
R112G, L124H
mutaciju

3,5 kartus padidéjes
aktyvumas po V102I,
G197S, R229H mutacijy
29 kartus padidéjes
aktyvumas po N8S,
S14G ir W72R mutacijy
4 Kkartus padidéjes
aktyvumas po A129S,
K161R, A230T, K322R
mutacijy

5,9 karto padidéjes
aktyvumas po Q128H,
Q197L mutaciju

12 karty padidéjes
temperatirinis
stabilumas 50 °C
temperatiiroje po A9T,
E190V ir M225I
mutacijy

127 padidéjes
temperatirinis
stabilumas 60 °C
temperatiiroje po
C244A mutacijos
Padidéjes
temperatirinis
stabilumas po A15S,
F17S, A20E, N89Y,
G111D, L14P, A132D,
1157M ir N166Y
mutaciju

Zhao ir kt., 2009

Huang ir kt., 2008

Fang ir kt., 2009

Jung ir kt., 2003

Wang ir kt., 2009

Shibamoto ir kt.,
2004

Niu ir kt., 2006

Bordes ir kt., 2011

Ahmad ir kt., 2008




1.2 lentelé (tesinys (2)). Mikroorganizmy lipaziy ir esteraziy, modifikuoty taikant jvairius baltymy

inzinerijos metodus, pavyzdziai.

Fermentas Taikytas baltymy Rezultatas Autorius
inZinerijos
metodas
Bacillus subtilis lipA Klaidingoji PGR ir 300 karty padidéjes Acharya ir kt.,

Geobacillus
thermocatenulatus
lipazé

Staphylococcus aureus
lipaze

Bacillus subtilis lipazé

Bacillus sp. lipazé

Pseudomonas sp. lipazé
Lip 1.3

Pseudomonas
fluorescens esterazé

Pseudomonas
aeruginosa LST-03
lipazé

taikiniui specifiné
mutagenezé

Klaidingoji PGR

Klaidingoji PGR ir
DNR maiSymas

Klaidingoji PGR ir
vienos bei keliy viety
jsotinta mutagenezé

Klaidingoji PGR

Sekai jsotinta
mutagenezé
Mutacijas
palaikantys
kamienai; klaidingoji
PGR

Taikiniui specifiné
mutagenezé

stabilumas 55 °C po
N66Y, A132D, L114P
mutacijy

Padidéjes aktyvumas
skaidant ilgos grandinés
riebaly rugséiy
substratus; lipazés
virtimas | fosfolipaze
Padidintas lipazés
fosfolipolizinis
aktyvumas (6 aminor.
mutacijos lémé 11,6
karto padidéjusi
fosfolipolizinj
aktyvuma)

Mezo-
1,4-diacetoksi-2 —
ciklopenteno hidrolizé
susidarant alkoholiams.
Pagerintas
enantioatrankumas
Padidintas savitasis
aktyvumas ir
stabilumas
Substratinio savitumo
ir aktyvumo pokyc¢iai
Padidintas
stereoantrankumas

Pagerintas stabilumas
organiniuose
tirpikliuose

2004

Kaufmann ir
Schmidt-Dannert,
2001

Van Kampen ir
Egmond, 2000

Funke ir kt., 2003

Khuranair kt.,
2011

Panizza ir kt., 2014
Henke ir

Bornscheuer, 1999

Kawata ir Ogino,
2010

Pseudomonas fragi
lipazé

Candida antarctica
lipazé

Klaidingoji PGR

DNR maiSymas

5 kartus padidéjes
stabilumas 42 °C
temperatiiroje po
R127G, R152H, D2Y,
H30N mutacijy

11 karty pageréjes
stabilumas 45 °C
temperatiiroje po
A281E, V221D mutaciju

Lafranconi ir kt.,
2008

Suen ir kt., 2004

Pateikti pavyzdziai rodo, kad

mikroorganizmy lipaziy ir esteraziy

tyrimai — vis dar perspektyvi ir mokslininky démesio neprarandanti sritis.
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1.5.4 Suliety chimeriniy baltymy kiirimo principai ir svarba

Viena naujausiy krypciy baltymy inZinerijoje — daugiafunkciniy
chimeriniy baltymy kirimas (George ir Heringa, 2002). Dviejy ar daugiau
baltymy domeny suliejimas gali padidinti fermento bioaktyvuma ar sukurti
naujas funkcijy kombinacijas. Tai svarbu tiek biotechnologiniu, tiek
biofarmaciniu poziariu (Ostermeier ir Benkovic, 2000; Yu ir kt., 2015).
Kuriant sulietus baltymy variantus gali buti pagerinamas tiksliniy fermenty
katalizinis aktyvumas bei gebéjimas prisijungti substratus, didinamas
stabilumas, sintezés efektyvumas, sumazinamos gamybos procesy finansinés
sgnaudos. Sulieti baltymai gali biiti kuriami taikant dvi strategijas: arba
genetiSkai suliejamas atviras skaitymo rémelis (ASR) ir nuskaitomas
chimerinis baltymas, arba baltymai suliejami vykstant potransliaciniams
procesams. Dazniausial du baltymai suliejami sujungiant du ASR genetiniame
lygmenyje (vieno baltymo C-galas sujungiamas su kito baltymo N- galu) ir
susidaro vienas bendras iIRNR transkriptas, koduojantis vieng polipeptida.
Tokios konstrukcijos polipeptida galima sukurti dviem biidais. Vienas jy —
naudojant persidengiancius pradmenis ir PGR, kada galutinis polipeptidas
neturi jokiy papildomy aminoriigs¢iy. Kitas — taikyti tradicing strategija,
paremtg dviejy geny kirpimu ta pacia restrikcijos endonukleaze ir ligavimu

(Elleuche, 2015).

Kuriant sulietus baltymus galima ir treCia strategija, kada du,
tarpusavyje jungiami baltymai, yra atskiriami peptidu, vadinamu jungtuku
(George ir Heringa, 2002; Arai ir kt., 2004). Jungtukai padeda uztikrinti
sujungty baltymy lankstumg ir sumazina erdvinius trikdzius (Gokhale ir
Khosla, 2000). Naudojami ilgi jungtukai lemia didesnj sujungty baltymy
lankstuma, taciau tokie regionai gali buiti jautresni proteaziy poveikiui. Taigi
jungtuky ilgj kiekvienu atveju reikia optimizuoti. Jungtukai teigiamai veikia

baltymo stabilumg ir domeno-domeno saveikas (George ir Heringa, 2002).
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Jungtuky, naudojamy dviejy skirtingy baltymy sujungimui tarpusavyje,

tyrimy pradzia — 1990 m. (Argos, 1990). Yra skiriami du jungtuky tipai:

spiraliniai ir nespiraliniai jungtukai. Spiraliniai jungtukai, manoma, veikia kaip

griezti dviejy domeny erdviniai skyrikliai. Nespiraliniai jungtukai yra turtingi

Pro aminortigStimi. Tai lemia strukttirinj nelankstuma ir jungtuko izoliacija nuo

prijungty domeny. Abiejy tipy jungtukai veikia kaip pastoliai, neleidZiantys

susidaryti nepageidaujamoms sgveikoms, lankstantis keliems skirtingiems

domenams (George ir Heringa, 2002). Jungtuky tipai ir jy Savybés pateiktos

1.3 lentel¢je, o rySkiausi chimeriniy suliety fermenty pavyzdziai — 1.4 lentel¢je.

Svarbu paminéti, kad yra tik keli literatiiros Saltiniai, apraSantys chimerinius

sulietus lipoliziniu aktyvumu pasizymin¢ius fermentus.

1.3lentelé. Jungtuky skirstymas ir pagrindinés biidingos savybés (Sabourin ir kt., 2007; Chen ir kt.,

2013).
Jungtuko grafinis Taikymas- Biidingos e
Jungtukas .vg - g Ky . & Pavyzdziai
iSsidéstymas privalumai savybés
Saveika tarp
< domeny;
efektyviai veiklai
relka-llnqe.l.s Turtingi »GS“
domeny judéjimas . . . .
L ankstus erdvéje mazZomis ar jungtukai:
— — hidrofilinémis | (GGGGS)n,
Padidina erdvinj ar (G)n. (G)
atstuma tarp o n AN
domeny ir leidzia
o " veiksmingg ju
erdvinj atskyrima
. Spiralinés
Palaiko at.s t'umq struktiiros (EAAAK)n,
Nelankstus tarp dvieju L
arba turtingi (XP)n
—_— domeny
Pro
Formuojami
disulfidiniai
e i Redukuojami | tilteliai arba
.. . Leidzia in vivo R
Kerpami in _£ TR arba proteazéms
. \_) atskirti kelis o o | . )
vivo domenus fermentiskai | jautriseka; -
kerpami LEAGCKNF
FPR|SFTSC
GSLE
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1.4 lentelé. Suliety fermenty pavyzdziai.

Sulietas Mikroorganizmas, Naudotas jungtukas Autorius
fermentas kurio baltymai sulieti
Fermentai, skirti hemiceliuliozés skaidymui
Arabinofuranozidazé/ Komposto metagenomas/ ALNNSIGVLGVSPSAKLAIGPMYN Fan ir kt.,
ksilanazé/ksilozidazé  Clostridium QVVYQYPN 2009
thermocellum/
Thermoanaerobacter sp. ALNNSIGVLGVSPSAGGGGADPA
IGPMYNQVVYQYPN
Feruloil esterazé- Aspergillus niger GSTYSSGSSSGSGSSSSSSSTTTKATS  Levasseur
endoksilanazé TTLKTTSTTSSGSSSTSAA ir kt., 2005
Sulieti fermentai, skirti celiuliozés skaidymui
Celiuliaze-p- Thermotoga maritima - Hong ir kt.,
gliukozidazé 2007
B-1,4- Paenibacillus sp. MTCC GS jungtukai: GGGGSGGGGS, Adlakha ir
endogliukanazé-- 5639 pavadintas (G4S): ir kt., 2012
1,4-gliukozidazé ir GGGGSGGGGSGGGGS, pavadintas
atvirks¢iai (G4S)s
Celiulosominé Clostridium - Lee ir kt.,
endogliukanazé- thermocellum/Clostridium 2011

celiulosominé
egzogliukanazé arba
ne celiulosominé
egzogliukanazé

Sulieti fermentai, dalyvaujantys hemiceliuliozés ir celiuliozés skaidyme

cellulovorans ir atvirks¢iai

Celiuliazé-ksilanazé Paenibacillus sp. MTCC GS jungtukas: GGGGSGGGGS Adlakha ir
ir atvirksc¢iai 5639 kt., 2011
Endogliukanazé- Fervidobacterium VDKTKYTAS Rizk ir kt.,
endoksilanazé ir gondwanense/metagenominis 2015
atvirks¢iai mikroorganizmas ir

atvirkstinis derinys
Celiuliazé-ksilanazé Thermotoga maritima - Hong ir kt.,
ir atvirks¢iai 2006
B-gliukanazé- Bacillus amyloliquefaciens/ - Luir kt.,
ksilanazé Bacillus subtilis 2006
B-gliukanazé- Bacillus amyloliquefaciens/ (GGGGS)n; (EAAAK)n; geriausias Luir kt.,
ksilanazé Bacillus subtilis variantas - (GGGGS)2 2008
GH11 endo-1,4-B- Bacillus subtilis - Diogo ir
ksilanazé - GH43 f- kt., 2014
ksilozidazé

Kiti sulieti baltymai, turintys lipazés domena

Celiuliazé A ir lipazé  Neocallimastix patriciarum ir  Jungtukai, sudaryti i§ 4-44 Gustavsson
B Candida antarctica aminorig$ciy liekany ir kt., 2001
Lipazé ir celiulioze Geobacillus sp. T1 - Qinir kt.,
prijungiantis 2014a

domenas

Pateikti pavyzdziai rodo, kad duomeny apie sulietus lipoliziniu

aktyvumu pasizymincius fermentus yra labai nedaug. Tai suteikia pagrindo

tokiy biokatalizatoriy kturimui bei analizei.

1.5.5 Lipaziy ir esteraziy C-galiniy domeny jtakos fermenty veiklai

tyrimai

Svarbu aptarti ir fermenty C-galiniy domeny tyrimus. 2015 m. J.
Kamoun su bendraautoriais parodé, kad Yarrowia lipolytica LIP8 lipazé po

sekrecijos | aplinkg netenka ne tik N- signalinio peptido, bet ir 33
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aminortgs¢iy C-galinéje dalyje. Taip pat buvo jvertinta C-galinio regiono, kurj
sudaro dvi lygiagreciai iSsidésCiusios B klostés, jtaka Serratia marcescens
lipazés (SML) veiklai (Mohammadi ir kt., 2015). Dar keli darbai, susij¢ su C-
galinio regiono svarba mikroorganizmy lipaziy veiklai — Staphylococcus
epidermidis AT2 lipazés analizé (Kamarudin ir kt., 2014), Saccharomyces
cerevisiae lipazés Tgl3p tyrimai, kurie parodé, kad Sios lipazés C-galiniame
regione yra iSsidésCiusios septynios aminortigStys, kurios yra kritinés baltymo
stabilumui ir funkcionalumui (Koch ir kt., 2014) bei K. S. Hung ir
bendraautoriy darbas (2011), parodes, kad C-galinis regionas yra svarbus
Candida rugosa lipazés aktyvacijai. Svarbu paminéti, kad didzioji dalis tokio
pobiidzio darby, yra paskelbti 2014-2015 m., taigi Sioje disertacijoje
nagrinéjama C-galiniy aminortgsciy jtaka Geobacillus sp. 95 kamieno lipazés

veiklai yra vienas i$ tokiy darby pionieriy.

1.6 Praktinis lipaziy ir esteraziy pritaikymas

Termofiliniy mikroorganizmy sintetinami fermentai vis dazniau
naudojami pramonéje (Van den Burg, 2003; Haki ir Rakshit, 2003). Vienos
svarbiausiy pramoningje biotechnologijoje naudojamy fermenty grupiy —
lipazés ir esterazés (Houde ir kt., 2004). Jos naudojamos maisto, pieno,
plovikliy gamyboje, raceminiy miSiniy skaidyme, naujy pavirSiaus aktyviyjy
medziagy ir vaisty sintezgje, aliejy ir riebaly biokonversijoje, detergenty
gamyboje, biokatalizéje, organinéje sintezéje (Villeneuve ir kt., 2000; Drauz ir
Waldmann, 2002; Gupta ir kt. 2004; Bornscheuer ir Kazlauskas, 2006).
Aukstas regio- ir enantiosavitumas, stabilumas organiniuose tirpikliuose,
nereiklumas kofaktoriams lémé, kad lipazés tapo svarbios stereosavity
biokatalizatoriy gamyboje, organinés chemijos pramon¢je (Jaeger, 1998;
Jaeger ir kt., 1999; Bornscheuer ir Kazlauskas, 2006; Lotti ir Alberghina,
2007). Lipazés ir esterazés atlieka svarby vaidmenj natiiraliy medziagy ar
pramoniniy terSaly degradacijoje. Jos dalyvauja griidy likuciy, plastiko,
toksiniy chemikaly perdirbime. Agrochemijos srityje esterazés ir lipazes

naudojamos insekticidy, pesticidy gamyboje (Gupta ir kt., 2004). Be to,
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esterazes ir lipazés naudojamos kvepaly ir antioksidanty sintezéje (Jaeger ir

Reatz, 1998; Gupta ir kt., 2004; Panda ir Gowrishankar, 2005).

Populiariausi pramoniniy lipaziy producentai yra B. subtilis, B.
pumilus, B. licheniformis, B. coagulans, G. stearothermophilus, B.
alcalophilus, Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
multivorans, P. cepacia, Staphylococcus caseolyticus. Svarbios ir kity
organizmy iSskiriamos lipazés: Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Geotrichum sp., Mucor sp., Rhizomucor sp., C. rugosa, Candida tropicalis, C.
antarctica ir kt. lipazés (Treichel ir kt., 2010). Zymiausi pramoniniy lipaziy
gamintojai pasaulyje — ,,Novozymes“ (Danija), ,,Amano Enzyme Inc*
(Japonija), ,,Biocatalysts* (Jungtiné karalysté), ,,Unilever (Nyderlandai) ir
,Genencor (JAV). Nors lipaziy ir (ar) esteraziy producenty paklausa didelé,
pramonei augant naujy efektyviy biokatalizatoriy paieSka, kiirimas ir

tobulinimas iSlieka mokslininky tyrimy objektu.
1.6.1 Lipaziy pritaikymas optiSkai gryny junginiuy gavybai

Lipazés ir esterazés svarbios optiSkai gryny junginiy sintezéje. Jas
bandoma pritaikyti 1,2-O-izopropilideno glicerolio (IPG;) gamyboje. IPG yra
svarbi pradiné medziaga tokiy junginiy kaip glicerolfosfolipidy,
prostaglandiny, PAF (trombocity agregacijos faktorius) sintezei (Araujo ir kt.,
2009). Apie bakterijy lipaziy pritaikymg IPG gamybai jau rasyta 1997 metais
(Jaeger ir kt., 1997). Taip pat aprasytas Pseudomonas sp. GXU56 lipazés
gebéjimas enantioatrankiai skaidyti (R,S)-metilmigdoly riigSties esterius j R-
migdoly rugstj. Migdoly riigstis ir jos enantiomerai yra vertingi junginiai,
naudojami jvairiy medikamenty sintezéje. Migdoly ragstis gali buti B-
laktaminiy antibiotiky (pusiau sintetiniy peniciliny, cefalosporiny) gamybos
pirmtakas (Wei ir Wu, 2008).

Lipazés taip pat yra naudojamos enantiomeriskai gryno (S)-indanofano
gamyboje, kuris naudojamas kaip herbicidas ryziy laukuose. Tik (S)-

enantiomeras pasizymi herbicidiniu aktyvumu (Jaeger ir Eggert, 2002). Taip
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pat lipazés taikomos atskiriant prieSuzdegiminj preparata (S)-naprokseng. Tuo

tarpu naprokseno (R)-enantiomeras pasizymi toksiSkumu (Zhang ir kt., 2002).

1.6.2 Detergenty gamyba

Detergenty gamyba — viena i§ pagrindiniy lipaziy taikymo sri¢iy
(Anobom ir kt., 2014). Lipaziy pritaikymas detergenty gamyboje susijes su
riebaly likuciy pasalinimu skalbiant, plaunant indus ar valant pavir§ius. Tam
reikalingos lipazés, kurios pasiZzyméty mazu savitumu substratams ir taip
galéty pasalinti jvairios prigimties riebalus. Kitas reikalavimas — atsparumas
grieztoms skalbimo salygoms (pH 10-11 ir 30 °C—60 °C). Be to, naudojami
fermentai turi buti stabilts, kadangi jvairiis plovikliy priedai, tokie kaip natrio
perborato tetrahidratas (angl. Sodium perborate tetrahydrate), natrio
karboksimetil-celiuliozé, NaOH, linijinis Sarminis benzeno sulfonatas ar
proteazés sukelia cheming denatiiracijg ar proteolizinj skilimg (Hasan ir kt.,
2010; Niyonzima ir More, 2015). Lipaziy j buitiniy plovikliy sudétj dedama
siekiant sumazinti sintetiniy cheminiy plovikliy naudojima, kadangi jie sukelia
daug aplinkosaugos problemy (Hasan ir kt., 2010; Paiva ir kt., 2000).
Detergenty gamyboje naudojami ,Lipolase* (Humicola lanuginosa,;
Novozymes), ,,Lumafast” (Pseudomonas mendocina lipazé) ir ,,Lipomax‘
(Pseudomonas  alcaligenes;  Gist-Brocades), ,,Lipofast® (Advanced
Biochemicals, Indija) produktai (Hasan ir kt., 2010; Anobom ir kt., 2014).

1.6.3 Lipaziy taikymas maisto pramonéje

Esterazes ir lipazés pritaikomos vadinamoje aliejaus chemijoje (riebaly
ir aliejy hidrolizé); naudojamos atliekant riebaly modifikacijas (sintetinant
kakavos sviesto pakaitalus); sviesto riebaly lipolizei (riebaly tirpinimui); norint
pagerinti siirio skonj, paspartinti jo brendima; siirio pakaitaly (strio milteliy,
produkty, turin€iy strio skonj) ir fermentais modifikuoto strio (EMS)
gamybai. EMS suteikia produktams koncentruotg skonj, padidindamas jo
intensyvumg 15-30 karty, todél yra naudojamas kaip prieskonis gaminant

jvairius padazus, sriubas, uzkandzius (Saxena ir kt., 1999; Houde ir kt., 2004).
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Reguliuojant stirio gamybos procesg pieno riebalai yra hidrolizuojami lipolizés
metu iSlaisvinant laisvas riebaly rtugstis. Per didelé lipolizé daro jtaka siirio
tekstirai ir gali suteikti nepageidaujama skonj. Inkapsuliuotos lipazés
reguliuoja fermento/substrato komplekso susidarymo greitj ir padeda iSvengti

Sios problemos (Houde ir kt., 2004).

Svarbus asimetriniy triacilgliceroliy miSinys — kakavos sviestas. Ji
galima gauti i§ palmiy aliejaus pasinaudojant lipaziy katalizuojama
peresterinimo reakcija. Pramonéje kakavos sviesto gamybai naudojamos 1,3-
regiosavitumu pasizymincios lipazés. Lipazés naudojamos ir kity, dietiniy
savybiy turin¢iy, struktiriniy triacilgliceroliy sintezei. Juos gaminant

naudojama lipaziy katalizuojama acidolizés reakcija (Saxena ir kt., 1999).

2-feniletanolheksanoatas ir 2-feniletanoloktanoatas — esteriai, plac¢iai
naudojami gaminant kakavos krema, roma, vyna. Siuos junginius taip pat

galima gauti lipaziy vykdomy reakcijy pagalba (Tan ir kt., 2011).
1.6.4 Biodyzelino sintezé

Lipoliziniu ir esteraziniu aktyvumu pasizymintys fermentai yra puiki
alternatyva  rugStiniams ir baziniams cheminiams katalizatoriams,
naudojamiems biokuro sintezei. Viena i§ biokuro riisiy — biodyzelinas.
Terminas ,,biodyzelinas® nurodo ilgos grandinés riebaly riigs¢iy monoalkil-
esterius, kurie savo fizikinémis ir cheminémis savybémis yra panaSis |]
tradicinj dyzeling. Toks biodyzelinas yra gaunamas vykstant peresterinimo
reakcijoms, kuriose dalyvauja triacilgliceroliai (daugiausia augalinés kilmés
riebalai) ir trumpos grandinés alkoholiai (placiausiai naudojamas metanolis), o
lipazés yra $iy reakcijy biokatalizatoriai. Fermentais paremtas peresterinimas
reikalauja maziau energijos sgnaudy lyginat su chemine katalize. Taip pat,
priesingai nei bazinés cheminés katalizés metu, gali buti naudojami substratai,

turintys laisvy riebaly riigsciy (Dror ir kt., 2015; Canet ir kt., 2016).
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Viena i§ pagrindiniy problemy, susijusiy su lipaziy naudojimu biokuro
gamyboje, yra didelé metanolio koncentracija, kuri gali nulemti fermento
slopinimg. D¢l Sios priezasties svarbios metanolyje stabilios lipazés. Taikant
baltymy inzinerijos strategijas buvo sukurtas G. stearothermophilus T6 lipazés
mutantas H86Y/A269T/R374W, kuris isliko stabilus 70 % metanolyje 324
min. ir pasizyméjo 87 kartus didesniu stabilumu nei pradiné lipazé. Taip pat
tokia lipazé pademonstravo didesn¢ biodyzelino iSeiga lyginant su
komercinémis Lipolase100L ir Novozyme CALB lipazémis (Dror ir kt., 2014,
Dror ir kt., 2015).

Peresterinimo reakcijos, kuriose dalyvauja lipazés, yra tinkamos
biodyzelino gamybai ir dél galimybés lengviau atskirti glicerolj, kuris yra
biokuro gamybos proceso pagrindinis Salutinis produktas (Anobom ir kt.,
2014). Pagrindiné Kklititis, norint pritaikyti $ig sistemg dideliais mastais, yra
lipaziy gamybos kaina. Norint sumazinti sgnaudas, galima imobilizuoti
lastelinius biokatalizatorius ar panaudoti geny bei baltymy inZinerijos
technologijas (Fukuda ir kt., 2001). Siuo metu lipaziy imobilizavimo tyrimai,
kaip ir fermenty savybiy gerinimas taikant baltymy inZinerijos metodus, yra
vienas i$ objekty, siekiant pagerinti biokuro gamybos efektyvuma (Lima ir kt.,
2015; Lopresto ir kt., 2015; Manoel ir kt., 2015; Raita ir kt., 2015).

Biolubrikantai — dar viena pramonés sritis, kurioje galima sékmingai
taikyti lipoliziniu ir (ar) esteraziniu aktyvumu pasizymincius fermentus.
Biolubrikantus galima gauti i$§ metil-ricinoleato (ricinos aliejaus biodyzelis) bei

1§ metil-oleato ir linoleato miSinio (Anobom ir kt., 2014).
1.6.5 Lipazés kosmetikoje ir parfumerijoje

Kosmetikos priemoniy gamyboje lipaziy taikymas remiasi trumpos
grandinés riebaly riig8¢iy esteriy sinteze ar peresterinimo reakcijomis. Tokie
esteriai jeina | valymo, minkstinimo priemoniy sudétj, suteikia produktams
kvapg ar spalvg. Tokiy esteriy pramoniné verté sickia 200 mlrd. eury, tad ir

efektyviis jy gavybos procesai yra labai svarbiis (Gupta ir kt., 2015). Tokiy

44



trumpagrandziy kosmetikos pramonéje taikomy esteriy pavyzdziai gali buti
geranilacetatas, izoamilacetatas (banany kvapas) ir izoamilbutiratas,
benzilpropionatas, butilacetatas (ananasy kvapas) ir butilbutiratas. Butiloleatas
ir butillaureatas gali bati naudojami kaip lubrikantai (Anobom ir kt., 2014;
Gupta ir kt., 2015). C. rugosa lipazé sékmingai pritaikyta roziy kvapa

suteikianciy esteriy — 2-feniletilacetato sintezei (Kuo ir kt., 2014).

Monoacilgliceroliai (MAGS) ir diacilgliceroliai (DAGS) — pavirSiaus
aktyviosios medZiagos, kurios maisto, vaisty ir kiino priezidiros produktuose
naudojamos kaip emulsikliai (Sharma ir kt., 2011). Fermentiné glicerolizé
padeda iSvengti cheminés glicerolizés sukeliamo neigiamo poveikio, tokio,
kaip tamsi nepageidaujama spalva ir kvapas. Taip pat aukstoje temperattiroje,
kurioje vykdoma cheminé glicerolizé, gali degraduoti naudingos medziagos
(Anobom ir kt., 2014; Sangeetha ir kt., 2011).

Dar vienas lipaziy privalumas — gebéjimas skirti raceminius reakcijy
tarpininkus. P. cepacia yra naudojama skaidyti raceminj roziy oksidg, kuris
gaminamas vykstant bromo metoksilinimo reakcijai 1§ raceminio ir
neraceminio terpeno alkoholio — citronelolo (Sangeetha ir kt., 2011).
Citronelilacetatas ir citronelilpropionatas naudojami parfumerijoje, norint
suteikti roziy kvapa (Athawale ir kt., 2003). Kitas lipaziy pagalba gaunamo
produkto pavyzdys — hidrocinamono riigsties esteriai, naudojami kvepaly ir
preparaty, sauganciy nuo 0dos nudegimy sauléje, gamyboje. Burnos higienos
priemongs ir skutimosi kremai turi mentolio, kuris suteikia pipirméciy aromatg
ir Saldantj pojiiti. Mentolis gali biiti gaunamas esterinimo reakcijos metu
triikstant nattiralaus mentolio. 2006 m. patentuotas procesas, kurio metu yra
gaunamas mentolio esteris ir Kiti panasiis produktai, naudojant P. fluorescens ir

P. cepacia lipazes (Sangeetha ir kt., 2011).

Kosmetikoje ir farmacijoje taip pat svarbi yra lipaziy vykdoma riebaly
rugsciy fruktozes esteriy sintezeé. Riebaly riig8¢iy cukraus esteriai yra nejoninés

pavirSiaus aktyviosios medziagos, kuriy galima rasti danty pastose, losjonuose,
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Sampunuose ir lipy dazuose. Fruktozeés esteriai gali biiti naudojami kaip
antibakterinés medziagos, kurios Stabdo Streptococcus mutans (pagrindiné
danty karieso priezastis) augima (Sabeder ir kt., 2006). Lipazés yra svarbios
gaminant izopropilmiristata, izopropilpalmitatg ir 2-etilheksilpalmitata, kurie
naudojami kaip minkstinancios, raminan¢ios medziagos asmens prieZiliros
produktuose (saulés jdegio kremai, prausimosi aliejai ir kt.). Retinoidai taip pat
turi platy pramoninj taikyma odos priezitiros priemoniy gamyboje. Vandenyje
tirpaus retinolio junginiai yra gaunami reakcijos, kurig katalizuoja
imobilizuotos lipazés, metu. Kosmetikoje lipazés taip pat jeina j vietinio

poveikio anticeliulitinius kremus bei geriamuosius vaistus (Hasan ir kt., 2010).

Apibendrinant galima teigti, kad lipaziy ir esteraziy pritaikymo
spektras vis plecCiasi: jos taikomos nuo organinés chemijos iki kosmetikos,
parfumerijos ir maisto pramonés, todél labai svarbu surasti efektyvius
lipoliziniu aktyvumu pasizyminéiy fermenty producentus. Sie fermentai turéty
pasizymeti tam tikromis pH, aktyvumo ir stabilumo tikslinése temperatiirose,
substratinémis ir kt. savybémis, kurios leisty juos pritaikyti pramoninéje
biotechnologijoje. Vienas i$ tokiy fermenty Saltiniy — Geobacillus genties
bakterijos, o baltymy inzinerija — didelj potencialg turinti sritis, galinti padéti
sukurti idealiomis savybémis (didesniu temperatiiriniu aktyvumu, stabilumu,
atsparumu organiniams tirpikliams ar slopikliams, paprastesniu gryninimu,

didesne iSeiga ir t.t.) pasizymincius baltymus.
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2. Medziagos ir metodai

2.1 Naudoti bakterijy kamienai, vektoriai, terpés bei substratai

Kamienali, darbe naudoti kaip lipaziy ir / ar esteraziy geny donorai:
Geobacillus sp. 28, 66, 76 ir 95 kamienai (VU GMF Mikrobiologijos ir

biotechnologijos katedros kolekcija).

Kamienai, darbe naudoti kaip lipaziy ir / ar esteraziy geny

recipientai:

a) Escherichia coli DH5a: ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169
recAl endAl hsdR17 phoA supE44 gyrA96 A-thi-1 relAl

(Invitrogen)

b) E. coli BL21 (DE3): hsdD gal (Aclts857 indl Sam?7 nin5 lacUV-TT

genas 1 (Novagen).

Darbe naudoti vektoriai:

a) Klonavimo vektorius pTZ57R/T (InsTAclone PCR Cloning Kit,

Thermo Fisher Scientific);

b)  Raiskos vektorius pET-21c(+) (Novagen).

Darbe naudotos kultivavimo terpés:

a) Geobacillus sp. 28, 66, 76 ir 95 kamienai genominés DNR
skyrimui auginti Luria-Bertani (LB) terpé¢je: 1 % triptono arba
peptono (Merck); 0,5 % mieliy ekstrakto (Merck); 0,5 % NaCl
(Applichem) (Sambrook ir Rusell, 2001), esant 55-60 °C

temperattrai ir 180 aps./min.

b) E. coli DH5a ir E. coli BL21 (DE3) transformantai, turintys savyje
vektorius su jterptais genais, auginti LB terpéje su ampicilinu (100

ug/ml; Applichem), esant 30—37 °C 150-180 aps./min.
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C) Vykdant teigiamy transformanty atranka naudota LB terpé su
ampicilinu (100 pg/ml), agaru (1,5 %) (Merck) ir emulguotu
tributirinu (0,5 % (turis/tiryje). Emulguojama ultragarsu 3 min.,

taikant intervalg 30 sek.:30 sek. (ardymas:saldymas).

e Darbe naudoti substratai:

a) Sintetiniai p-NP esteriai (Sigma-Aldrich). Pateikiamas anglies
atomy skaiCius riebaly riig8¢iy grandinéje bei sisteminis ir
nesisteminis pavadinimai: C2 (p-NP acetatas;-); C4 (p-NP
butiratas;-); C6 (p-NP heksanoatas; p-NP kaproatas); C8 (p-NP
oktanoatas; p-NP Kkaprilatas); C10 (p-NP dekanoatas; p-NP
kapratas); C12 (p-NP dodekanoatas; p-NP lauratas); C14 (p-NP
tetradekanoatas; p-NP myristatas); C16 (p-NP heksadekanoatas; p-
NP palmitatas); C18 (p-NP oktadekanoatas; p-NP stearatas).

b) Naturalas substratai (TCl Europe): C4 (1,3-di (butanoiloksi)

propan-2-ilbutanoatas; tributirinas).

2.2 Darbe naudoti pradmenys

Siekiant aptikti genominés DNR vietas, kuriose lokalizuoti esteraziy ir
(ar) lipaziy genai, buvo sukurti GelipF-59, GelipR+179, GSLE-F-41 ir GSLE-
R+64 pradmenys (2.1 lentel¢). Pradmenys kurti pagal konservatyvias
homologines zinomy G. thermoleovorans, G. kaustophillus ir G.
stearothermophilus lipaziy ir (ar) esteraziy geny sekas. Pagausinus tiksliniy
geny produktus, atlikus jy sekoskaita ir analize in silico, buvo sukurti
pradmenys Gelip95-43F, Gelip95R, GESTp-31F ir GESTp-23R, su jterptomis
Notl, Ndel ir Sall (priklausomai nuo geno) restrikcijos endonukleaziy kirpimo
vietomis. Sie pradmenys leido tikslinius genus klonuoti tiek j klonavimo
(pTZ57R/T), tiek j raiSkos (pET-21c(+)) vektorius. ISsami informacija apie

darbe naudotus pradmenis pateikta 2.1 lenteléje.
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2.1 lentelé. Darbe atitinkamy geny aptikimui ir (ar) naujy geny varianty kiirimui naudoti pradmenys.

Restrikcijos endonukleaziy kirpimo vietos pabrauktos briks$neliu; mutacijy j alaning vietos pazymétos

sta¢iakampiu. Pradmenys sintetinti Metabion (Vokietija).

Pagausinto Naudoto pradmens Naudoto pradmens seka Tterpta Tikslinio Pradmenu
geno/ sulkurto pavadinimas restrikcijos produkto Twm (°C)
baltymo endonukleazés dydis (bp)
pavadinimas kirpimo vieta
Lipaziygenny  GelipF-59 5TTG CCG GGA TTG AAT AGC . 1200 63
paieska CTGAT-¥
GelipR+172 S CTCCCACCGTCCGTC CCACTT
G-¥ - T0
GD lipaziy Gelip95-43-F S.TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTIC Ndel 1200 73
Elonavimas i ACGCGC CAA ¥
raifkos vektorin ~ Gelip?5R 5. TAGCGG CCG CAG GCC GCA
AACTCG C-¥ NotT 76
Rl Gelip?5-43-F 5-TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTC Ndel 1200 73
ACGCGC CAA ¥
Rev-10- 5'_TAG CGG CCG CCC GCA ARG]
TyrdT6Ala+Asp37IAln  [CAA AGG CGC GAA TRG QAA ATG-3' NotI 82
R2 Gelip95-43-F S.TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTIC Ndel 1200 73
ACGCGC CAA ¥
Rev-10- §' _TAG CGG CCG CCC GCA AAG]
Tyr3T6Ala+Phed75Ala GCG-¥ NotT 79
R3 Gelipd5-43-F 5.TGA AGC GCATAT GGC AGT TTC Ndel 1200 73
ACGCGC CAA ¥
Rev-10-Asp3T1Ala §-TAG CGG COG CCC GCA AAT
AALAGG CGCGAATAG daa ATG 3 Notl 80
R4 Gelip95-43-F 5.TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTIC Ndel 1200 73
ACGCGC CAA ¥
Rev-10-Fhe3T5Ala 5 _TAG CGG CCG CCC GCA AAT
ABG GG CGC GAAT 3 NotT 79
RS Gelip?5-43-F 5-TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTC Ndel 1200 73
ACGCGC CAA ¥
Rev-10-Tyr376Ala 5" TAG CGG CCG CCC GCA 45G |
[das AGG €GC G-3' Notl 79
Ré Gelip95-43-F 5.TGA AGC GCA TAT GGC AGT TTIC Ndel 73
ACGCGC CAA Y 1200
Rev-10- 5-TAG CGG CCG CCC GCA AAT
Phe375Ala+Asp3T1Al TEGUAA ATG- Notl 2
3
Esteraziy genu  GSLE-F-41 5° GAC GTG GGA GGG GTG GTG - 9
paieska GTT TAT-3 1500
GSLE-R+64 S5.TTG GCCGIT CCTTTIGTIG GTIT
TAG-3¢ - o4
GDEst-95 GESTp-31F 5.GGG ATA AAG CAT ATG GAA CAA Ndel 0
Konavimasi ACC GATGTT G-3¢ 1500
raiskosvekioriu  GESTp-23R 5-TAG TCG ACG CGT CCTTGC CAT Sall 68
GC-3¢
GDE st-est liejinio GESTp-31F 5-GGG ATA AAG CAT ATG GAA CAA Ndel T0
kilrimas ACC GAT GTT G-3¢
Est95-Rev-Sacl S-TACGAG CTCGCG TCCTTIG CCA Sad T0
TGC-3¢
Est95-Forv+Sacl 5°-TAG CGA GCT CAT GGA ACA AAC Sad 3000 T0
CGATGT TG-3*
GESTp-23R 5-TAG TCG ACG CGT CCTTGC CAT Sall 68
GC-3
GDLip-lip ligjinio  Gelip95-43-F F-TGAAGC GCATAT GGC AGT TTIC Ndel 73
kiirimas ACG CGC CAA-3
Lip95-Rev+Sacl 5°.TAG AGC TCA GGC CGC AAA CTC Sael
GC-3 2400 68
Lip95-Forv-Sacl 5°.TAG GAG CTC ATG GCAGTTTCA -
CGC GC-3° Sael 7
Gelips5R 5°.TAG CGG CCG CAG GCC GCA
AACTCG C-3¢ Nod 76
GDEst-lip liejinio  GESTp-31F 5-.GGG ATA AAG CAT ATG GAA CAA Ndel 70
kiirimas ACC GAT GTT G-3¢
Est95 Rev-Sacl 5-TAC GAG CTIC GCG TCC TTG CCA Sael 70
TGC-3¢ B
Lip95-Forv-Sacl 5-TAG GAG CTC ATG GCAGTTTCA Sael 7
CGC GC-¥
Gelip95E S-TAG CGG CCG CAGGCC GCA Nod T6

AACTCGC-3

Kituose darby etapuose derinant Gelip95-43F tiesiogin] pradmenj su

atvirkstiniais pradmenimis, leidzianciais pagausinti GD-95 lipazés geng be 10

C-galiniy aminortigs§¢iy ir turincius Ala mutantinius kodonus tikslinése vietose,
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buvo sukurti R1-R6 mutantai. Kuriant GDEst-lip, GDEst-est ir GDLip-lip
fermentus, sulieti geny variantai gauti derinant tarpusavyje jprastus,
Klonavimui j raiSkos vektoriy skirtus pradmenis su pradmenimis, turinCiais
jterptas Sacl atpazinimo sritis. DNR maiSymo eksperimentuose vykdant PGR
su pradmenimis bei klaidingoje PGR naudoti jprasti Gelip95-43-F ir Gelip95R
pradmenys. Taip pat norint pagausinti j klonavimo pTZ57R/T ir (ar) raiskos
PET-21c(+) vektorius jterptus genus naudoti M13 bei T7 pradmenys

(susintetinti Metabion).

2.3 Polimerazés grandininés reakcijos taikymas lipaziy ir (ar)
esteraziy geny paieskai bei suliety biokatalizatoriy kiirimui

Paruosus PGR misinj (1X Taq polimerazés buferinis tirpalas (Thermo
Fisher Scientific); po 0,5 UM tiesioginio ir atvirkstinio pradmens; 2 mM dNTP
misinio (po 0,2 mM kiekvieno dNTP); 1,5 mM MgClz; 2,5 aktyvumo vnt.
rekombinantinés Taq polimerazés (Thermo Fisher Scientific) / 100 ul reakcijos
turiui bei vandens iki galutinio reakcijos tiirio), 1 j;j dedama 10 ng tiriamo
kamieno iSskirtos genominés DNR, plazmidinés DNR ar vieno transformanto
kolonijos biomasés, jei vykdoma kolonijy PGR. Eksperimentuose naudotos
PGR salygos: 1) pirminé denattracija — 95 °C 1-5 min.; 2) denatiiracija — 95
°C 1 min.; 3) pradmeny prilydymas — 48-65 °C (priklausomai nuo naudojamy
pradmeny; 2.1 lentelé¢) 2 min.; 4) DNR sintezé — 72 °C 3—4 min.; 5) galutiné
polimerizacija — 72 °C 7 min. 2—4 stadijos kartotos 2949 kartus, priklausomai

nuo eksperimento.

Pagausinto produkto detekcijai, Svarumo jvertinimui ir koncentracijos
nustatymui naudota elektroforezé¢ agarozés gelyje (2.4.2). Kolonijy PGR
(2.4.6.3), PGR etapas DNR maiSymo eksperimentuose (2.4.9.3 ir 2.4.9.4) bei

klaidingoji PGR (2.4.10) iSsamiau bus aptarti tolimesniuose skyreliuose.

Gauti PGR produktai valyti naudojant PGR valymo rinkinj GeneJET™
PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) ir pateikti sekoskaitai.
Sekoskaita atlikta VU Biotechnologijos institute, DNR Sekoskaitos centre.
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Véliau gautos sekos analizuotos naudojant NCBI BLAST ("Basic Local
Alignment Search Tool"; National Centre for Biotechnology Information
(NCBI)) algoritma (2.10).

2.4 Geny 1r baltymy inZinerija
2.4.1 Genominés DNR skyrimas

Genominés DNR skyrimui Geobacillus sp. 28, 66, 76 ir 95 kamieny
kultiiros augintos skystoje LB terpéje 67 val., esant 55 °C temperatiirai ir 180
aps./min. Skyrimas atliktas naudojant genominés DNR skyrimo rinkinj
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) pagal
pateiktg standartinj gamintojo protokolg. Genominés DNR $varumas ir kiekis

analizuotas taikant elektroforezg agarozés gelyje (2.4.2).
2.4.2 DNR elektroforezé agarozés gelyje

Darbe skirtos genominés DNR (2.4.1), plazmidinés DNR (2.4.6.2),
taip pat restrikcinei (2.4.6.2) bei pagausinty PGR produkty (2.3) analizei
taikyta elektroforezé agarozés gelyje (0,8 %). Siam tikslui reikalingas kiekis
agarozés (Agarose NEEO Ultra-Qualitat, ROTH) uzpilamas 1x TAE (40 mM
Tris (Applichem); 20 mM acto rugsties (Merck); 1 mM EDTA (Applichem))
buferiniu tirpalu ir virinama keletag minuciy, kol tirpalas tampa skaidrus ir
homogeniskas. Tirpalas vésinamas iki 40—50 °C temperaturos ir jpilama etidzio
bromido (Sigma-Aldrich) iki galutinés 0,5 pg/ml koncentracijos. Tirpalas
supilamas j gelio formavimo sistemg, jam sustingus ] Sulinélius uznesamas
DNR ilgio Zymuo ir tiriami méginiai. Elektroforeze atliekama esant 100 V
jtampai apie 30—40 min. Pasibaigus elektroforezei gelis apSvieciamas UV

Sviesa, analizuojamas bei fotografuojamas (Sambrook ir Rusell, 2001).

DNR dydzio standartais naudoti MassRuler DNA ladder mix,
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) ir SORPOsize™
DNA Ladder (SORPO).
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2.4.3 Tiriamuy genuy klonavimas j pTZ57R/T klonavimo vektoriy

Lipazes ir esterazes koduojanciy geny PGR produkty bei kity Siame
darbe sukurty genetiniy konstrukty pirminiam klonavimui pasirinktas
pTZ57R/T vektorius, kuris pasizymi 3°dT ir yra pritaikytas tiesioginiam PGR
produkty klonavimui, jei PGR atlikta naudojant Taq polimerazg¢ (sukuria 3‘-dA
gausinamy geny galuose). Klonuojamy geny ir vektoriaus ligavimo salygos
parinktos pagal gamintojo rekomendacijas (Thermo Fisher Scientific). Pries
transformacija ligavimo misinys valomas GeneJET™ PCR Purification Kit

rinkiniu pagal pateikta gamintojo protokolg (Thermo Fisher Scientific).
2.4.4 Gauty geny perklonavimas j pET-21c(+) raiSkos vektoriu

Po dvigubo pTZ57R/T vektoriaus su jterptu tiriamu genu (ar keliy
suliety geny varianty) karpymo su Ndel ir Notl restrikcijos endonukleazémis
(Thermo Fisher Scientific) (lipazéms), Ndel ir Sall (Thermo Fisher Scientific)
(esterazei) bei taikant atitinkamus restrikcijos fermentus suliety fermenty
kiirimo atveju (2.1 lentel¢), gauti geny fragmentai valomi i$ agarozés gelio
naudojant GeneJET™ Gel Extraction Kit rinkinj (Thermo Fisher Scientific) ir
liguojami j pET-21c(+) vektoriy pagal gamintojo rekomendacijas (Novagen).
Pries tai pET-21c(+) vektorius paruoSiamas ligavimui: a) vektorius
padauginamas E. coli DH5a Igstelése naudojant elektroporacijos metodg (2.4.5
skyrelis); b) atliekamas dvigubas karpymas naudojant Ndel ir Notl arba Ndel ir
Sall restrikcijos endonukleazes (2.4.6.2); ¢) defosforilinama verSiuko Zarnyno
sarmine fosfataze pagal gamintojo rekomendacijas (Thermo Fisher Scientific);
d) sukirptas ir defosforilintas vektoriaus fragmentas valomas 1§ agarozés gelio

naudojant GeneJET ™ Gel Extraction Kit rinkinj.

Paruostas pET-21c(+) vektorius ir atitinkamo geno intarpas liguojami
12 val. 4 °C temperatiiroje naudojant T4 ligaze. Salygos ligavimui parinktos

pagal gamintojo rekomendacijas (Thermo Fisher Scientific).
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Ligavimo reakcija stabdoma paveikiant ligavimo miSinj 10 min. 65 °C
temperatira ir taip inaktyvuojant T4 ligaz¢ (Thermo Fisher Scientific), o
paruos$tas vektorius su jterptu genu jvedamas j E. coli BL21 (DE3) lasteles
elektroporacijos bidu (2.4.5).

2.4.5 Rekombinantinés DNR perkélimas j E. coli DH5a ir (ar) E. coli
BL21 (DE3) elektrokompetentines lasteles

Iklonuoti 1 pTZS7R/T ar pET-21c(+) vektorius tiriamy lipaziy,
esteraziy, bei jy sulieti geny variantai bei genai, gauti po DNR maiS§ymo ir
klaidas daranc¢ios PGR eksperimenty, buvo jkeliami j elektrokompetentines E.
coli DHS5a ar E. coli BL21 (DE3) lasteles naudojant elektroporacijos metoda.
Jo metu miSinys, susidedantis 1§ elektrokompetentiniy lgsteliy ir miSinio,
kuriuo bus vykdoma transformacija, paveikiamas trumpu (5 ms), bet stipriu
(1500-1800 V) elektros lauku. Poveikio metu padidéja lastelés membranos
laidumas ir svetimos DNR molekulés gali patekti ] lastelg (Li ir Lin, 2011). |
40 pl elektrokompetentiniy Igsteliy dedama 2 pl DNR miSinio. Lastelés
perkeliamos ] atSaldyta ir paruoSta elektroporacijai kiuvete, kuri statoma |
elektroporacijos aparatg. Po poveikio j kiuvete pilama iki 1 ml SOC terpés (2
% peptono; 0,5 % mieliy ekstrakto; 0,05 % NaCl; 2,5 mM KCI (Merck); 20
mM gliukozés (ROTH); 10 mM MgCl, (Merck); 10 mM MgSOs (Merck)).
Gautas po transformacijos miSinys perkeliamas j mégintuvelj ir inkubuojamas
1 val 37 °C temperatiiroje (Sambrook ir Rusell, 2001). Po inkubacijos
transformanty lastelés glaistymo metodu paskirstomos ant teigiamy

transformanty atrankai skirtos terpés (2.4.6.1).

Elektrokompetentinés E. coli DHSa ir BL21 (DE3) lastelés ruostos
pagal Sambrook ir Rusell (2001) metodika.
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2.4.6 Teigiamy transformanty atranka

2.4.6.1 Balty / mélyny koloniju atrankos sistema ir terpé su substratu

tributirinu

Po elektroporacijos (2.4.5) E. coli DH5a lgstelés glaistymo metodu
iSs€¢jamos ant agarizuotos LB terpés, turincios 100 pg/ml ampicilino, emulsinto
tributirino (0,5 %), IPTG (200 pg/ml; Thermo Fisher Scientific) ir X-gal (20
pug/ml; Thermo Fisher Scientific). IPTG aktyvuoja | pTZ57R/T vektoriaus
sudétj jeinanéio lac promotoriaus veiklg, kuris lemia lacZ, koduojancio f-
galaktozidaze, raiSka. | vektoriy jsistaius reikiamai DNR sekai, f-
galaktozidazés genas sugadinamas ir gaunamos baltos rekombinantiniy E. coli
lasteliy kolonijos. DNR nejsiterpus, uZzauga melynos spalvos kolonijos
(Sambrook ir Rusell, 2001). Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiroje iki
24 val. Teigiami transformantai identifikuojami, remiantis uzaugusiomis
baltomis kolonijomis ir skaidriy zony susidarymu aplink jas (jei jsiterpes
lipazés ir (ar) esterazés genas ir jo koduojamas fermentas yra sintetinamas,
vyksta substrato hidrolize¢). Skaidriy zony susidarymas rodo pakankama lipaziy

geny raiska ir baltymo sekrecija j aplinka (Quintana-Castro ir kt., 2009).

E. coli BL21 (DE3) lgsteliy ir pET-21c(+) vektoriaus sistemos atveju
teigiami transformantai atrenkami naudojant LB terpe su ampicilinu ir

tributirinu, kaip nurodyta anksciau.

2.4.6.2 Karpymas restrikcijos endonukleazémis

Norint patikrinti, ar atrinkti teigiami transformantai turi transformuota
1 juos vektoriy su klonuojamu genu, i§ jy skirtos plazmidés naudojant
plazmidziy skyrimo rinkinius GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific) arba Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research).
Skyrimas atliktas pagal gamintojy rekomendacijas. ISskirtos plazmidés

analizuotos veriant jas j linijing formg karpant su Xbal (Thermo Fisher
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Scientific) restrikcijos endonukleaze (37 °C, 1 val.) bei atlickant dvigubag
karpymg su Ndel ir Notl fermentais (lipazéms bei GDEst-lip sulietam
variantui) (37 °C, 1-16 val.) ir su Ndel bei Sall fermentais (esterazéms ir
sulietam dviejy esteraziy variantui). Toks dvigubas karpymas naudotas ir
perklonuojant tikslinius genus i§ pTZ57R/T vektoriaus i pET-21c(+) plazmide.
Karpymas restrikcijos endonukleazémis atliktas remiantis gamintojy
nurodymais. Po karpymo gauti profiliai analizuoti elektroforezés agarozés

gelyje budu (2.4.2 metodas).
2.4.6.3 Koloniju PGR

Tikrinant uzaugusius transformantus kolonijy PGR metodu
(aktualiausias atrenkant transformantus, turinCius reikiamo dydzio insertus
DNR maiSymo eksperimentuose (2.4.9)), paruoSiamas PGR miSinys, kaip
nurodyta 2.3 skyriuje, tik vietoj genominés ar plazmidinés DNR jneSama
atskiry uzaugusiy trasformanty kolonijy biomasés. PGR atlickama naudojant
pradmenis, skirtus tikslinio fragmento pagausinimui (2.1 lentelé), arba
pradmenis, leidzianCius pagausinti bet kurj j naudojama plazmidg jterpta gena
(M13 arba T7 pradmenys). PGR sglygos parenkamos, remiantis pradmeny
lydymosi temperatiira ir gausinamo geno dydziu. Kolonijy PGR metu taip pat

atlickama ilgesné pirminé denattracija (5 min.).
2.4.7 GD-95-10 Ala mutanty kiirimas

Mutantiniai GD-95-10 lipazés R1-R6 variantai sukurti naudojant
atitinkamus pradmenis (2.1 lentel¢), sukonstruotus, remiantis GD-95-10 lipazes
geno seka. Kadangi j Ala kei¢iamos aminoriigstys yra i$sidésciusios arti GD-
95-10 lipazés C-galo, pakanka vieno pradmens su jvesta mutacija (-omis), kad
PGR metu naudojant tiesioginj pradmen;] (skirtg pagausinti Geobacillus lipaziy
genams) ir atvirkstinj pradmenj (Asp371, Phe375 ir Tyr376 koduojantys
kodonai pakeisti | GCT (koduoja alaning)) biity pagausinamas pilnas GD-95-
10 lipazés genas su atitinkamomis pakaitomis. pET-21c(+) plazmide, turinti

jiterpta GD-95-10 lipazés gena, naudota kaip matrica PGR metu. Po mutantiniy
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geny pagausinimo kiekvieno naujo mutantinio geno seka pateikta sekoskaitai.
R1-R6 geny klonavimo j pTZ57R/T ir j pET-21c(+) darbai bei perkélimas j E.
coli DHSa ir E. coli BL21 (DE3) lasteles atlikti kaip aprasyta 2.4 skyriuje.
Teigiamy transformanty atrankai ir jvertinimui taikyti 2.4.6 pateikti metodai, o
tiksliniy naujy fermenty sintezés analizé ir gryninimas atlikti, kaip nurodyta

2.5.1 1r 2.5.2 skyriuose, atitinkamai. Savybiy analiz¢ atlikta, kaip pateikta 2.7.
2.4.8 Suliety chimeriniy biokatalizatoriy kiirimas

Chimeriniai sulieti biokatalizatoriai kurti remiantis GD-95 lipazés ir
GDEst-95 esterazés geny sekomis. Pirmiausia GD-95 lipaze koduojantis genas
pagausintas PGR biidu naudojant Lip-95-Forv-Sacl ir Gelip95R pradmenis, o
GDEst-95 esterazg — GESTp-31F ir Est95-Rev-Sacl. Kuriant GDLip-lip sulieta
fermentg GD-95 lipazés genai pagausinti naudojant Gelip95-43-F ir Lip95-
Rev+Sacl bei Lip95-Forv-Sacl ir Gelip95R pradmeny poras. Konstruojant
GDEst-est liejinj naudotos GESTp-31F ir Est-Rev-Sacl bei Est-Forv+Sacl ir
GESTp-23R pradmeny poros (2.1 pav.).

GD-95 lipazé

GDE?t-Iip

GDEst-est
GESTp-31F Est95-Rev-Sac/ Est95-Forv+Sac/ GESTp-23R |
(e, T BE___[oon ] | ;
= - F |
- \ _ F 3
i+ & - R
GDLip-lip

Gelip95-43-F Lip95-Rev+Sac/ Lip95-Forv+Sac/ Gelip95R
[ wae1 | [ER2A wor1 | | |
® + - [l |

2.1 pav. Suliety lipaziy ir (ar) esteraziy krimo schema. EL — jungtukas, atsirandantis Sac | restrikcijos

endonukleazés kirpimo vietoje. Sekos virs laukeliy su nurodytomis restrikcijos endonukleazémis zZymi

atitinkamus pradmenis.

Véliau sukirpus pagausintus geny produktus su atitinkamomis
retrikcijos endonukleazémis ir sujungus genus tarpusavyje, gauti sulieti geny

variantai.
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2.4.9 DNR maiSymas

DNR maiSymo strategija susideda 1S keliy pagrindiniy etapy:
homologiniy geny seky karpymo DNaze I, fragmenty iSskirstymo taikant
elektroforezg agarozés gelyje, atrinkty 50-200 bp dydzio fragmenty valymo,
savaiminio PGR ir PGR, naudojant pradmenis, kurios metu yra pagausinamas

tevinio geno dydzio produktas.
2.4.9.1 PGR produkty karpymas DNaze I ir sglyguy optimizavimas

Vykdant DNR maiSymo eksperimentus vienas svarbiausiy etapy yra
karpymo su DNaze | (Thermo Fisher Scientific) optimizavimas. Kaip matrica
naudoti GD-95, GD-66 ir GD-28 lipaziy geny PGR produktai. Po PGR
pagausinti §iy geny produktai i$valyti naudojant GeneJET™ PCR Purification
Kit, produktai sumaisyti lygiu santykiu ir naudoti karpymui DNaze I.
Reakcijos tirpalas susideda i§ 1x buferinio tirpalo (100 mM Tris-HCI (pH 7,5),
2,5 mM MgCl,, 0,1 mM CaClz) (Thermo Fisher Scientific); 10 mM MnCl:
(Thermo Fisher Scientific); varijuojantis kiekis DNazés I ir PGR miSinio ikKi
pasirinkto reakcijos tario (10-50 pl). Siame darbe buvo optimizuotas
vykdomos reakcijos laikas ir tiiris, temperatiira, naudojami DNazés I aktyvumo
vienetai, reakcijos stabdymo salygos. Kiekvienu atveju gautas rezultatas
vertintas vykdant elektroforeze agarozés gelyje (2.4.2). Tikslas — gauti 50-200
bp dydzio fragmentus. Po karpymo DNaze | gauti 50-200 bp dydzio
fragmentai valomi i§ 2 % agarozés gelio naudojant GeneJET™ Gel Extraction
Kit rinkinj.

2.4.9.2 Savaiminis fragmenty susirinkimas taikant PGR

2.49.2 etape iSvalyti 50-200 bp dydzio fragmentai naudoti kaip
matrica ir pradmenys savaiminéje PGR. Reakcijos miSinys susideda i§ 10x Taq
polimerazes buferinio tirpalo; 2 mM dNTP miSinio; 1 mM MgClz; 1,25 U Taq

polimerazés / 50 pl reakcijos turiui; 20 pl iSvalyty fragmenty ir vandens iki

galutinio tario. Naudotos PGR salygos pateiktos 2.3 skyrelyje (fragmenty
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prilydymui parinkta 50 °C temperatiira, 2—4 etapai atlikti 45 kartus). Produkto

susidarymas nustatomas atliekant elektroforeze 0,8 % agarozés gelyje (2.4.2).

2.4.9.3 Hibridinio geno pagausinimas PGR metu naudojant

pradmenis

Po savaiminio PGR (2.4.9.3) pagausinti produktai naudoti antrojoje
PGR. Reakcijos miSinio sudétis tokia pati, kaip pateikta 2.3, tik vietoje
genominés ar plazmidinés DNR naudojamas po savaiminio PGR gautas
produktas (apie 20 pl). Vandens kiekis reakcijos miSinyje koreguojamas
priklausomai nuo naudojamo PGR produkto Kkiekio. Pilno ilgio geno
pagausinimui naudoti Gelip95-43-F ir Gelip95R pradmenys. Rezultatai
analizuoti taikant elektroforeze agarozés gelyje (2.4.2). Pagausintas tévinio
dydzio geno produktas klonuojamas j pTZ57R/T klonavimo (2.4.3), 0 véliau j
pET-21c(+) raiskos (2.4.4) vektorius ir analizuojamas jo koduojamas naujas

baltymas.
2.4.10 Klaidingoji PGR

Klaidingosios PGR miSinio sudétis analogiska jprastinés PGR misinio
sudéciai (2.3), i¥skyrus didesne Mg?* koncentracija (4 mM vietoje 2 mM
pirmojoje klaidingojoje PGR ir 6 mM — antrojoje). Idéjus MgCl», galutinis
reakcijos tiiris palaikomas jneSant mazesnj turj dist. H2O. Tokiu paciu budu
galutinis reakcijos tiiris palaikomas ir | reakcijos miSinj papildomai pridéjus

MnCl; (2 mM).

2.5 Rekombinantiniy baltymy sintezé, gryninimas ir analizé

2.5.1 Optimaliy salygu tiksliniuy fermenty sintezei nustatymas
E. coli BL21 (DE3) transformantai, turintys pET-21c(+) plazmide su
jterptu lipazés ir (ar) esterazés genu bei sulietais jy geny variantais auginti LB
terpéje su ampicilinu (100 pg/ml) per naktj 37 °C 180 aps./min. Sviezia terpe,

turinti tokig pacig ampicilino koncentracijg, inokuliuojama 1 % naktinés
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kultiros. Pradinis OTses turi bati 0,02-0,03. Kultira auginama tokiomis
paciomis salygomis kaip pries tai, kol OTses pasiekia 0,4. Tuo metu jdedama
IPTG induktoriaus taip, kad galutiné jo koncentracija bty 0,5-1 mM. Kas
valandg nuo indukcijos pradzios vertinamas augancios kulttiros optinio tankio
pokytis ir imami indukuoty ir neindukuoty kultiiry pavyzdziai taip, kad Igsteliy
kiekis laiko momentu, kada jpilama IPTG, ir analizuojamg valandg (1-8 val.
nuo indukcijos pradzios) bty vienodas. Lastelés surenkamos centrifuguojant
maksimaliu greic¢iu 30 sek. ir uzpilama 100 pl 4x neredukuojancio uzneS$imo
buferinio tirpalo (50 mM Tris-HCI pH 6,8; 10 % glicerolio (Applichem), 2 %
NDS (ROTH); 0,02 % bromfenolio mélynojo (Sigma-Aldrich)), naudojamo
NDS-PAGE. Kaip neigiama kontrol¢ naudojama kulttra, nepaveikta IPTG.
Surinkti méginiai analizuojami 12 % Tris-glicino NDS-PAGE lyginant
baltymy profilius indukcijos ir jprastomis sglygomis (Shi ir kt., 2010). Tirpalai
elektroforezei parinkti pagal Laemmli buferiniy tirpaly ir geliy sistemg
(Laemmli, 1970). Baltymy molekulinés masés standartais naudoti PageRuler™
Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) arba Pierce Unstained
Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezé vykdoma esant
15 mA srovés stipriui. Kai bromfenolio dazas pereina koncentruojantj gelj
jtampa padidinama iki 30 mA. Elektroforezei pasibaigus, baltymy gelis
vizualizuojamas dazant PageBlue™ baltymy dazymo tirpalu pagal gamintojy

rekomendacijas (Thermo Fisher Scientific).

Lyginant gautus baltymy profilius parenkama optimali IPTG
koncentracija (0,5 ar 1 mM) ir indukcijos laikas (1-8 val.), kada vyksta

intensyviausia tirlamy fermenty sinteze.

2.5.2 Tiriamy fermenty gryninimas naudojant imobilizuoty nikelio

jony giminingumo chromatografija

Visi Siame darbe tiriami (natyviis ar baltymy inZinerijos metodais
sukurti) fermentai buvo klonuoti taip, jog C-gale turéty prikabintg Sesiy His

liekany seka. Si seka leidzia iSgryninti klonuojamus baltymus jau per viena
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gryninimo  etapg, taikant imobilizuoty metaly jony giminingumo
chromatografija. Siame darbe buvo taikyta imobilizuoty nikelio jony
giminingumo chromatografija, naudojant Profinity™ IMAC (BIO-RAD)
derva, kuria uzpildyta Econo-Pac (BIO-RAD) chromatografiné kolonélé.

2.5.2.1 Fermenty gryninimas nedenatiiruojanciomis salygomis

Gryninimui E. coli BL21 (DE3) transformantai, turintys pET-21c(+)
plazmide su jterptu tiksliniu genu, auginti LB terpéje su ampicilinu (100
ug/ml) (2.5.1 skyrelis). Sintezés indukcija vykdoma nustatytomis optimaliomis
salygomis (parinktas laikas ir IPTG koncentracija) (2.5.1). Lastelés
surenkamos tuo laiko momentu, kada nustatytas didziausias tikslinio baltymo
kiekis. Véliau jos centrifuguojamos 15 min., 8000 x g, plaunamos 50 mM Tris-
HCI buferiniame tirpale (pH 8), vél nucentrifuguojamos, suspenduojamos
anksCiau minétame buferiniame tirpale ir ardomos ultragarsu 15 min.
naudojant 10 sek. : 20 sek. (ardymas : $aldymas) intervalg. Po ardymo méginys
centrifuguojamas 15 min., 20000 x g. Gautas tirpalas filtruojamas ir
naudojamas  gryninimui.  Gryninimas  atliekamas pagal gamintojo
rekomendacijas (BIO-RAD) su nezymiais pakeitimais, gryninimui naudojant
50 mM Tris-HCI buferin; tirpalg (pH 8), kuriame varijuoja imidazolo (Sigma-
Aldrich) koncentracija. Imidazolo koncentracija plovimo buferyje — 10 mM,
eliucijos — 250 mM. Chromatografijos metu gautose frakcijose esanciy
baltymy homogeniskumas analizuojamas naudojant 12 % NDS-PAGE ir
zimografijos metodus (2.5.1 ir 2.6.1 metodai). Baltymy koncentracija nustatyta
matuojant biofotometru OT2g0 (Eppendorf). Lipolizinis aktyvumas frakcijose

jvertintas spektrofotometriniu biidu (2.6.2 metodas).
2.5.2.2 Fermenty gryninimas denatiruojanciomis saglygomis

Gryninimui denattiruojan¢iomis sglygomis, E. coli BL21 (DE3)
transformantai, turintys pET-21c(+) plazmidg su jterptu tiksliniu genu auginti
LB terpéje su ampicilinu (100 pg/ml) kaip aprasSyta 2.5.1 skyrelyje. Po Iasteliy

surinkimo centrifuguojant ir ardymo ultragarsu, kaip nurodyta 2.5.2.1,
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baltyminis preparatas centrifuguojamas 15 min., 20000 x g. Ant gauty nuosédy
(jterptiniai netirpts kiineliai ir lgsteliy nuolauzos) uzpilama 200 pl 50 mM
Tris-HC1 buferinio tirpalo (pH 8), turinéio 6M karbamido (Applichem).
Preparatas inkubuojamas kambario temperatiroje vieng valandg. Véliau
baltyminis preparatas centrifuguojamas 10 min., 20000 x g, filtruojamas ir
naudojamas  tiksliniy  fermenty  gryninimui  nikelio  giminingumo
chromatografija denatiiruojanc¢iomis sglygomis. Plovimo ir eliucijos etapuose
taikytos tos pacios salygos kaip pateikta 2.5.2.1, naudojamus buferinius
tirpalus papildzius 6M karbamido. Chromatografijos metu gautose frakcijose
esanCiy baltymy homogeniSkumas, koncentracija ir aktyvumas analizuoti kaip
nurodyta 2.5.2.1 ir 2.6.2 skyreliuose. Atlickant savybiy analize¢, méginiai,
kuriuose nustatytas lipolizinis aktyvumas, dializuoti 24 val. 50 mM Tris-HCI
buferiniame tirpale (pH 8) tris kartus jj pakeic¢iant, ir koncentruojami naudojant
PEG 35000 (Sigma-Aldrich), taip renattiruojant tikslinius fermentus.

2.5.3 GDIip43 ir GDIip30 lipaziy gryninimas i§ NDS-PAGE

Norint atskirti po DNR maiSymo ir klaidingosios PGR gautas lipazes,
naudota  eliucija 1§ NDS-PAGE. Atlikus fermenty  gryninima
denattruojanciomis salygomis (2.5.2.2), fermenty frakcijos analizuojamos
NDS-PAGE (2.5.1). Po NDS-PAGE vizualizavus baltymy molekulinés masés
zymenis ir takel] su tiksliniy baltymy méginiu, i§ likusios gelio dalies
iSpjaunamos atitinkamos horizontalios juostelés, kuriose iSsidéste tiksliniai
baltymai. Gelio juostelés dedamos | atskirus megintuvélius, susmulkinamos
naudojant stikling lazdele ir uzpilama 0,7-1 ml eliucijos buferinio tirpalo (50
mM Tris-HCI, pH 8 / 20 °C; 150 mM NaCl; 0,1 mM EDTA, pH 8).
Mégintuvéliai inkubuojami 24—48 val., 20 °C, purtant. Po to baltyminis tirpalas
perkeliamas j naujus mégintuvélius ir vertinamas lipolizinis aktyvumas (2.6.2),
baltymy koncentracija (2.5.2.1), fermenty grynumas NDS-PAGE ir

zimogramoje (2.6.1).
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2.6 Lipolizinio aktyvumo jvertinimas
2.6.1 Kokybinis lipolizinio aktyvumo jvertinimas taikant zimografija

Norint nustatyti, ar po nikelio giminingumo chromatografijos
iSgryninti  baltymai (2.5.2) yra tiksliniai klonuoti fermentai, taikytas
zimografijos metodas, tributiring naudojant kaip lipaziy / esteraziy substrata.
Po 12 % NDS-PAGE gautas gelis dalijamas j dvi dalis. Viena dalis naudojama
baltymy dazymui PageBlue™ tirpalu, kita — zimogramai. Zimogramai
naudojama gelio dalis plaunama du kartus po 15 min. 50 mM Tris-HCI
buferiniu tirpalu (pH 7,8 / 60 °C), turin¢iu 20 % izopropanolio (ROTH) ir
pakartotinai tris kartus po 15 min. tuo paciu buferiniu tirpalu, tafiau be
izopropanolio (Lewisson ir kt., 2007). Véliau gelis dedamas | sterilig Petri
1¢kstele ir uzpilamas agarizuota TB terpe (0,5 % TB; 1,5 % agaro; iki 100 ml
Tris-HCI buferinis tirpalas (pH 9 / 60 °C)). Lékstelé inkubuojama 55-60 °C
temperatiiroje, kol iSrySk¢ja skaidrios zonos, reiSkiancios lipolizinj baltymo
aktyvuma. Véliau tokj gelj sulyginus su PageBlue™ dazyta gelio dalimi,
galima jvertinti fermento molekuling mase ir nustatyti, ar po chromatografijos
gautas baltymas tikrai yra tikslinis klonuotas lipolizinj ir (ar) esterazinj

aktyvumga turintis fermentas.

2.6.2 Kiekybinis lipolizinio aktyvumo nustatymas

spektrofotometriniu biidu

Lipolizinis tiriamy fermenty aktyvumas vertintas spektrofotometriSkai
(Winkler ir Stuckmann, 1979) substratu naudojant p-NP dodekanoatg. Vienas
lipazés aktyvumo vienetas apibréZiamas kaip baltymo kiekis, reikalingas
susidaryti 1 pmol p-nitrofenolio per 1 min. pasirinktomis reakcijos sglygomis
(Charbonneau ir kt., 2010; Jiang ir kt., 2010). Reakcijos tirpalg sudaro 890 ul
glicino (Applichem)-NaOH (Barta a CIHLAR) buferinio tirpalo (50 mM, pH
9), 100 pl p-NP dodekanoato (2,5 mM, tirpinta DMSO (Merck)) tirpalo ir 10
ul fermento tirpalo. Salygos parinktos ir modifikuotos pagal Charbonneau ir kt.
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(2010) ir Zuo ir kt. (2010). Reakcija vykdoma 55 °C temperatiroje 5 min. Toks
laikas pasirinktas jvertinus pradinj reakcijos greitj, kai atpalaiduojamo p-NP
greitis yra linijinis. Reakcija stabdoma jpilant 1 ml 96 % etanolio (Tayyab ir
kt., 2011). Pries jpilant fermentinio tirpalo, reakcijos miSinys inkubuojamas 55
°C 10 min. p-NP susidarymas jvertinamas matuojant OT42, 0 Kiekis UM
apskaiCiuojamas pagal standarting kreive, gauta naudojant Zinomas p-NP

koncentracijas (2.2 pav.) (Alfa Aesar) (Charbonneau ir kt., 2010).
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2.2 pav. p-NP standartiné kreivé. Kvadratai Zymi eksperimentinius duomenis, taskiné linija — krypties

linija. Taip pat grafike nurodyta krypties linijos lygtis.

Visi matavimai pakartoti ne maziau kaip tris kartus, norint gauti

statistiSkai patikimus jvercius.

2.7 Tiksliniy lipoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty
fizikiniy ir cheminiy savybiy analizé

2.7.1 Temperatiros jtaka tiksliniy fermenty aktyvumui ir stabilumui

Temperatiirinis veiklos diapazonas bei optimali tiriamy tiksliniy
fermenty veiklai temperatiira nustatyta vykdant reakcija, apraSyta 2.6.2
skyrelyje, jvairiose temperatiirose nuo 5 °C iki 90 °C. Pries jpilant fermento
tirpalo, reakcijos miSinys (sudétis pateikta 2.6.2) inkubuojamas tiriamoje

temperatiiroje 10 min. Atsizvelgiant | naudojamy substraty maz¢jantj stabilumag
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did¢jant temperatiirai, kontrolinis méginys (reakcijos miSinys be fermentinio

tirpalo) inkubuojamas lygiagreciai kiekvieno eksperimento atveju.

Tirlamy fermenty stabilumas jvairiose temperatiirose nustatytas
vertinant lieckamgjj aktyvumg. Fermentinis tirpalas inkubuojamas tiriamoje
temperatiiroje (30—80 °C) 30 min. (Jiang ir kt., 2010; Kim ir kt., 1998). Véliau
vykdoma jprastiné reakcija sglygomis, pateiktomis 2.6.2 skyrelyje.

2.7.2 pH jtaka tiksliniy fermenty aktyvumui

pH veiklos diapazonas bei optimalus tiriamy fermenty veiklai pH
nustatytas vykdant reakcijg, apraSyta 2.6.2 skyrelyje, naudojant skirtingo pH
buferinius tirpalus (pH 5-12). D¢l naudojamy substraty didéjancio
nestabilumo, kylant pH vertéms, lygiagreciai visy eksperimenty atveju
inkubuotas kontrolinis méginys be fermento tirpalo. Naudoti Sie buferiniai
tirpalai: 50 mM acetatinis buferis (pH 4-6 / 55 °C) (natrio acetatas; Merck); 50
mM fosfatinis buferis (pH 7 / 55 °C) (KH2PO4; AnalaR); 50 mM Tris-HCI (pH
8 /55 °C); 50 mM glicino-NaOH buferis (pH 9-11/ 55 °C) ir 50 mM NaxHPO4
(Merck)/NaOH buferis (pH 11-12 / 55 °C).

2.7.3 Substratinio savitumo jvertinimas

Optimalus tiriamy fermenty veiklai substrato ilgis nustatytas vykdant
reakcijg, apraSyta 2.6.2 skyrelyje, taciau kity eksperimenty atveju naudotas
glicino-NaOH (50 mM, pH 9) buferinis tirpalas §iuo atveju buvo pakeistas j
fosfatin] buferj (50 mM, pH 7), siekiant sumazinti trumpagrandziy substraty
savaiminj skilimg. Matavimai atlikti naudojant skirtingo ilgio p-NP esterius,
pateiktus 2.1 skyrelyje. Kaip kontrolé naudotas reakcijos misinys be fermento

tirpalo.
2.7.4 Detergenty jtakos tiksliniy fermenty aktyvumui nustatymas

Norint nustatyti detergenty (Tween 20, 40, 60 ir 80 (Merck), Triton X-

100, karbamidas) jtakg tiriamy fermenty aktyvumui fermento tirpalas
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inkubuojamas 30 min. kambario temperatiroje su 0,1 % kiekvienos medziagos
(Li ir Zhang, 2005; Bisht ir kt., 2014). Po inkubacijos liekamasis fermentinis
aktyvumas jvertinamas jvykdant 2.6.2 aprasyta reakcija. Kontroliné¢ reakcija

vykdyta su baltymo, nepaveikto detergentu, méginiu.

2.7.5 Organiniy tirpikliy jtakos tiksliniy fermenty aktyvumui

nustatymas

Siekiant nustatyti organiniy tirpikliy (DMF (ROTH); DMSO;
izopropanolis; etanolis; metanolis (Merck); acetonas (Merck); n-butanolis
(ROTH)) jtaka tiriamy fermenty aktyvumui fermento tirpalas inkubuojamas 30
min. kambario temperatiroje su 25 % (tiiris/tiryje) kiekvienos medziagos
(Ebrahimpour ir kt.,, 2011). Tokia organiniy tirpikliy koncentracijg savo
darbuose naudoja ir kiti autoriai (Bisht ir kt., 2014; Masomian ir kt., 2016).
Kambario temperatiira pasirinkta norint iSvengti papildomo temperatiiros
poveikio tiriamam preparatui. Po inkubacijos liekamasis fermentinis
aktyvumas jvertinamas jvykdant 2.6.2 skyrelyje aprasyta reakcijg. Kontroliné

reakcija vykdyta su baltymo, nepaveikto organiniu tirpikliu, méginiu.

2.8 Tiksliniy lipoliziniu aktyvumu pasiZyminciy fermenty
kinetiniy savybiy jvertinimas

2.8.1 Kn ir Vimax konstanty nustatymas

Be fizikiniy ir cheminiy savybiy buvo nustatytos ir tiriamy fermenty
pagrindinés kinetinés konstantos Km ir Vma, naudojant skirtingas p-NP
dodekanoato koncentracijas (1,25-50 mM). Reakcijos salygos islaikytos
tokios, kaip aprasyta 2.6.2 skyrelyje. Km Ir Vmax vertés nustatytos remiantis
Lineweaver-Burke grafiku (1/Vo priklausomybé nuo 1/S) ir darant prielaida,
kad reakcijoms galioja jprasti Michaelis-Menten kinetikos désniai (Soliman ir

kt., 2007). 2.3 pav. pateiktas grafiko pavyzdys GD-95 lipazés atveju.
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2.3 pav. GD-95 lipazés Km ir Vmax Konstanty nustatymas, remiantis Lineweaver-Burke grafiku.
Naudotas substratas — p-NP dodekanoatas.

2.8.2 Kkatir katalizinio efektyvumo jvertinimas

Nustacius darbe tiriamy fermenty Km ir Vmax vertes, buvo apskaiciuoti
Kkat ir katalizinio efektyvumo jverciai. Kataliziné konstanta (Kxat) yra lygi Vmax
padalintam i§ fermento aktyviy centry koncentracijos arba substrato molekuliy
skaiCius, kurj viena fermento molekulé pavercia produktu per vieng minut¢ ar
sekunde. Katalizin¢ konstanta yra fermento veikimo efektyvumo matas.
Atsizvelgiant ] jg galima spresti, kokiu greiciu fermentas katalizuoja reakcija.
ApskaiCivojant Kat, taikyta formulé: Kyka=Vmax / [E]. Jei tikslinio fermento
molekuliné masé 43 kDa, [E] apskai¢iuojamas mol i§ 1 pg fermento = 10 g/
4,3*10* g /mol. Katalizinis efektyvumas jvertinamas taikant formule Kia/ Km
(Eisenthal ir kt., 2007).

2.8.3 Aktyvacijos energijos Ea nustatymas
Aktyvacijos energija — minimali energija, reikalinga cheminei reakcijai
vykti. Ji paskai¢iuojama naudojant Arenijaus lygti: k=AeE¥RT (k — reakcijos
greicio konstanta; Ae — preeksponetinis faktorius, parodantis empirinj ry$j tarp
temperatiiros ir grei¢io koeficiento; Ea — aktyvacijos energija; T — temperatiira
kelvinais ir R — universali dujy konstanta, lygi 8,314 JKmol?) ar isreiskiant
Arenijaus grafiku. Lygtis parodo reakcijos grei¢io konstantos (k)

priklausomybe¢ nuo absoliucios temperatiiros (T), o grafike atidedama kinetinés
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greiCio konstantos (k) logaritmo In(k) priklausomybé nuo 1/T. Nustatant Siame
darbe tirty fermenty aktyvacijos energija, buvo jvertintas fermenty vykdomy
reakcijy greicio konstantos esant 20 °C, 40 °C, 50 °C ir 60 °C temperatiirai,
paskaiciuotos In(k) vertés, jvertintas gauty tiesiy nuolydis ir apskaicuota Ea. 2.4
pav. pateiktas Arenijaus grafiko pavyzdys GD-95 ir Pre-GD-95 lipaziy atveju
(Gudiukaite ir kt., 2014).

InK

0,3 0,305 0,31 0,315 0,32 0,325 0,33 0,335 0,34

(1/T)x 102

2.4 pav. Arenijaus grafikas, skirtas aktyvacijos energijos nustatymui. Grafike pateikti Pre-GD-95

(tamsis kvadratai) ir GD-95 (rombai) lipaziy duomenys; T — temperatiira kelvinais.

2.9 Statistiniai metodai

Vertinant fizikines, chemines bei katalizines tiriamy fermenty savybes
cksperimentai kartoti bent tris kartus ir iSvesti vidurkiai. 3.4; 3.5; 3.8 ir 3.9
lentelése bei 3.1; 3.6; 3.9; 3.12; 3.14 ir 3.20 grafikuose pateikiami standartiniai
nuokrypiai nuo vidurkio, kurie apskaiCiuoti naudojant laisvos prieigos
programg  https://www.easycalculation.com/statistics/standard-deviation.php.
ReikSmingi skirtumai tarp tiriamy fermenty apskaiCiuoti naudojant dviejy
nepriklausomy iméiy tarpusavio lyginimui skirta T-testg (http:/in-
silico.net/tools/statistics/ttest; a=0.05; http://www.socscistatistics.com/tests/
studentttest/Default2.aspx; 0=0.05). o T-teste nurodo, keliy procenty paklaida
galima interpretuojant rezultatus, kada 1§ tikryjy skirtumy tarp dviejy imciy
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néra (§iame darbe tokia galima paklaida — 5%). Siuo atveju, kuo gauta p-verté
mazesné uz 0,05, tuo skirtumas yra reikSmingesnis tarp dviejy lyginamy im¢iy.
Siame darbe pasirinkta pateikti tik tas p-vertes, kurios yra lygios ar maZesnés

uz 0,02.

2.10 Analizé in silico

Po sekoskaitos gautos geny ir véliau baltymy sekos analizuotos
naudojant Lasergene v7.1 (DNASTAR, JAV) programy paketa, NCBI BLAST
algoritmg (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) bei Mega 4.0.2 programg.
Signalinio peptido buvimas GD-95 lipazéje ir GDESt-95 esterazéje tikrintas
naudojant  SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ir PrediSi
(http://www.predisi.de/predisi/start) laisvos prieigos programas. Tiriamy
fermenty erdviné struktiira nustatyta naudojant |-TASSER server]
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Zhang 2008), matrica
naudojant G. thermocatenulatus (2W22) lipazés struktiirg (Carrasco-Lopez ir
kt., 2009). Sis serveris pla¢iai taikomas tretiniy struktiiry nustatymui (Yang ir
Zhang, 2015; Mukherjee ir kt., 2015; Shamriz ir Ofoghi, 2016; Kanwal ir kt.,
2016). Struktory vizualizavimui naudota Pymol (DeLano Scientific, Palo Alto,
CA, JAV). Galimos sgveikos tarp C-galiniy aminoriig§¢iy bei kity svarbiy
aminoriig8¢iy nustatytos taikant CAD-score (http://bioinformatics.ibt.It/cad-
score/) (Olechnovic ir kt. 2013) jrankj bei CMA
(http://ligin.weizmann.ac.il/cgi-bin/cma/contacts.pl) (Vehlow ir kt., 2011)
serverj. Atstumai Ala mutantuose tarp analizuoty kataliziniy aminortgsciy ir
kity Geobacillus lipaziy veiklai svarbiy aminoriig§¢iy nustatyti ir vizualizuoti

naudojant RasMol (http://rasmol.org/) programa.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 Asp371, Phe375 ir Tyr376 jtakos GD-95-10 lipazés
funkcionalumui nustatymas naudojant Ala skenuojancia

mutageneze

Nors Geobacillus genties bakterijy iSskiriamos lipazés tiriamos jau
seniai, C-galinis regionas ir jame iSsidés¢iusiy aminortig§liy vaidmuo Siy
fermenty aktyvumui, teisingam susilankstymui ir gebé&jimui vykdyti
fermentines reakcijas, iki Siol nebuvo tirtas. Todél vienas i§ disertacijos
uzdaviniy buvo jvertinti C-galinio regiono ir jj sudaran¢iy aminortigsciy jtakg
Geobacillus lipaziy funkcionalumui, modeliu naudojant rekombinanting
Geobacillus sp. 95 kamieno lipazg (subrendusio baltymo dydis — 388 a.r. (43
kDa); suteiktas geny banko numeris KC609753; optimalios veikimo sglygos:
55 °C, pH 9). Nauja informacija, susijusi su Geobacillus isskiriamy lipaziy
struktiros ir funkcijos rySio nustatymu yra svarbi, kalbant apie vis
populiaréjancig sintetinés biologijos mokslo Saka, fermenty kiirimg de novo ir
galimybe  sukurti  naujus, geresnémis  savybémis  pasizymincius
biokatalizatorius, kuriuos biity galima naudoti jvairiose pramonés Sakose
vietoje cheminiy junginiy ir taip padaryti pramoninius procesus draugiSkesnius

aplinkai.
3.1.1 GD-95-10 ir GD-95-20 lipaziy analizé

Pirmoji darby kryptis — Geobacillus sp. 95 kamieno i$skiriamos GD-95
lipazés ir jos varianty be 10 ir 20 C-galiniy aminortigs$¢iy analizé. Buvo iSkelta
hipotez¢, jog C-galiniame regione esancios a.r. gali buti svarbios uZztikrinant
tinkamg fermento veiklg. Tyrimai parode, kad GD-95 lipazé, neturinti 10 C-
galiniy aminoriig§¢iy (GD-95-10) ne tik islieka funkcionali, bet ir pasizymi
panaSiu savituoju lipoliziniu aktyvumu (415 U/mg) kaip ir pradiné GD-95
lipazé (400 U/mg). Tuo tarpu GD-95 lipazés be 20 C-galiniy aminortgsciy
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aktyvumas stipriai krenta (14 U/mg). Didele jtaka C-galiniy aminortgsciy

praradimas daro ir baltymo stabilumui auks$tose temperattrose (3.1b pav.), tuo

tarpu temperatirinis veiklos profilis ilieka panasus (3.1a pav.).

) Santykinis aktyvumas (%)
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3.1 pav. Temperatiiros jtakos GD-95, GD-95-10 ir GD-95-20 lipaziy aktyvumui (a) ir stabilumui (b)

jvertinimas. GD-95 — tiesi linija su uzpildytu apskritimu; GD-95-10 — taskiné linija su uzpildytu

kvadratu; GD-95-20 — punktyriné linija su uzpildytu trikampiu.

Jau po 30 min. inkubacijos 65 °C temperatiiroje GD-95-10 ir GD-95-

20 lipazés praranda savo lipolizinj aktyvumg (3.1b pav.). Nors GD-95-20

demonstruoja panasy temperatiirinj veiklos profilj j GD-95 lipaze¢ (3.1a pav.),

taciau, kaip jau buvo minéta anksciau, Sio fermento lipolizinis aktyvumas yra

keliasdeSimt karty mazesnis.

Kaip parodé C-galiniy aminoriig§¢iy, kurios formuoja al3 spirale,

analizé in silico, Siame regione egzistuoja 6 konservatyvios aminoriigstys:
Asp371, Phe375, Tyr376, Leu377, Ala378 ir Leu383. Buvo nuspresta

pritaikius vietai savitg mutageneze pakeisti aromatines Phe375 ir Tyr376 bei

Asp371 aminoriigstis, jy vietoje iterpiant Ala. Pastarosios aminoriigStys yra
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nustatomos  atitinkamose padétyse daugelio mikroorganizmy lipazése
pradedant Geobacillus genties bakterijomis, kurios ir yra $io darbo objektas, ir
baigiant tokiais mikroorganizmais kaip Staphylococcus aureus, Deinococcus
radiodurans, Leptospira biflexa ar Nitrosomonas europaea (palyginamoji
analizé atlikta dr. D. Kazlausko (VU BTI)). Taip pat analizé in silico parodé,
kad Sios aminortigStys formuoja tiesioginius ar netiesioginius rySius su
aminortgStimis, kurios svarbios prijungiant substratg (Tyr29 ir 1le362, su
kuriomis sgveikas sudaro Trp30; Arg34, kuri gali sudaryti rySius su Leu33),
stabilizuojant tarpinius junginius vykstant substrato hidrolizei (1le10, Leul2),

yra atsakingos uz baltymo stabilumg ir aktyvuma (11e10) (3.2 pav.).

HIS 108
ILE»110
LEU 156
ILE 161
TYR 263
LEU 265
PHE 267
TYR 339
GLY 341
TYR 354
ILE 361
ILE 362
GLY 363
PRO 366

B |ASN 355

SER 157
VAL 158
THR 159
LEU 343
LYS 345
MET 351
VAL 356
GLU 360
ASN 367

PRO 368 | |
SER 369

PHE 370 [ |

ASP 371 | |

[ | |

[ |

mmi

ILE 372
ARG 373
ALA 374 5 5
PHE 375

TYR 376 l;l. ]

LEU 377

ARG 378
3.2 pav. GD-95 lipazés C-galinio regiono (Pro368—-Arg378) aminoriigiCiy formuojamy rySiy su

kitomis aminoriigstimis Zemélapis. Analizé atlikta naudojant CMA jrankj (Vehlow ir kt., 2011).
Svarbios, i§ literatiros duomeny zinomos, aminoraigstys, su kuriomis gali sudaryti sgveikas regione

Pro368—Arg378 esancios a.r. pazymétos juodu trikampiu.

Taigi buvo iskelta hipotezé, kad butent Asp371, Phe375 ir Tyr376
aminoriigsciy praradimas yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy, dél kuriy GD-95-
20 lipazé praranda savo aktyvuma, o GD-95-10 lipazé iSlieka funkcionali.
Vertinant struktiros ir funkcijos rys$j placiai naudojama Ala skenuojanti

mutagenezé, Kuri taikyta ir Siame darbe.
3.1.2 GD-95-10 lipazés taskiniy mutanty kiirimas ir klonavimas

Naudojant pradmenis, leidZianCius pasirinktas aminortigstis pakeisti ]

alaning, buvo sukurti R1-R6 GD-95 lipazés be 10 C-galiniy aminoriig§¢iy
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mutantai,  turintys  Sias  mutacijas:  Tyr376Ala+Asp371Ala  (R1),
Tyr376Ala+Phe375Ala (R2), Asp371Ala (R3), Phe375Ala (R4), Tyr376Ala
(R5) ir Phe375Ala+Asp371Ala (R6). Naudoti pradmenys pateikti 2.1 lenteléje,
GD-95 lipazés struktira su pazymétu C-galiniu regionu bei GD-95-10 lipazés
struktiira su a.r., kurios bus kei¢iamos 1 Ala, padétimis pateiktos 3.3 pav.

Mutanty kiirimg iliustruoja 3.4 pav.

al3 spiralé

Fermento N-galas

b)

3.3 pav. GD-95 (a) ir GD-95-10 (b) lipaziy struktiira. Struktiiros nustatytos naudojant 1-TASSER
irankij, vizualizavimui naudota Pymol programa. Juodai (a) pazyméta al3 spiralé, kuri sudaro GD-95
lipazés C-galine sritj; rodyklés (a) zymi katalizines a.r.; juodos lazdelés (b) zymi Asp371, Phe375 ir
Tyr376 a.r., kurios buvo kei¢iamos j Ala bei katalizines Ser113, Asp317 ir His358 aminoragstis.

Ser369 Argd7s Pro388

GD-95 C- galinis regionas
lipazeé T
Ser369 Arg37s
GD-95-10
lipazé SFPIRAI;‘YLR
U 0
A Al Ria

l

— R1 (Asp371Ala=Tyr376Ala)
R2 (Phe375Ala+Tyr376Ala)

Alanino skenuojanti R3 (Asp371Ala)
mutagenezé R4 (Phe375Ala)

RS (Tyr376Ala)

__ R6 (Asp371Ala+Phe375Ala)

3.4 pav. GD-95-10 lipazés mutanty kiirimo schema.
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Visi sukurti mutacijas turintys genai pirmiausia klonuoti j pTZ57R/T
klonavimo vektoriy, véliau perklonuoti j pET-21c(+) raiSkos vektoriy, o

koduojamy mutantiniy lipaziy sintezé vykdyta E. coli BL21 (DE3) lastelése.
3.1.3 GD-95-10 lipazés taskiniy mutanty sintezé ir gryninimas

R1-R6 lipaziy sintezé E. coli BL21(DE3) lastelése bei baltymo
$varumas po gryninimo naudojant Ni?* jony giminingumo chromatografija
vertinti naudojant NDS-PAGE ir zimografijos metodus. NDS-PAGE analizé
parodé, kad pra¢jus 2 val. nuo indukcijos pradzios, lastelése, kurios buvo
paveiktos IPTG, atsiranda didelis ~43 kDa baltymo kiekis. Naujai susidariusiy
baltymy molekulin¢ masé¢ sutampa su klonuojamy lipaziy molekuline mase.
Visy klonuoty lipaziy optimalus sintezei laikas nustatytas praéjus 2—3 val. nuo
indukcijos pradzios, naudojant 1,0 mM IPTG. Kity Siame darbe tiriamy
baltymy sintezé taip pat geriausiai vyko naudojant 1,0 mM IPTG. Toks pat
optimalus sintezés laikas (2—3 val.) ir IPTG koncentracija (1,0 mM) nustatyti
tirlant Bacillus sp. L2 (Shariff ir kt., 2010), G. stearothermophilus P1
(Sinchaikul ir kt., 2001), Geobacillus sp. T1 (Leow ir kt., 2004) bei JC (Jiang ir
kt., 2010) lipazes. Didesng IPTG koncentracijg naudoti nerekomenduojama,
kadangi ji gali sulétinti lgsteliy augimg ir sumazinti baltymo iSeiga (Shariff ir

kt., 2011).

Visi GD-95-10 lipazés mutantai, taip pat GD-95 lipazé ir jos variantai
be 10 ir 20 C-galiniy aminoriigsciy bei kituose skyreliuose analizuojami
baltymai buvo klonuoti be signalinio peptido. Tiek ankstesni rezultatai, gauti
tiriant GD-95 lipaze (Gudiukaité ir kt., 2014), tiek literatiiros duomenys (Leow
ir kt., 2007; Jiang ir kt., 2010) rodo, kad N- signalinio peptido pasalinimas
reikSmingai padidina rekombinantiniy Geobacillus genties bakterijy lipaziy
iSeiga ir aktyvuma. GD-95 lipazés Sios vertés pakito nuo 200 U/mg ir 7,5 mg
baltymo i§ 200 ml kultiros (Pre-GD-95) iki 400 U/mg ir 44,16 mg baltymo i

to paties auginamo kulttros kiekio.
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Ivertinus laiko momentg, kada gaunama didziausia tiriamy baltymy
iSeiga, E. coli BL21 (DEJ) lgstelés, turin¢ios pET-21-lip-mut plazmides (pET-
21c(+) vektorius + mutuotas GD-95-10 lipazés genas), buvo surenkamos,
ardomos paveikiant ultragarsu ir analizuojamos tirpiy ir netirpiy baltymy
frakcijos (3.5a pav.). Tokiy frakcijy analizé yra svarbi, norint nustatyti,
kokiomis salygomis bus atlickamas tolimesnis tyrimy etapas — baltymy
gryninimas. 3.5 pav. pateikiama R3 mutanto analizé. Kity mutanty atveju buvo

gauti panasis rezultatai, todél jie nepateikiami.

NEDENATURUOJANCIOS DENATURUOJANCIOS
SALYGOS SALYGOS
M NT M 3e 4e M 2e 3e 4e

a) I b) C) ® — e

3.5 pav. R3 mutanto tirpumo (a) bei gryninimo nedenatiiruojanc¢iomis (b) ir denatiiruojanc¢iomis (C)
sglygomis analizé¢ NDS-PAGE. M — baltymy molekulinés masés standartai PageRuler™ Unstained
Protein Ladder; A — E. coli BL21 (DE3) transformanty, po indukcijos sintetinan¢iy mutanting R3
lipazg, lastelés, ardytos ultragarsu; T — tirpiy baltymy frakcija; NT — netirpiy baltymy frakcija; 2e—4e —

atitinkamos eliucijos etapo frakcijos. Juodi stac¢iakampiai zymi tikslinio baltymo lokalizacijos vieta.

NDS-PAGE analiz¢ parodé¢, kad R1-R6 mutantai yra linke formuoti
jterptinius kiinelius ir didZioji baltymy dalis yra lokalizuota netirpioje baltymy
frakcijoje. Sie rezultatai rodo, kad Asp371, Phe375 ir Tyr376 pakaitos j Ala
padidina Geobacillus lipaziy polinkj formuoti jterptinius kiinelius. Kadangi po
gryninimo taikant imobilizuoty Ni** jony giminingumo chromatografija
denatiiruojan¢iomis saglygomis tirti baltymai pasizyméjo labai mazu lipoliziniu
aktyvumu (apie 0,12 U/mg), taip pat tiriami baltymai buvo paveikti detergentu
karbamidu (tai gali turéti neigiamos jtakos fermenty aktyvumui), tolimesniems
eksperimentams baltymai buvo gryninti nedenatiiruojanciomis salygomis

naudojant tirpiy baltymy frakcija (3.5b pav.). Baltymy grynumas taip pat
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vertintas taikant zimografijos metoda, taiau dél mazo lipolizinio aktyvumo
skaidrias zonas (leidzia identifikuoti lipolizinj aktyvumg) formavo ne visi
baltymai. Mutacijy jtaka GD-95-10 lipazés aktyvumui, iSeigai bei kinetinéms

savybéms iSsamiau bus aptarta 3.1.4 skyrelyje.

3.1.4 Asp371, Phe375 ir Tyr376 jtaka GD-95-10 lipazés aktyvumui

bei kinetinéms savybéms

Atliekant R1-R6 mutanty aktyvumo ir Kkinetiniy jveréiy analizg
taikytas spektrofotometrinis metodas substratu naudojant p-NP dodekanoata.
Rezultatai parode, kad Asp371, Phe375 ir Tyr376 mutacijos | Ala stipriai
sumazino mutuoty fermenty iSeiga bei lipolizinj aktyvuma (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. GD-95-10 lipazés ir sukurty jos C-galiniy aminoriigiciy mutanty bei GD-95-20 lipazés
aktyvumo ir iSeigos palyginimas. Savitasis aktyvumas vertintas rekombinantiniams baltymams,

iSgrynintiems nedenatliruojan¢iomis sglygomis i§ tirpiy baltymy frakcijos. Gryninimui taikyta Ni%*

jony giminingumo chromatografija.

Sintetinamo baltymo iSeiga Savitasis

Baltymas (mg) i§ 200 ml kultiiros aktyvumas

(tirpi frakcija) (U/mg)
GD-95-10 9,52 415,00
GD-95-20 3,95 14,00
R1 (Asp371Ala+ Tyr376Ala) 3,20 12,52
R2 (Phe375Ala +Tyr376Ala) 5,33 11,67
R3 (Asp371Ala) 9,79 15,50
R4 (Phe375Ala) 5,43 42,50
R5 (Tyr376Ala) 6,05 32,50
R6 (Asp371Ala +Phe375Ala) 2,93 20,00

Tiek viengubos Asp371Ala, Phe375Ala, Tyr376Ala mutacijos, tiek
dvigubi jy deriniai stipriai sumazino GD-95-10 lipazes iSeigg ir (ar) lipolizinj
aktyvuma (3.1 lentel¢). Tai galima paaiSkinti atstumy pokyc€iu tretin¢je tiriamy
lipaziy struktiiroje tarp aminortig8¢iy, kurios yra atsakingos uz katalizinj
aktyvumg ir substrato prijungimg. ISsami atstumy pokyCiy analizé tarp

kataliziniy aminortigs¢iy (Serl113, Asp317 ir His358) pateikta 3.6 pav.

ReikSmingiausi iSeigos ir lipolizinio aktyvumo pokyc€iai nustatyti

variantams, turintiems dvigubas Asp371Ala+Tyr376Ala (R1 lipazé) bei

75



Phe375Ala+Asp371Ala (R6 lipaze) mutacijas (3.1 lentelé). Siy mutanty ieiga
yra pana$i ] GD-95-20 lipazés iSeiga ir tris kartus mazesné nei GD-95-10
lipazés. R1 ir R6 mutantai iSlaiko tik 3 ir 5 % GD-95-10 lipazés aktyvumo.
Kadangi maziausiu aktyvumu i§ vienguby mutanty pasizyméjo R3 mutantas,
daroma prielaida, kad lemiamg jtakg tarp dviguby mutanty turéjo Asp371Ala
mutacija. R3 mutantas, turintis tik Asp371Ala mutacija, iSlaiko vos 4 % GD-
95-10 lipazés aktyvumo.

Kaip parodé analizé in silico (3.2 pav.) Tyr376 i$ trijy mutuoty
aminortgsciy issiskiria tuo, kad palaiko tiesioginius ar netiesioginius rysius su
aminortgstimis, kurios yra svarbios uztikrinant Geobacillus genties bakterijy
iSskiriamy lipaziy funkcionalumg. Visgi Tyr376Ala mutanto aktyvumas buvo
32,5 U/mg ir Sis aktyvumas didesnis nei visy Siame darbe analizuojamy
dviguby mutanty bei Asp371Ala mutanto (3.1 lentel¢). Taigi daroma iSvada,
kad uztikrinant GD-95-10 lipazés aktyvumg ir kartu nulemiant GD-95-20
inaktyvacija svarby vaidmenj atlicka abi (Asp371 ir Tyr376) aminorugstys.
Viengubos Phe375Ala ir Tyr376Ala mutacijos sumazino GD-95-10 lipazés
savitgjj aktyvuma 85 ir 89 %, atitinkamai.

Ap371 ir Tyr376 aminortgsciy svarbg patvirtina ir sukurty mutanty
katalizinio efektyvumo matavimai (3.2 lentelé). Kuo didesnés Kkatalizinio
efektyvumo verté¢ (Kkat/Km), tuo geriau tiriamas fermentas hidrolizuoja
naudojamg substratg. MazZiausiu kataliziniu efektyvumu pasizyméjo R1
(Asp371Ala) ir R5 (Tyr376Ala) mutantai, o didziausiu — pradiné GD-95-10
lipazé (3.2 lentelé). Sie duomenys rodo, kad Asp371 ir Tyr376 aminoriigstys

yra svarbios uztikrinant GD-95-10 lipazés funkcionaluma.
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3.2 lentelé. GD-95-10 lipazés bei jos mutanty ir GD-95-20 lipazés pagrindiniy kataliziniy konstanty
jvertinimas. Matavimai atlikti naudojant p-NP dodekanoata, pH 9, 55 °C temperattiroje. ND — jvercio

nustatyti nepavyko.

Kinetiné
konstanta Vmax Katalizinis efektyvumas
(umol/min mg Km (mM) Kkat (Min™) Kkat/Km
Baltymas baltymo) mint mM-*!

GD-95-10 50,00 8,33 2,83*10° 3,40*%10?
GD-95-20 40,00 7,70 1,67*102 2,16*10
R1 (Asp371Ala+ 1 (2
Tyra76Ala) 3,03 16,67 1,26*10 8,00
R2 (Phe375Ala o
+Tyra76Ala) 5,26 12,50 2,08*10 16,64
R3 (Asp371Ala) 5,61 6,67 2,34*102 35,00
R4 (Phe375Ala) 20,00 25,00 8,33*10? 33,00
R5 (Tyr376Ala) 1,43 8,33 60,00 7,20
R6 (Asp371Ala
+Phe375Ala) ND ND ND ND

Darbe taip pat buvo jvertintos GD-95-10, GD-95-20 ir GD-95-10
lipazés R1-R6 mutanty Vmax, Kkat, Km vertés. Kaip rodo gauti rezultatai (3.2
lentelé) R1-R6 mutantai pasizymi labai mazu Vmax, lyginant su GD-95-10
lipaze. Maziausiomis vertémis i$siskiria R1 ir R5 mutantai, turintys Asp371Ala
ir (ar) Tyr376Ala mutacijas, kas patvirtina Siy aminortgsc¢iy svarbg palaikant
GD-95-10 lipazés aktyvumg. Siy mutanty Vmax vertés yra tik 3,03 ir 1,43
pmol/min mg baltymo. R6 mutanto atveju dél mazos iSeigos, mazo aktyvumo ir

efektyvumo, kataliziniy konstanty apskaiciuoti nepavyko (3.2 lentelé).

Kita svarbi kataliziné konstanta — Michaelis konstanta (Km), kuri
parodo substrato koncentracijg, kuriai esant pasiekiama pus¢ maksimalaus
reakcijos greiCio (Vmax). Kuo Km verté mazesné, tuo didesniu giminingumu
jungiasi fermentas su substratu (mazesné¢ substrato koncentracija yra
reikalinga, norint pasiekti maksimaly reakcijos greitj). Didelémis Km vertémis
iSsiskyré R1, R2 ir R4 mutantai, kai p-NP dodekanoatas buvo naudojamas kaip
substratas. Svarbu paminéti, kad R2 ir R4 mutantai turi Phe375Ala mutacija.
Tai rodo, kad ne tik Asp371 ir Tyr376 yra reikSmingos uZztikrinant tinkama
Geobacillus lipaziy veiklag, bet ir Phe375 yra svarbi S$iy fermenty

77




funkcionalumui. Nors R3 mutantas i$siskyré mazu lipoliziniu aktyvumu (15,50
U/mg), jis pasizyméjo maziausia Km verte, kas rodo jo didel} gimininguma
prijungiamam substratui. Taigi galima teigti, kad R3 mutantas prijungia p-NP

dodekanoata, taciau hidrolizés reakcija néra efektyvi.

Maziausia Kyat verte pasizyméjo RS mutantas (60 min). Kya: parodo,
kiek daug substrato yra paverCiama i produktg per vieng sekunde ar minutg.
Kaip jau minéta, Siam mutantui buvo nustatytas ir mazas katalizinis
efektyvumas (7,2 min/mM) (3.2 lentelé). Tokie rezultatai dar kartg parodo, kad
Tyr376 yra reikSminga uztikrinant GD-95-10 lipazés funkcionaluma.

Atlikta analizé patvirtina iSkelta hipoteze, kad Asp371, Phe375 ir
Tyr376 yra svarbios GD-95-10 lipazés veiklai ir kartu gali biti priezastis,

kodél jas pasalinus GD-95-20 lipazés savitasis aktyvumas krenta.

3.1.5 Asp371, Phe375 ir Tyr376 jtaka GD-95-10 lipazés aktyvumui ir

stabilumui aukStose temperatiirose

Nagrinéjant Geobacillus genties bakterijy iSskiriamus fermentus,
svarbios savybés yra jy gebéjimas veikti aukStose temperatiirose ir stabilumas
jose. Tod¢l Siame darbe taip pat buvo jvertinta temperatiiros jtaka sukurty R1—
R6 mutanty lipoliziniam aktyvumui ir stabilumui (3.6 pav.). Vienguby
mutacijy jtaka fermenty stabilumui ir aktyvumui aukStose temperatiirose

vertinta analizuojant R3-R5 mutantus (3.6a ir 3.6b pav.).
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3.6 pav. Temperatiiros jtakos GD-95-10 lipazés bei jos mutantiniy varianty ir GD-95-20 lipazés
aktyvumui (a, c¢) ir stabilumui (b, d) jvertinimas. GD-95-10 lipazé — plona tiesi linija su trikampiu (a—
d); GD-95-20 — plona taskiné linija su rombu (a—d); R1 — stora tiesi linija su uzpildytu apskritimu (c,
d); R2 — stora punktyriné linija su uzpildytu kvadratu (c, d); R3 — stora taskiné linija su uzpildytu
kvadratu (a, b); R4 — punktyriné linija su uzpildytu trikampiu (a, b); R5 — stora tiesi linija su uzpildytu

apskritimu (a, b); R6 — stora taskiné linija su trikampiu (c, d).
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Gauti rezultatai parodé, kad Asp371Ala mutantas (R3) pasizymi
panaSiu temperatiiriniu profiliu kaip ir GD-95-10 ir GD-95-20 lipazés, taciau
optimali §io fermento veiklai temperatiira — 40 °C (3.6a pav.). Sis mutantas
iSsiskiria ir gebéjimu iSlaikyti savo aktyvumg iki 70 °C. R4 lipazé (Phe375Ala
mutacija) pasizymi tokia pacia optimalia veiklai temperatira kaip ir R3
mutantas (40 °C), taciau $io fermento lipolizinis aktyvumas stipriai krenta, kai
aplinkos temperatiira pakeliama iki 60 °C (apie 20 % santykinio lipolizinio
aktyvumo). R4 lipazés skirtumai nuo kity lipaziy ties 60 °C temperatiira yra

reikSmingi su p-verte 0,02. RS mutantas reikSmingy skirtumy neparodé.

Vertinant stabilumg aukS$tose temperatiirose 1§ viengubg mutacija
turin¢iy GD-95-10 lipazés varianty iSsiskyré R3 lipazé, kuri pasizyméjo
maziausiu stabilumu lyginant tiek su GD-95-10 ir GD-95-20 lipazémis, tiek su
kitais R mutantais (3.6b pav.). Sie rezultatai papildo ankstesng R mutanty
analize ir leidzia teigti, kad Asp371 yra svarbi GD-95-10 lipazés stabilumui,
tuo tarpu Phe375 gali buti atsakinga uz sékminga lipazés veiklg aukStose
temperatiirose. Taip pat nustatyta, kad lipazés, gebancios veikti aukstose
temperatlirose pasizymi mazesniu stabilumu lyginant su lipazémis, kurios
veikia siauresnése temperatiiry ribose. Si savybé biidinga R3 ir R4 mutantams.
Tokia pat tendencija nustatyta ir analizuojant kelias Geobacillus genties

bakterijy i$skiriamas lipazes (3.3 skyrelis).

Atvirkstiné koreliacija tarp temperaturinio veiklos spektro ir stabilumo
aukStose temperatlirose nustatyta ir tarp dvi mutacijas turinéiy R2 ir R6
mutanty (3.6c ir 3.6d pav.). R2 lipazé pasizymi 20 % didesniu lipoliziniu
aktyvumu 75 °C temperatiiroje lyginant su GD-95-10 lipaze, ta¢iau jau po 30
min. inkubacijos 60 °C temperatiiroje visiskai praranda savo aktyvumag. R2 ir
R6 mutantai pasizymi prieSingomis savybémis: R6 lipazé pasiZymi mazu
santykiniu lipoliziniu aktyvumu lyginant su kitais mutantais 60-65 °C
temperatirose. Tuo tarpu R2 mutantas geriau veikia 70—75 °C temperatiiry
intervale lyginant su pradinémis GD-95-10 ir GD-95-20 lipazémis bei kitais
GD-95-10 mutantais. R6 lipazés skirtumai nuo GD-95-10 ir GD-95-20 lipaziy
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yra reik§mingi su p-verte 0,01, esant 40 °C ir 60 °C ir p-verte 0,005, esant 65

°C temperattiroms.

R1 mutantas iSsiskyré gebéjimu iSlaikyti 100 % fermentinj aktyvuma
temperatiiry ribose 30-65 °C (3.6c pav.). Sie rezultatai yra reik§mingi 30 °C
temperatiiroje (p-verté 0,02 GD-95-10 ir 0,01 GD-95-20 lipazéms); 40 °C
temperatiiroje (p-verté 0,01 tik su GD-95-10 lipaze) ir 65 °C temperatiiroje (p-
verté 0,001 su GD-95-10 ir GD-95-20 lipazémis).

Gauti rezultatai leidzia daryti iSvada, kad uz GD-95-10 funkcionalumag
ir kartu GD-95-20 slopinimg yra atsakinga ne viena konkreti aminortigstis, o
tai yra pasekmeé visos tretinés struktiiros poky¢iy, kuriuos nulemia visos trys

(Asp371, Phe375 ir Tyr376) aminortigstys kartu.
3.1.6 Asp371, Phe375 ir Tyr376 jtaka GD-95-10 lipazeés struktiirai

Norint nustatyti, kokig jtaka tretinei lipaziy struktiirai gali daryti C-
galiniy aminoriig§¢iy mutacijos, buvo jvertinti kataliziniy aminorugsciy
(Ser113, Asp317 ir His358), taip pat aminortigsciy, kurios svarbios prijungiant
substratg ar uztikrinant kataliziniy aminortig§ciy veikla, formuojamy kontakty
pokyc¢iai GD-95-10, GD-95-20 lipazése bei SeSiuose GD-95-10 lipazeés
mutantuose. Rezultatai parod¢, kad net vienos aminoriigSties pokyciai gali
daryti jtakg visai Geobacillus genties bakterijy iSskiriamy lipaziy tretinei
struktirai ir tuo paciu lemti jos aktyvuma ir funkcionalumg. Kaip jau buvo
minéta anksCiau, analizé in silico parodé, kad daugiausia kontakty su
svarbiomis lipaziy funkcionalumui aminortig§timis formuoja Tyr376. GD-95-
10 lipazéje Si aminortgstis palaiko tiesioginius kontaktus su Leul2 (jeina |
,,oksianijono kisen¢*“ (Chakravorty ir kt., 2011)); Hisl112 (aminortgstis,
jeinanti ] konservatyvaus AHSQG pentapeptido sudétj, padeda koordinuoti
katalizinj sering vykstant substraty hidrolizei (Carrasco-Lopez ir kt., 2009)); ir
[1e362 (dalyvauja prijungiant substratg (Carrasco-Lopez ir kt., 2009)). Po
Tyr376 mutacijos | Ala visi Sie rySiai yra prarandami. Tai gali paaiSkinti

aktyvumo skirtumus tarp R1 ir R3 mutanty, kadangi R1 lipaz¢je tritkksta rysiy
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tarp aminoriigsciy, kurios jeina i ,,oksianijoninés kiSenés* sudétj ir dalyvauja
prijungiant substratg. Kaip jau buvo aptarta literatiirinéje dalyje, ,,0ksianijoniné
kiSené* yra svarbi stabilizuojant tetraedrinj tarpinj junginj hidrolizés metu
(Carrasco-Lopez ir kt., 2009). R2 mutanto atveju nustatyta tokia pati situacija.
R1 ir R2 mutantuose taip pat triiksta kontakty su Arg34, kuris sudaro sgveika

su Leu33, o Sis savo ruoztu dalyvauja formuojant substratg prijungiantj kanalg.

Formuojamy kontakty analizé taip pat gali paaiskinti mazg R2 mutanto
stabilumg. Siame mutante triiksta kontakty tarp Ala240, kuri dalyvauja
uztikrinant tinkamg kataliziniy aminoriigsciy veiklg, ir Arg62, kuri svarbi

palaikant stabiluma, vykstant ,,stogelio* atsidarymui.

Aptarti tretinés struktiiros persitvarkymai ir pokyciai daro jtaka
substrato prijungimui ir lipaziy aktyvumui bei stabilumui. Taigi C-galiniame
regione iSsidésCiusios aminoriigS§tys yra svarbios uztikrinant efektyvig
Geobacillus lipaziy veikla. Norint patvirtinti iSkeltas hipotezes apie C-galiniy
aminortgsciy reikSme katalizés procese, taip pat buvo jvertinti atstumai tarp
kataliziniy aminortigs¢iy (3.7 pav.). Analizé atlikta naudojant kiekvienam

baltymui sumodeliuotg tretinés struktiiros model;.
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Asp 317

Ser 113

g)

3.7 pav. Kataliziniy Geobacillus genties bakterijy lipaziy aminorigsc¢iy (Ser113, Asp317 ir His358)
i8sidéstymas GD-95-10 lipazéje (a), jos mutantuose R1 (c), R2 (d), R3 (e), R4 (f), R5 (g) ir R6 (h) bei
GD-95-20 lipazéje (b). lliustracija parengta naudojant RasMol programa.

Gauti rezultatai parodé, kad Asp371Ala, Phe375Ala ir Tyr376Ala
mutacijos keicia atstumus tarp katalizinio Ser113, Asp317 ir His 358. Atstumai
tarp Siy aminortgs¢iy yra be galo svarbiis uztikrinant Geobacillus lipaziy
katalizinj efektyvuma (Abdul Rahman ir kt., 2012). N. Goodarzi su kolegomis
(2014) parodé, kad atstumas tarp kataliziniy Asp317-His358 ir His358-Ser113
yra 5,31 A ir 1,85 A, atitinkamai. Kiti autoriai teigia, kad aktyvioje biisenoje

Ser113 iSorinés grandinés Oy atomas yra 2,96 A nutoles nuo katalizinio His358
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Ne2 atomo, o atstumas tarp His358 ir Asp317 yra 2,68 ir 2,81 A uzdaroje ir
atviroje konformacijose, atitinkamai (Carrasco-Lopez ir kt., 2009). GD-95-10
lipazéje atstumas tarp kataliziniy aminortigs¢iy Asp317-His358 ir His358-
Ser113 yra 5,72 ir 2,69 A, atitinkamai (3.7a pav.). Sios vertés yra artimos

literatiros duomenims.

R1-R6 mutanty analizé parodé¢, kad visuose mutantuose atstumas tarp
kataliziniy Serl13 ir His358 aminoriigsiy yra padidéjes beveik du kartus
(3.7¢-3.7h pav.). Didziausi skirtumai nustatyti R2 ir R4 mutantuose, kurie turi
Phe375Ala mutacijg. Atstumas Siuose mutantuose tarp Serl13 ir His358 yra
5,31 ir 5,11 A (3.7d ir 3.7f pav.). Sie rezultatai koreliuoja su eksperimentiniais
duomenimis, kurie teigia, kad R4 lipazés lipolizinis aktyvumas reikSmingai
mazeja, aplinkos temperatiirg pakeélus iki 60 °C. Taip pat Sis mutantas
pasizyméjo didziausia Ky verte. Atstumy analizé in silico patvirtina iSkeltg
hipotezg, kad Phe375 yra svarbus uztikrinant lipazés aktyvuma aukStose
temperatiirose. M. Z. Abdul Rahman su kolegomis (2012) parodé, kad
katalizés proceso efektyvumas stipriai priklauso nuo atstumo tarp Serl13 ir
His358 ir Sis atstumas kinta keliant temperatiira. Esant 80 °C temperatiirai
atstumas tarp §iy aminoriigi¢iy yra 5,75 A (lyginant su 2,62 A, kurie buvo
nustatyti aplinkos temperattrai esant 70 °C (optimali veiklos temperatiira T1
lipazei)) (Abdul Rahman ir kt., 2012). Panasi atstumy tarp Kkataliziniy
aminoriigsciy pokyc€iy tendencija nustatyta ir Siame darbe po Asp371, Phe375
ir Tyr376 mutacijy ] alaning. Tik Siuo atveju pokycius lemiantis veiksnys yra

ne temperatiira, bet jvestos mutacijos.

Apibendrinant gautus aktyvumo, kinetiniy savybiy, temperatiirinio
aktyvumo ir stabilumo bei analizés in silico rezultatus galima teigti, kad C-
galiniame regione i$sidésciusios aminoragstys (Asp371, Phe375 ir Tyr376) yra
svarbios Geobacillus genties bakterijy iSskiriamy lipaziy veiklai. Net vienos
aminortgsties pokytis gali lemti atstumo tarp kataliziniy aminorigsciy
pokyCius bei pakitimus tarp kaimyniniy aminorigsciy, kurios dalyvauja

prijungiant substrata ir (ar) stabilizuojant tarpinj junginj vykstant substrato
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hidrolizei bei uztikrinant efektyvig kataliziniy aminoriigs¢iy veikla. Taigi net
minimaliis pokyciai gali turéti reikSmingos jtakos tiriamy fermenty
funkcionalumui. Gauti rezultatai parodé, kad didziausig vaidmenj uztikrinant
GD-95-10 lipazés aktyvumg ir stabilumg atlicka Asp371 ir Tyr376, taciau

Phe375 yra svarbi palaikant fermento gebéjima veikti aukstose temperatiirose.

Siame skyriuje aptarti rezultatai praplecia zinias apie Geobacillus
genties bakterijy iSskiriamy lipaziy struktiirg ir atitinkamy aminortugsciy
svarbg, uztikrinant $iy fermenty funkcionalumg. Informacija apie atitinkamo
domeno ar kiekvienos individualios aminortigsties svarbg lemiant tikslinio
fermento veikla gali padéti modeliuoti idealiomis savybémis (didesnis
lipolizinis aktyvumas, temperatiirinis stabilumas, iSeiga, galimybé keisti

substratin] savitumg) pasizymincius biokatalizatorius.

3.2 GDEst-lip, GDEst-est ir GDLip-lip naujy biokatalizatoriy

kiirimas

Dar viena Siame darbe naudota baltymy inZinerijos strategija —
chimeriniy suliety baltymy kiirimas. Sio etapo tikslas — sukurti
biokatalizatorius, kurie pasiZyméty naujomis, geresnémis savybémis, lyginant
su pradiniais fermentais. Norint jgyvendinti §j tiksla buvo nuspresta sujungti
dviejy, skirtingais aktyvumais pasizyminciy baltymy domenus. Baltymy
jungimui pasirinktas variantas, kai du genai gali bati sujungti per atitinkama
restrikcijos endonukleaziy kirpimo vieta. Siame darbe pasirinkta Sacl
restrikcijos endonukleazé, kadangi ji nekerpa geny seky, kurios koduoja
tirlamus fermentus. Sacl kirpimo vietoje aminoriigs§iy sekoje susidaro dvi
papildomos aminortigStys Glu-Lys, kurios atliecka jungtuko vaidmen;.
Konstravimui buvo pasirinktos Geobacillus sp. 95 kamieno isskiriama GD-95
lipazé, kuri buvo ankstesniame skyriuje aptarty GD-95-10 ir GD-95-20

varianty pradininké, bei to paties kamieno sintetinama GDESst-95 esterazé.
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3.2.1 GDESst-95 esterazés klonavimas ir gryninimas

Norint sukurti chimerinj baltyma, sudaryty i$ keliy skirtingy baltymy
domeny, pirmiausia buvo atlikta esteraziy geny paieska. Esterazés pasirinktos
dél jy gebéjimo hidrolizuoti trumpos grandinés substratus. Kadangi lipaziy
substratai — daugiau nei desimt anglies atomy rigsciy grandinéje turintys
junginiai, sujungus tokius du fermentus, galima biity gauti naujus fermentus,
kurie pasiZzyméty gebéjimu hidrolizuoti tiek trumpus, tiek ilgus substratus.
Naudojant Geobacillus genties bakterijy sintetinamy esteraziy paieskai skirtus
pradmenis GSLE-F-41 ir GSLE-R+64, Geobacillus sp. 95 kamiene pavyko
pagausinti vieng 1,5 kb dydZio produkta. Atlikus jo sekoskaitg ir palyginamaja
analize¢ duomeny bazése paaiSkéjo, kad genas koduoja 498 aminorugsciy
baltymg — karboksilesteraze, kurios molekuliné masé yra 55 kDa. Atliekant
sekos palyginimg NCBI svetainéje buvo nustatytas 94-98 % panasumas ] kitas
Geobacillus  genties  bakterijy  karboksilesterazes:  Geobacillus  sp.
karboksilesterazg (WP_033015113 — 97 % panaSumas; WP 014196713 — 95
%; WP_033026229 — 94 %), G. stearothermophilus karboksilesteraze
(WP_033008934 — 98 %; WP_04962599 - 97 9%; EstS5 esteraze
(pdbl20GSIA, (Liu ir kt, 2007)) — 97 %), Geobacillus sp. LC300
karboksilesteraze (WP_050367782 — 97 %), Geobacillus sp. 12AMOR1
(WP_047818974 — 97 %) ir kt. Nepaisant seky gausos, iS$samiy tyrimy,
kuriuose buty analizuotos biitent 55 kDa esteraziy, iSskirty i§ Geobacillus
genties bakterijy, struktira ir savybés, yra vos keli. 2004 m. H. E. Ewis su
bendraautoriais aprasé dvi i§ G. stearothermophilus isskirtas esterazes — Est30
ir Est55 (molekuliné masé — 30 ir 55 kDa, atitinkamai). Kitas darbas — P. Liu ir
bendraautoriy (2007) darbas, kuriame pagrindinis démesys skiriamas esteraziy
struktiirai. Jo déka galima identifikuoti katalizines Geobacillus esteraziy, kuriy
dydis 55 kDa, aminoriigstis bei keliy aminortig§¢iy, dalyvaujanciy prijungiant
substratg, padétis. 2010 m. N. A. Soliman ir A. A. Gaballa apras¢ G.
thermoleovorans YN kamieno EstB esterazg, kurios dydis 54,7 kDa, ir ji turi

tipinj lipazéms / esterazéms budingg motyva GXSXG. Lyginamoji GDEst-95
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esterazes ir GD-95 lipazés §iai dienai zinomy svarbiy struktiiry analizé pateikta
3.3 lenteléje. GDESst-95 esterazés geno ir aminortigsciy seka pateikta Geny

bankui (suteiktas numeris KX013768).

3.3 lentelé. GD-95 lipazés ir GDEst-95 esterazés palyginamoji analizé in silico, nurodant svarbiy Siy
fermenty funkcionalumui domeny ir aminoriigs¢iy padétis. PadéCiy palyginimas atliktas remiantis
Sinchaikul ir kt., 2001; Tyndall ir kt., 2002; Leow ir kt., 2004, 2007; Ewis ir kt., 2004; Liu ir kt., 2007;
Carrasco-Lopez ir kt., 2009; Wu ir kt., 2010; Jiang ir kt., 2010; Chakravorty ir kt., 2011; Shih ir Pan
2011; Ebrahimpour ir kt., 2011; Wahab ir kt., 2012; Salleh ir kt., 2012; Wahab ir kt., 2015 ir GD-95

bei GDEst-95 nukleotidy ir aminoriigs¢iy sekomis.

_ FERMENTAS
STRUKTURA
GD-95 lipazé GDEst-95 esterazé
Susilanksto j 3 domenus:
3D struktiira o/p domenas katalizinis, o/ domenas ir
reguliacinis domenas.
1251 bp.; koduojamos 416 a.r. (28 a.r.
ASR dydis ir jo signalinis peptidas ir 388 a.r. subrendgs 1497 bp.; koduojamos 498
koduojamo baltymo baltymas); molekuliné masé — 3 kDa a.r.; molekuliné masé: 55
molekuliné masé signalinis peptidas ir 43,18 kDa subrendgs kDa
baltymas.
Katalizinés triados
aminortgsCiy padetys Ser113-Asp317-His358 Ser194-Glu310-His409
(subrendusiame
baltyme)
28 a.r.
Signalinis peptidas MKCCRVMFVLLGLWFVF Nenustatytas
GLSVPGGRAEA
Konservatyvus peptidas AHSQG,
kuriame i$sidéstes katalizinis Ser113.
»Stogelio“ domenas; ,,oksianijoniné Konservatvvus peptidas
kiSené“; P-Kilpos seka: kaip aptarta yvus pep
. . Gly-X-Ser-X-Gly su
literatiiroje : % .
. . ) lokalizuotu kataliziniu Ser:
Svarbu termostabilumui: Tyr224; GESAG
Kiti baltymo veiklai Aspl89 '
svarbils domenai ir Daro jtaka substratiniam savitumui: e .
. . Substrato prijungima
aminoriugsciy padétys GInl14 Kkoordi A
(padétys pateikiamos Svarbu fermento stabilumui: Arg157 oorcinuojancios

aminoragstys: Phell12,
Trpl19, Leu225, Leu226,
Met274, Leu313, Phe314,
Leu316, Val370, Phe371,
Leudll.

subrendusiame baltyme) | Substrato prijungima koordinuojandios
aminoragstys: Phel6, Tyr29, Leu56,
Pro164, Leul70, Vall71, Met173, Val174,
Phel81, Leul83, Vall187, Leul88,
Leu208, Val233, Ala240 Leu244, Phe290
Val294, 11e319, Val320, Leu359, 1le362
Val364.

Nors abu fermentai priklauso hidrolaziy klasei, savo struktiira ir
aminortgstimis jie skiriasi (3.3 lentelé). Kol kas truksta informacijos apie
Geobacillus  esteraziy savybes ir potencialy pritaikymg baltosios

biotechnologijos srityse. Taigi GDESst-95 esterazg galima vadinti pirmaja taip
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placiai iSnagrinéta 55 kDa dydzio Geobacillus genties bakterijy esteraze, kuri

panaudota ir baltymy inZinerijos eksperimentuose.

Atlikus GDEst-95 esterazés analiz¢ in silico buvo sukurti pradmenys
GESTp-23R ir GESTp-31F su jterptais Ndel ir Sall restrikcijos endonukleaziy
taikiniais, leidZianciais tiriamg esteraze klonuoti j raiSkos vektoriy. Taip
esterazés genas buvo pagausintas PGR budu, klonuotas 1 klonavimo
(pTZ57R/T) ir raiskos (pPET-21c(+)) vektorius, rekombinantinés esterazés
sintezé vykdyta E. coli BL21 (DE3) lastelése (3.8a pav.), o fermentas
iSgrynintas taikant imobilizuoty Ni?* jony giminingumo chromatografija (3.8b
pav.) nedenatiiruojanciomis sglygomis i$ tirpiy baltymy frakcijos naudojant
Tris-HCI buferinj tirpala (50 mM pH 8 / 20 °C) su 10 mM imidazolo. GD-95
lipazé iSgryninama naudojant ta pati buferinj tirpala, ta¢iau su 250 mM

imidazolo.

1val. 2val. 3val.
M T = Fe 7= M A T N NB GDEst:35 esterazé M GDEst95 GD95 GDEst95 GO-45

-
50 kDa
40kda

50 kDa
40 kDa

a) b) S c)-

3.8 pav. GDEst-95 esterazés sintezés (a) ir gryninimo (b—c) analizé. GDEst-95 sintezés E.coli BL21
(DE3) lastelése, turin¢iose pET-21¢(+) plazmide su jterptu gdest-95 genu analizé (a): M — baltymy
molekulinés masés standartai PageRuler Unstained Protein Ladder; + — lastelés paveiktoms 1mM
IPTG; - — nepaveiktos 1mM IPTG. Kvadratai zymi tikslinj baltymg. GDESt-95 esterazés gryninimo
analizé (b): A — E. coli BL21 (DE3) transformanty, po indukcijos sintetinan¢iy rekombinanting GDESt-
95 esteraze, lastelés, ardytos ultragarsu; T — tirpiy baltymy frakcija; N — netirpiy baltymy frakcija; NB
— neprikibusiy baltymy frakcija; GDESt-95 esterazé - GDESt-95 esterazé iSsgryninta naudojant Tris-
HCI buferinj tirpalg (50 mM pH 8 / 20 °C) su 10 mM imidazolo. GD-95 lipazés ir GDESst-95 esterazés
i§sidéstymas NDS-PAGE (kair¢je) ir zimogramoje (deSinéje) (c). Kartu pateikiama ir GD-95 lipazg,
kadangi kuriant sulietus baltymus bus svarbiis abu Sie fermentai. Zimografija atlikta tributiring

naudojant kaip substratg.

Zimografijos rezultatai (3.8c pav.) patvirtino, kad po gryninimo gautas

baltymas yra tiksliné Geobacillus sp. 95 kamieno esterazé.
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3.2.2 GDEst-95 esterazés fizikinés bei cheminés savybés

ISgryninus GDESt-95 esteraze, buvo jvertintos pagrindinés fizikinés ir
cheminés savybeés, tokios kaip temperatiiros jtaka fermento aktyvumui ir
stabilumui (3.9a ir 3.9c pav.), pH jtaka fermento aktyvumui (3.9b pav.),
substratinis fermento savitumas (3.4 lentelé), detergenty bei organiniy tirpikliy
(3.5 lentelé) jtaka fermento funkcionalumui. Kartu pateikiama ir GD-95 lipazé,
siekiant palyginti $iy fermenty savybes ir i§ryskinti jy skirtumus. Taip pat buvo
jvertintas GDESt-95 esterazés lipolizinis aktyvumas, iSeiga bei pagrindinés
katalizinés konstantos, kurios pateikiamos 3.6 lenteléje ir bus iSsamiau aptartos

nagrinéjant sulietus baltymus.

Tirty savybiy analizé (3.9 pav.) parod¢, kad GDEst-95 esterazé
pasizymi geresniu gebéjimu veikti aukStesnése temperatiirose nei GD-95
lipazé. GDESst-95 70-75 °C temperaturoje islaiko 80 % ir didesnj santykinj
aktyvuma, kai tuo tarpu GD-95 lipazés aktyvumas Siose temperatiirose stipriai
krenta (maziau nei 20 % lipolizinio aktyvumo) (3.9a pav.). Rezultatai

patikimai skiriasi su p-verte 0,002.
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3.9 pav. Temperaturos jtakos GDESst-95 esterazés ir GD-95 lipazés aktyvumui (a) ir stabilumui (c) bei
pH jtakos (b) tiriamy fermenty veiklai jvertinimas. GD-95 lipazé — tiesi linija su uzpildytu apskritimu
(a—c); GDEst-95 — taskiné linija su uzpildytu kvadratu (a—c).

GDEst-95 esterazé taip pat geriau veikia esant 60 °C temperatiirai, kuri
yra optimali jos veiklai bei islaiko savo lipolizinj aktyvuma iki 85 °C. Tuo
tarpu GD-95 lipazé jau esant 80 °C visiSkai praranda savo aktyvuma (3.9a
pav.). GDEst-95 esterazé pasizymi ir didesniu stabilumu aukstose
temperatiirose lyginant su GD-95 lipaze (3.9¢ pav.). Po inkubacijos 50-70 °C
temperattirose GDESt-95 iSlaiko didesnj nei 80 % aktyvuma, kai GD-95 lipazés
§i verté krenta iki 70 % (50 °C) ir 20 % (70 °C), atitinkamai. Rezultatai
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reikSmingai skiriasi 65 °C (p-verté 0,006) ir 70 °C (p-verté 0,009)

temperaturose.

Aptariant pH veiklos spektrg (3.9b pav.), reikty paminéti, kad GDESst-
95 esterazé 100 % lipoliziniu aktyvumu pasizymi, kai pH 9-10, taciau ji iSlaiko
aktyvuma siauresnése pH ribose lyginant su GD-95 lipaze. GDEst-95 didesnj
nei 50 % aktyvuma islaiko esant pH reikSméms tarp 8 ir 10. GD-95 lipazé
didesniu nei 50 % lipoliziniu aktyvumu pasizymi, kai aplinkos pH yra 7-11.
ReikSmingi skirtumai tarp Siy fermenty nustatyti pH vertéms 7 (p-verté 0,02),
10 (0,001) ir 11 (0,01).

Remiantis literatiros duomenimis, G. thermodenitrificans esterazés
EstGtA2 optimalus veiklai pH buvo 8, o temperatira — 50 °C (Charbonneau ir
kt., 2010), G. kaustophilus HTA426 esterazés — 8 ir 60 °C (Montoro-Garcia ir
kt., 2009), Geobacillus sp. esteraziy Estl, Est2, Est3 — 9,5-10 ir 65 °C
(Tekedar ir Sanli-Mohamed, 2011) ir G. stearothermophilus Est55 esterazés —
pH 8-9 ir 60 °C (Ewis ir kt., 2004), taciau tik pastarosios esterazés molekulinis
dydis yra 55 kDa, kaip ir Siame darbe tiriamo GDEst-95 fermento. G.
thermoleovorans YN kamieno EstB esterazés, kurios dydis taip pat 55 kDa,
optimali veiklai temperatiira nustatyta 65 °C, o pH 8-9 (Soliman ir Gaballa,
2010).

Yra zinoma, kad esterazés geriau hidrolizuoja trumpos grandinés
substratus (Eggert ir kt., 2000). Analizé parodé, kad GDEst-95 esterazé geriau
hidrolizuoja C2—C8 atomus riigs¢iy grandinéje turinCius substratus nei C10—
C18, pirmenybe teikdama p-NP butiratui (C4) ir p-NP heksanoatui (C6).
Hidrolizuojant C12—-C16 substratus fermento santykinis lipolizinis aktyvumas
krenta iki 20 % ir maziau, tuo tarpu GD-95 lipazé islaiko apie 40 % savo

aktyvumo hidrolizuodama siuos substratus (3.4 lentelé).

Est55 esterazé 100 % savituoju aktyvumu pasizyméjo hidrolizuodama
p-NP butiratg, o gebéjimas hidrolizuoti C16-C18 ilgio junginius nebuvo
nustatytas (Ewis ir kt., 2004). GDEst-95 esterazé geriau hidrolizuoja p-NP
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acetatg, p-NP oktanoatg ir p-NP dekanoatg nei apraSytoji esterazé. GDESt-95
esterazés gebéjimas hidrolizuoti Siuos substratus lygus 83 %, 82 % ir 27 %,
atitinkamai, tuo tarpu Est55 8is aktyvumas — 30 %, 13 % ir 1,6 % (Ewis ir kt.,
2004).

Kitas GDEst-95 privalumas — biti aktyvinamai izopropanoliu, n-
butanoliu bei jvairiais detergentais (Tween 20, 40, 60 ir 80) (3.6 lentelé).
Pastarieji junginiai GD-95 lipaze visiskai slopina. Didziausiu aktyvinamu
poveikiu GDEst-95 esterazés veiklai pasizyméjo izopropanolis (129 %) ir
Tween 60 (136 %).

Organiniy tirpikliy ir detergenty jtakos lipaziy ir esteraziy veiklai
jvertinimas svarbus, norint Siuos fermentus taikyti kosmetikos ar biokuro
gamybos srityse, kuriose esteriy sintezés reakcijos vyksta aplinkoje esant
metanolio, izopropanolio ar jvairiy detergenty (Bajaj ir kt., 2010; Syaima ir kt.,
2015). Lipaziy ir esteraziy jautrumas organiniams tirpikliams priklauso nuo
tirpikliy poliskumo, kadangi poliniai tirpikliai labiau destabilizuoja fermentus
nei nepoliniai (Sangeetha ir kt., 2011). Tuo tarpu pavirSiaus aktyviosios
medziagos (Tween, Triton X-100) naudojamos reakcijy metu padidina vandens
— lipidy saveikos pavirSiaus plota, pagerina substraty tirpuma, gali padéti
stabilizuoti atvirg fermento konformacija, neleidZzia jam agreguoti taip
pagerinant lipaziy ir (ar) esteraziy aktyvumg ir katalizines savybes (Guncheva

ir Zhiryakova, 2011).

Remiantis literatiros duomenimis, ty paciy organiniy tirpikliy,
slopikliy ar detergenty poveikis net ir dideliu struktiiriniu ir aminortigsciy
panaSumu pasizymintiems fermentams gali skirtis. To pavyzdys galéty buti
izopropanolis. Izopropanolis neturé¢jo poveikio ar nezymiai slopino G.
stearothermophilus JC (Jiang ir kt., 2010) ir G. thermoleovorans YN lipazes
(Soliman ir kt., 2007), taciau stipriai slopino Geobacillus sp. ARM lipazés
veikla (Ebrahimpour ir kt., 2011). Varijuojantys rezultatai gaunami ir paveikus

siuos fermentus etanoliu (Jiang ir kt., 2010; Soliman ir kt., 2007; Ebrahimpour
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ir kt., 2011). Tai rodo, kad net vienos aminortigsties pokytis, Saltinis, i$ kurio
buvo iSskirtas tikslinio fermento producentas, ar individualios fermento
ypatybés, gali lemti visiSkai Kitokias tiriamo baltymo fizikines ir chemines

savybes.

3.2.3 GDEst-lip bei GDLip-lip ir GDEst-est suliety fermenty

kirimas, klonavimas ir gryninimas

Literatiros duomeny apie skirtingomis struktiiromis ir funkcijomis
pasizymin¢iy fermenty sujungimag néra daug. Tokiy baltymy kiirimo vir§iin¢je
jau daugel] mety sékmingai karaliauja baltymy inZinerija, paremta
imunoglobuliny Fc domenu. Dar 1989 m. apraSyta pirma sulieta struktiira —
CDA4-Fc sulietas antagonistas, kuris slopina ZIV patekima j T lasteles. Su Fc
domenu suliety baltymy kirimas remiasi imunoglobuliny Fc domeno
tiesioginiu sujungimu su kitu peptidu (Czajkowsky ir kt., 2012). Taip pat
literatiirinéje dalyje buvo aptarti pavyzdziai, susij¢ su bifunkciniy fermenty
ktirimu. Bifunkciniai baltymai gali buti laikomi atskira nauja biotechnologijy
Saka. Baltymy suliejimas su Kkito baltymo domenu dazniau remiasi siekiu
palengvinti tikslinio baltymo gryninimg ar padidinti jo sintez¢ (pvz., C.
antarctica lipazés B tirpumo ir sekrecijos padidinimas E. coli Igstelése suliejus
Sig lipaze su Skp Saperonu (Hong ir kt., 2012)), 0 ne tikimybe, kad du skirtingi
fermentai pilnavertiSkai vykdys savo funkcijas. Taigi Siame darbe apraSomi
sulieti baltymai, sudaryti i§ Geobacillus genties bakterijy sintetinamy lipaziy ir
esteraziy domeny, yra vieni pirmyjy baltymy inzinerijos pagalba gauti nauji
biokatalizatoriai, kuriuos biity galima taikyti jvairiose pramonés srityse
(riebaly hidrolize atlieky tvarkymo ar odos perdirbimo procesuose; esteriy
sintez¢ kosmetikos priemoniy ar biokuro gamyboje) vietoje daug ekologiniy

problemy sukelian¢iy cheminiy junginiy.

Ivertinus GD-95 ir GDEst-95 savybes, buvo nuspresta sujungti biitent
siy fermenty domenus, taip patobulinant GD-95 lipaz¢ ir paverdiant ja

stabilesne ir aktyvesne aukStose temperatirose bei atsparesne detergenty
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poveikiui. GDEst-95 pagerinimas — hidrolizuojami daugiau nei 12 anglies
atomy rugsties grandingje turintys substratai, taip pat siekis — gauti fermenta,
kuris pasizyméty didesniu lipoliziniu ir (ar) esteraziniu aktyvumu, lyginant su
GD-95 lipaze ir GDEst-95 esteraze. Naujam, i§ Geobacillus sp. 95 kamieno
esterazés ir lipazés baltymy domeny sudarytam fermentui, suteiktas GDESst-lip
vardas. Taip pat siekiant jvertinti, kokig jtaka papildomas domenas turés
atitinkamy tiriamy fermenty veiklai, buvo sukurti GDEst-est ir GDLip-lip
sulieti baltymy variantai. GDEst-lip klonavimo, sintezés didinimo ir gryninimo

rezultatai pateikti 3.10 pav.

gdestip M1

1val. 2val. 3val.4val M2 GDEst-lip
M20val ¢ = 4 = = 4 +#
R8s

—

—_—

a1
—

c)

a) b)

3.10 pav. GDEst-lip fermento klonavimo (a), sintezés (b) ir gryninimo (c) analizé. Po PGR gautas ir
klonavimui ] pTZ57R/T vektoriy naudotas gdest-lip geno produktas (a): M1 — DNR fragmenty ilgio
zymuo MassRuler DNA ladder mix. Apskritimas Zymi tikslinj PGR produkta. Baltymy sintezés analizé
E.coli BL21 (DE3) lastelése, turin¢iose pET-21c(+) plazmide su jterptu geny liejiniu gdest-lip (b): M2
— baltymy molekulinés masés standartai PageRuler Unstained Protein Ladder; + — Igstelés paveiktos
ImM IPTG; - — lastelés nepaveiktos 1ImM IPTG; 0 val. — lasteliy méginys laiko momentu, Kai
pridedama IPTG. Kvadratai zymi tikslinj baltymg. GDESst-lip gryninimo analizé NDS-PAGE (kair¢je)
ir zimogramoje (desinéje) (c). Zimografija atlikta substratu naudojant tributiring. Fermentas i§grynintas
naudojant Tris-HCI buferin; tirpalg (50 mM, pH 8 / 20 °C) su 10 mM imidazolo.

Pagausintas chimerinis gdest-lip genas (3.10a pav.) buvo sékmingai
klonuotas j raiskos vektoriy, o jo koduojamo baltymo sintezé vykdyta E. coli
BL21 (DE3) lastelése (3.10b pav.). Kaip rodo NDS-PAGE analizé, didZziausias
GDEst-lip kiekis gaunamas 2—4 val. praéjus nuo indukcijos pradzios. Taigi
E.coli Igstelés, turincios plazmidg su jterptu chimeriniu gdest-lip genu, baltymo

gryninimui augintos 3 val. po sintezés indukcijos 1mM IPTG. Tiriant GDEst-
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est ir GDLip-lip fermentus gauti identiski rezultatai, todél sintezés indukcijos

rezultatai néra pateikti.

GDEst-lip baltymg sékmingai pavyko iSgryninti naudojant Tris-HCI
buferj (50 mM, pH 8 / 20 °C) su 10 mM imidazolo (3.10c pav.). Sie rezultatai
sutampa su rezultatais, gautais GDESst-95 esterazés atveju (3.8b ir 3.8c pav.).
Taigi, GDEst-lip chimerinis baltymas kaip ir GDESst-95 esterazé yra
pranaSesnis prie§ monomering GD-95 lipaze, kadangi Sio fermento gryninimui
reikia maziau finansiniy sagnaudy, 0 tai svarbu norint taikyti tiriamus fermentus

pramoniniuose procesuose.

Tie patys darby etapai (klonavimas, baltymy sintezé ir gryninimas
taikant imobilizuoty Ni?* jony giminingumo chromatografija) vykdyti ir tiriant
GDLip-lip bei GDEst-est baltymus. Siy fermenty gryninimo analizé NDS-
PAGE pateikta 3.11 pav.

GDLip-lip gryninimas GDLip-lip gryninimas GDEst-est gryninimas
denatiruojanciomis salygomis nedenatdruojantiomis salygomis nedenatiruojantiomis sglygomis
st. Last. - - H™ 7
M1 NT GDLipdip ~ M2A T NWlbp M2 A T Gt
B 1i6kDa 116 kDa =
= 66 kDa «
00 kDa - |
185 kDg — 66 kDa
45 kDa 45 kDa =
e A
—

3.11 pav. GDEst-est ir GDLip-lip gryninimo analizé¢ NDS-PAGE (12 %). GDLip-lip gryninimo
denatiiruojanciomis salygomis analizé (a): M1 — baltymy molekulinés masés standartai PageRuler
Unstained Protein Ladder; NT — netirpiy baltymy frakcija; last + IPTG/ last.-IPTG — lastelés paveiktos
/ nepaveiktos 1mM IPTG. GDLip-lip gryninimo nedenatiiruojan¢iomis sglygomis analizé (b): M2 —
baltymy molekulinés masés Zymuo Pierce Unstained Protein MW Marker; A — E. coli BL21 (DE3)
transformanty, po indukcijos sintetinan¢iy rekombinantine GDLip-lip lipaze, lastelés, ardytos
ultragarsu; T — tirpiy baltymy frakcija; NB — neprikibusiy baltymy frakcija; GDLip-lip — i$gryninta
GDLip-lip lipazé. GDEst-est esterazés gryninimo nedenatiiruojan¢iomis sglygomis analizé (c): A — E.
coli BL21 (DE3) transformanty, sintetinanéiy rekombinanting GDEst-est esteraze, lastelés, ardytos
ultragarsu; T — tirpiy baltymy frakcija; GDEst-est — iSgryninta GDEst-est esterazé. GDLip-lip
iSgryninta naudojant Tris-HCI buferin; tirpala (50 mM, pH 8 / 20 °C) su 250 mM imidazolo, GDEst-est

esterazé — 10 mM imidazolo.
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Remiantis NDS-PAGE (3.11a pav.) galima teigti, kad GDLip-lip
baltyminis variantas formuoja jterptinius kiinelius ir nemaza dalis naujo
sukurto baltymo lieka netirpioje frakcijoje. Vis délto tolimesniam fizikiniy ir
cheminiy savybiy bei kataliziniy parametry nustatymui GDLip-lip lipazé buvo
gryninta nedenatiiruojanciomis sglygomis (tirpi frakcija), siekiant sukelti
fermentui kuo maZesn; papildomg poveik] kitomis medziagomis, pvz.,
karbamidu, kuris naudojamas atliekant baltymy gryninimg denattiruojan¢iomis
salygomis. Taip pat taikant tok] gryninimo bida, prieSingai nei vykdant
tikslinio baltymo gryninimg denatiiruojan¢iomis sglygomis, GDLip-lip
fermentas gaunamas be papildomy priemaisy (3.11b pav.). GDEst-est esterazés
gryninimo nedenatiiruojanciomis salygomis rezultatai pateikti 3.11c pav.
GDEst-est baltymo atveju vélgi didesni baltymo kiekiai gaunami naudojant 50
mM Tris-HCI buferinj tirpala su 10 mM imidazolo. GDlip-lip sulietas
fermentas iSgryninamas naudojant ta patj buferinj tirpala, bet su 250 mM

imidazolo.

3.2.4 Suliety GDEst-est ir GDLip-lip lipoliziniu aktyvumu

pasiZyminciuy fermenty fizikinés bei cheminés savybés

GDEst-est ir GDLip-lip sulietiems fermentams buvo jvertinta optimali
veiklai temperatiira (3.12a pav.), temperatiiros jtaka baltymo stabilumui (3.12c

pav.) bei nustatytas optimalus veiklai pH (3.12b pav.).
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3.12 pav. Temperatiuros jtakos GDEst-95, GDEst-est, GD-95, GDLip-lip bei GDEst-lip suliety
fermenty aktyvumui (a) ir stabilumui (b) bei pH jtakos tiriamy fermenty veiklai (c) jvertinimas.
GDEst-95 — taskiné linija su uzpildytu kvadratu; GDEst-est — taskiné linija su uzpildytu rombu; GD-95
lipazé — tiesi linija su uZpildytu apskritimu; GDLip-lip — tiesi linija su uzpildytu trikampiu; GDEst-lip

— punktyriné linija su uzpildytu trikampiu.
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Gauti rezultatai parodé, kad GDLip-lip sulietas baltymas issiskyré savo
optimalia veiklos temperattra, kuri yra 65 °C. Papildomo esterazés domeno
prid¢jimas (GDEst-est esteraze) taip pat pakeité optimaliag GDESt-95 esterazés
veiklos temperatiirg i§ 60 °C j 70 °C (3.12a pav.). Taigi papildomas to paties
domeno prid¢jimas padidino abiejy fermenty optimalig temperatiirg ir pagerino
Ju potencialg buti taikomiems procesuose, kuriuose yra reikalinga auksta
temperatira. Po dviejy GD-95 domeny suliejimo pager¢jo ir GD-95 lipazés
gebéjimas veikti auksStose temperatirose (70-85 °C). Rezultatai reikSmingai
skiriasi 70 °C (p-verté 0,012) ir 85 °C (0,00001), kur monomeriné GD-95
lipazé yra visisSkai praradusi savo lipolizinj aktyvuma, o GDLip-lip sulietas
baltymas islaiko 13 % aktyvumo. Tuo tarpu GDEst-est Siame temperatiiry
intervale pasizymi panasiu veiklos profiliu | monomering GDESt-95 esteraze.
Skirtingg abiejy monomeriniy fermenty atsaka j to paties domeno prijungima
galéjo nulemti skirtingas fermenty aminortig§¢iy erdvinis iSsidéstymas ir

skirtingos aminoriig§ciy sekos.

Nagrinéjant GDEst-est ir GDLip-lip suliety baltymy temperatiirinj
stabilumg matyti, kad GDEst-est stabilumas stipriai mazéja lyginant su
monomerine GDEst-95 (3.12b pav.). Esant 70 °C GDEst-est fermentas
praranda daugiau nei 50 % savo aktyvumo (3.12b pav.). GDEst-95 esterazés
liekamasis savitasis aktyvumas po inkubacijos $ioje temperatiiroje artimas 100
% (3.12b pav.). Papildomo lipazés domeno prijungimas padidino GD-95
lipazés stabilumg mezofiliniy temperatiiry intervale, taCiau 60-75 °C

temperatiirose jis yra artimas monomerinei GD-95 lipazei (3.12b pav.).

Analizuojant gebé¢jima veikti skirtingose pH vertése reikSmingi
skirtumai nustatyti tik stipriai Sarminéje aplinkoje. GDEst-est geriau veikia, kai
aplinkos pH 11 (p-verté 0,013), o GDLip-lip, kai pH 10-11 (pH 10 atveju
reik§mingumo lygmuo — 0,001 ir 0,002, kai pH 11). Taigi GDLip-lip ir GDEst-
est fermentai yra tinkami taikyti pramonés srityse, kurios reikalauja silpnai
rigstiniy, neutraliy ar stipriai Sarminiy aplinkos salygy (pH 5,5-10). Tokios

srities pavyzdys — odos apdirbimas (mirkymo etapas), kurio metu pasalinami
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riebalinés prigimties terSalai, galintys apsunkinti kitus odos ir kailiy perdirbimo

proceso etapus (rauginimg ar dazyma) (Choudhary ir kt., 2004).

Kitos tirtos sukurty fermenty savybés — substratinis savitumas ir
organiniy tirpikliy bei detergenty poveikis (3.4 ir 3.5 lentelés).
3.4 lentelé. GD-95 lipazés ir GDESst-95 esterazés bei jy suliety varianty gebéjimo hidrolizuoti jvairius

sintetinius substratus jvertinimas. Matavimai atlikti esant pH 7, 55 °C temperatiiroje, kiekvieno

fermento aktyvuma ir savituma vertinant individualiai.

TIRIAMO FERMENTO SANTYKINIS LIPOLIZINIS

SUBSTRATAS AKTYVUMAS (%)
GD-95 GDEst-95  GDEst-lip GDLip-lip  GDEst-est
p-NP acetatas (C2) 87+1,41 831141 100 53 14,24 49 £7,07
p-NP butyratas (C4) 100 100 97 £2,24 75 £1,41 100
p-NP heksanoatas (C6) 95 +4,07 96 13,66 100 80 £12,02 52 0,71
p-NP oktanoatas (C8) 88 +4,95 82 +3,54 62 +4,24 100 52 +4,95
p-NP dekanoatas (C10) 49 +9,19 27 +2.83 31+2,12 26 +1,04 44 +3,54

p-NP dodekanoatas (C12) 80 +1,41 18 +0,71 52 +1,41 40 +4,95 34 +3,54

p-NP tetradekanoatas (C14) 437,78 7141 24 +0,71 16 +2,12 17 +1,41
Bl hek(s‘cafg)kanoatas 354283 34212 22+1.41 144212 11 42,12
p-NP Okgg‘i%')‘anoatas 26 2,12 ND 25 +1,41 7 41,41 ND

Kaip rodo gauti rezultatai, papildomo to paties domeno pridéjimas
sumazino GDESst-95 gebé¢jima hidrolizuoti trumpos grandinés substratus, taciau
10 % padidino geba hidrolizuoti C14—C16 junginius (3.4 lentelé). Tai galéjo
nulemti pakitgs baltymo susilankstymas erdveje ir aminortig§ciy, susijusiy su
substraty prijungimu, prieinamumas substratui. Prijungus lipazés domeng
(GDLip-lip) fermentas pasizymi lipoliziniu savitumu ilgesnés grandinés
substratui: geriausias hidrolizuojamas substratas — p-NP oktanoatas, taciau
santykinis lipolizinis aktyvumas hidrolizuojant ilgos grandinés substratus
(C12-C18) sumazéjo 2-3 kartus. Visus Siuos pokycius galima paaiSkinti
konformaciniais baltymo pakitimais, atsiradusiais prijungus papildomg

domena.

Kaip jau buvo minéta anks¢iau, organiniais tirpikliai ir detergentai yra

svarbiis pramonéje ir daznai naudojami reakcijy metu ar jeina j galutiniy
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produkty sudétj, todél svarbu jvertinti, kokj poveikj jie gali turéti naudojamo

biokatalizatoriaus veiklai (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. Organiniy tirpikliy (25 %) bei detergenty (0,1 %) jtakos GD-95 lipazés ir GDEst-95
esterazés bei jy suliety varianty lipoliziniam aktyvumui jvertinimas. 100 % - fermenty aktyvumas
nepaveikus organiniu tirpikliu ar detergentu. Matavimai ir palyginimas atlikti kiekvieno individualaus

fermento ribose. Reakcijos salygos: pH 9, 55 °C, substratas — p-NP dodekanoatas.

TIRIAMO FERMENTO SANTYKINIS LIPOLIZINIS

POVEIKIS AKTYVUMAS (%)
GD-95 GDEst-95 GDEst-lip  GDLip-lip  GDEst-est
ORGANINIAI TIRPIKLIAI
DMSO 60+4,4 39+2,12 92+4,24 71+1,32 31+7,78
DMF 113+6,8 81+8,49 63+1,41 8249,90 86+0,71
Etanolis 122+6,5 67+3,54 70+7,78 78 69+2,12
Metanolis 80+2,6 82+12,02 81+0,71 90+9,90 11+4,24
Acetonas 90+1,8 879,90 70 59+12,02 99+0,71
Izopropanolis 104+3,5 129+12,02 105+0,71 74+2,12 85+2,12
n-butanolis 104+4,3 114+2,12 113+4,24 111 128+2,12
DETERGENTAI
Triton X-100 ND 113+2,12 636,36 1240,71 123+2,83
Tween 20 ND 90+4,24 26+7,78 ND 11145,66
Tween 40 ND 126+7,07 46+2,12 ND 164+7,07
Tween 60 ND 136+6,36 59+1,41 ND 100
Tween 80 ND 111+5,66 38+8,49 ND 100
Karbamidas 110+3,3 89+1,41 100 741212 124+4,24

GDEst-est buidingas panaSus atsakas ] naudotus organinius tirpiklius
kaip ir GDEst-95 (isskyrus metanolj) (3.5 lentel¢). Sio organinio tirpiklio
atveju GDEst-95 esterazés aktyvumas drastiskai sumazéjo nuo 82 iki 11 %.
Rezultatai yra reikSmingi su p-verte 0,02. Taip pat GDEst-est nebeaktyvina
izopropanolis (85 % liekamojo aktyvumo), kai GDEst-95 Sis organinis tirpiklis
aktyvino 29 %.

Detergenty atveju po papildomo esterazés domeno prijungimo isliko
aktyvinimas Triton X-100, Tween 40, o Tween 60 ir Tween 80 neturéjo
reik§mingos jtakos esterazés aktyvumui. Tween 20 ir karbamidas aktyvino

GDEst-est fermentg 11 ir 24 %, atitinkamai, lyginant su GDEst-95 esteraze
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(3.5 lentelé¢). Kaip jau buvo minéta, organiniy tirpikliy atveju tie patys
junginiai gali daryti skirtingg poveikj tos pacios grupés fermentams. Ta pati
tendencija buidinga ir detergentams. Yra parodyta, kad Tween 20-80 skatina G.
zalihae T1 lipazés veiklg (Leow ir kt., 2007), taciau Tween 80 stipriai slopina
G. stearothermophilus JC lipaze¢ (Jiang ir kt., 2010). Manoma, kad aktyvinimas
yra susije su ,,stogelio* atsidarymu ar substrato emulsijos stabilizavimu (Leow
ir kt., 2007).

GDLip-lip atveju pasikeit¢ DMF, etanolio ir izopropanolio poveikis
fermento veiklai (3.5 lentel¢). Rezultatai reikSmingi su p-vertémis 0,02
(etanoliui) ir 0,01 (izopropanoliui). Svarbu atkreipti démesj, kad prijungus
papildomg domena, GD-95 lipazé gebéjo islaikyti 12 % lipolizinio aktyvumo
po poveikio Triton X-100.

Siame poskyryje pateikti rezultatai atskleidzia, jog baltymy inZinerijos
pagalba jungiant du, ty paciy fermenty domenus, galima gauti baltymus,
pasizymin¢ius naujomis savybémis: Keisti fermenty stabilumg, temperatiirinj
aktyvuma, substratinj savitumg, jautrumg organiniams tirpikliams ir kitiems
aplinkos  poveikiams, taip Siuos fermentus paverCiant geresniais

biokatalizatoriais.

3.2.5 GDEst-est, GDLip-lip bei GDEst-lip suliety fermenty Kinetinés

savybés

Sékmingai iSgryninus tikslinius fermentus buvo jvertintos jy
pagrindinés cheminés ir fizikinés savybés, savitasis aktyvumas, iSeiga bei
katalizinés konstantos (3.6 lentelé), kas yra be galo svarbu norint apibrézti
fermenty funkcionaluma ir pritaikymo potencialg. Analizei naudotas substratas
p-NP dodekanoatas, kadangi §j substratg hidrolizuoja visi tiriami fermentai, jis
iSlieka stabilus aukStesnése temperatiirose ir aukStesniame pH, todé¢l yra
tinkamas naudoti optimaliomis fermenty veikimo salygomis ir gali padéti
atspindéti skirtumus ne tik tarp lipazés ir esterazés, bet ir tarp naujy sukurty

baltymy varianty.
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3.6 lentelé. GD-95 ir GDESt-95 bei sukurty chimeriniy baltymy pagrindiniy kataliziniy konstanty

jvertinimas. Matavimai atlikti naudojant p-NP dodekanoata, pH — 9, 55 °C temperatiroje.

Vmax Katalizinis -
Km Kiat efektyvumas Ataﬁ\;a?.' é 0s | Aktyvumas
Baltymas (umol/min Kkat/Km au (U/m
mg (mM) (min?) 9
baltymo) (Mint mM™) (kJ/mol) baltymo)
GD-95 40,82 4,35 1,78*10° 4,10*10° 24 400
GDEst-95 5,88 5,88 3,27*10° 5,60*10* 50,30 100
GDEst-lip 20,00 14,29 2*108 1,40*10° 68,34 600
GDEst-est 6,32 5,88 7,02*%108 1,19*106 46,05 74,29
GDLip-lip 10 16,67 | 8,33*10° 5*10° 32,16 200

Didziausia Vmax verte pasizyméjo GD-95 lipazé, maziausia — GDESst-
95 ir GDEst-est (3.6 lentel¢). Tai nestebina, kadangi, kaip jau minéta,
naudojamas labiau lipazéms tinkamas substratas. Svarbu paminéti, kad GDEst-
lip fermento Vmax hidrolizuojant p-NP dodekanoatg padidéja daugiau nei tris
kartus lyginant su GDESst-95 esteraze. Visgi $i verté sumazéja lyginant su GD-
95 lipaze. Tai patvirtina eksperimenty pradzioje iSkelta hipoteze, kad GDESst-
lip baltymas turéty pasizyméti tarpinémis savybémis tarp GDESst-95 esterazés
ir GD-95 lipazés. Visgi GDEst-lip fermento Vmax verté yra antra pagal dydj

verté lyginant visus penkis baltymus tarpusavyje.

Vertinant Kmn reikSmes, maziausiomis Km vertémis ir tuo paciu
didziausiu giminingumu substratui pasizymejo GD-95 lipaze, GDEst-95 ir §io
baltymo liejinys i§ dviejy GDEst-95 domeny, nors tai ir néra optimalus
pastaryjy fermenty veiklai substratas. GDEst-lip ir GDLip-lip, deja, pasizymi
maziausiu giminingumu, tai gali lemti naujy fermenty konformaciniai pokyciai
atsirade sujungus kelis domenus ir substrato prieinamumas prie aminoragsciy,
dalyvaujanCiy substrato prijungime. Nors substratas nepasizymi didZiausiu
giminingumu, taciau GDEst-lip fermentas ji s¢kmingai prisijungia ir vykdo
efektyvig hidrolize. Norint tiksliai prognozuoti treting GDESt-lip struktiirg

reikalingi tokio ar panasaus baltymo kristalografiniai tyrimai.
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Didziausiu kataliziniu efektyvumu bei Kkat vertémis iSsiskyré pradiné
GD-95 lipazé, naujas Siame darbe sukurtas GDEst-lip fermentas bei sulieti, i$
dviejy ty paciy domeny sudaryti fermenty variantai. GDEst-lip fermento
variantas desimt karty pagerino GDEst-95 esterazés katalizines vertes, taciau
GDEst-lip buvo nustatyta didziausia aktyvacijos energija. Maza aktyvacijos
energija nurodo stipry rysj tarp fermento ir substrato (Ghori ir kt., 2011). GD-
95 lipazé pasizymi maziausia aktyvacijos energija (24 kJ/mol) i§ visy tirty
Siame etape baltymy (3.6 lentelé). Panasig aktyvacijos energijos verte turi ir
Bacillus sp. FH5 lipazé (Ghori ir kt., 2011). Nustatyta, kad esant maZesnei
aktyvacijos energijai, baltymai geriau veikia Zemesnése temperatiirose
(Gudiukaité ir kt., 2014). Tokius rezultatus patvirtina ir GD-95 lipazé bei
GDLip-lip lipaziy tyrimai. Sie fermentai i§ §iame darbe tirty baltymy pasizymi
geriausiu lipoliziniu aktyvumu zemoje ir vidutinéje temperattrose (3.10a pav.).
Monomerinés GDEst-95 aktyvacijos energija — 50,30 kJ/mol. Placiau
literatiiroje apraSytos ESt55 esterazés §i verté buvo 35,7 kJ/mol p-NP
heksanoatg naudojant kaip substrata, tuo tarpu Est30 esterazés — 101,9 kJ/mol
(Ewis ir kt., 2004).

Svarbu aptarti ir savitajj lipolizinj ir (ar) esterazinj fermenty aktyvuma.
GDEst-lip fermentas pasizymi didziausiu savituoju aktyvumu, kas ir buvo
vienas i§ chimeriniy baltymy karimo tiksly (3.6 lentel¢). Sio baltymo
aktyvumas 1,5 karto didesnis nei pradinés GD-95 lipazés ir SeSis kartus nei
GDEst-95 esterazés. Papildomo to paties domeno pridéjimas (GDEst-est ir
GDLip-lip sulieti baltymai) abiejy pradiniy fermenty aktyvumg sumazino
beveik du kartus, taciau, kaip bus aptarta kituose skyreliuose, tokie baltymy
variantai pasizymeéjo pranaSesnémis fizikinémis bei cheminémis savybémis

lyginant su monomerais.

GDEst-lip pasizymi 600 U/mg baltymo savituoju lipoliziniu aktyvumu,
kai substratu naudojamas p-NP dodekanoatas, reakcija vykdoma 5 min., 55 °C
temperatiiroje. Palyginimui, komercinés R. oryzae lipazés (Sigma-Aldrich)

aktyvumas 10 ir 30 U/mg, C. rugosa (Sigma-Aldrich) varijuoja nuo 2 U/mg iki
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40000 U/mg baltymo, taCiau palyginti Sias vertes yra gana sudétinga, kadangi
skiriasi metodikos, naudojamos aktyvumo jvertinimui. C. rugosa lipazés,
kurios aktyvumas 2 U/mg atveju, 1 aktyvumo vienetas apskaiCiuotas vertinant
baltymo kiekj, kuris atpalaiduoja 1 umol oleino riigsties per 1 min., esant pH 8
ir 40 °C temperatiirai, kaip substrata naudojant trioleing. Lipazés, i$skirtos is P.
fluorescens (Sigma-Aldrich), aktyvumas siekia 160 ir 40 U/mg. Aspergillus
niger komercinés lipazés (komercinis pavadinimas Lipase AP6, Sigma-
Aldrich) atveju, gamintojy duomenimis aktyvumas yra apie 200 U/g ir 1U
apibréziamas kaip fermento kiekis, kuriam hidrolizuojant triaceting 1 min.
susidaro 1 pmol acto riigSties. Reakcija vykdoma, kai aplinkos pH 7,4 ir esant
40 °C temperatiirai. Tokia parametry jvairové apsunkina objektyvy fermenty

aktyvumy lyginima.

Norint pritaikyti fermentus pramonéje ne maziau svarbus parametras
yra jy iSeiga. GD-95, GDLip-lip lipaziy, GDEst-95 ir GDEst-est esteraziy bei
GDEst-lip chimerinio baltymo iSeigos buvo atitinkamai 44,16; 13,26; 24,18;
10,35 ir 38,56 mg baltymo (tirpios frakcijos) i§ 200 ml auginamos kultiiros.
Kaip matyti 1§ pateikty rezultaty, papildomo to paties domeno prijungimas
sumazina gaunamg tiriamy fermenty iSeiga, tuo tarpu GDEst-lip baltymo
atveju gaunamas kiekis, kurio verté yra tarpiné tarp GD-95 lipazés ir GDESt-95

esterazes.

Apibendrinant aptartus rezultatus galima teigti, kad GDEst-lip
chimerinis baltymas demonstruoja ne tik didel¢ iSeigg bei paprastesnj
gryninimo biida, reikalaujantj maziau finansiniy iSlaidy, bet ir didziausig
lipolizin} aktyvuma bei vienas geriausiy kataliziniy verciy 1§ visy Siame darbe
analizuojamy baltymy. Taip pat Sis fermentas galéty biti puikus konkurentas ir

komerciniams lipaziy ir (ar) esteraziy preparatams.
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3.2.6 GDEst-lip sulieto biokatalizatoriaus pagrindinés fizikinés bei

cheminés savybés

GDEst-lip — sulietas baltyminis variantas, kuris pasizymi tick abiejy, jj
sudaranCiy fermenty, savybémis, tiek turi iSskirtines, tik jam budingas
ypatybes. 5-40 °C intervale GDEst-lip heterodimero veiklos profilis yra
artimas GDEst-95 veiklos profiliui. 50-55 °C temperatiirose jis imituoja GD-
95 lipazg, 60 °C — aktyvumas lygus 100 % kaip ir GDEst-95, o 65-75 °C
temperatiiry intervale Siai lipazei budingi reikSmingi skirtumai nuo abiejy
fermenty: 65 °C (p-verté 0,02 su GDEst-95), 70 °C (0,005 su GD-95 ir 0,02 su
GDEst-95) ir 75 °C (0,011 su GD-95 ir 0,02 su GDEst-95). 80-85 °C intervale
ji vél atitinka GDESst-95, 0 esant 90 °C islaiko 2 % savo lipolizinio aktyvumo,
kai tiek GDEst-95, tiek GD-95 Sioje temperatiiroje visiSkai praranda savo
aktyvuma (3.11a pav.). Taigi, siame darbe sukurtas GDEst-lip lipoliziniu ir (ar)
esteraziniu aktyvumu pasizymintis fermentas iSlaiko aktyvumg placiame
temperatiiry spektre (5-90 °C) ir pateisina baltymy inZinerijos svarbg keiciant

natyviy fermenty savybes.

Kuriant GDEst-lip sulieta biokatalizatoriy vienas i§ tiksly buvo
padidinti GD-95 lipazés stabilumg. Kaip rodo savybiy analizé, GDEst-lip
fermentas savo aktyvumg visiSkai praranda po 30 min. inkubacijos 85 °C
temperatiiroje. Tai 5 °C aukStesné¢ temperatiira nei buvo nustatyta GD-95
lipazei. Po inkubacijos 40 °C temperatiroje GDEst-lip liekamasis aktyvumas
yra artimas GDEst-95, 50 °C — ji demonstruoja didesnj stabilumg lyginant tiek
su GD-95, tiek su GDEst-95 esteraze, 55-60 °C jos liekamasis aktyvumas yra
artimas GDEst-95, 0 65-70 °C — vertés vél reikSmingai skiriasi nuo abiejy
iSeitiniy pradiniy baltymy: 65 °C (0,02 su GDEst-95 ir GD-95 lipaze); 70 °C
(0,01 tik su GD-95 lipaze). 75-85 °C temperatiiry intervale GDESst-lip fermento
stabilumas vél artimas GDESst-95 esterazei (3.12b pav.). Taigi apibendrinant
galima teigti, kad sujungus GD-95 lipazés ir GDEst-95 esterazés domenus
gaunamas naujas, didesniu temperatliriniu  stabilumu  pasiZymintis

biokatalizatorius.
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Naujas heterodimerinis GD-95 lipazés ir GDEst-95 esterazés variantas
100 % lipoliziniu aktyvumu pasizymi intervale 9—10, o savo aktyvuma islaiko
pH spektre nuo 6 iki 12 (3.12c pav.). Tokios GDEst-lip savybés daro §j
fermenta nauju potencialiu biokatalizatoriumi pramonés procesams, kuriuose

reikalingos silpnai riigstinés, neutralios ar stipriai Sarminés salygos.

Gauti rezultatai rodo, kad GD-95 lipazé geba hidrolizuoti tiek
trumpagrandzius, tiek ilgagrandzius substratus, o GDESt-95 esterazé geriausiai
hidrolizuoja C2-C8 substratus (3.4 lentel¢). GDEst-lip siekiamybé -—
kompensuoti GDEst-95 esterazés negebéjimg hidrolizuoti ilgus substratus ir
pagerinti GD-95 lipazés gebéjima hidrolizuoti trumpos grandinés substratus.
Kaip matyti i§ gauty rezultaty, naujasis GDEst-lip variantas pasizymi 100 %
aktyvumu hidrolizuodamas C2-C6 junginius. Taip pat pageréja gebéjimas
skaidyti C12—C18 ilgio substratus lyginant su GDEst-95, taciau procentinis
santykinis lipolizinis GDEst-lip fermento aktyvumas yra Siek tiek mazesnis nei
monomerinés GD-95 lipazés. Skirtumai yra reikSmingi substratais naudojant p-
NP dodekanoata (p-vert¢é 0,0006 su GDEst-95 ir 0,003 su GD-95), p-NP
tetradekanoatag (0,005 su GDEst-95 ir 0,01 su GD-95 lipaze), p-NP
heksadekanoatg (0,02 su GD-95 lipaze ir GDEst-95 esteraze) ir p-NP
oktadekanoatg (0,002 su GDEst-95).

Vienas esminiy skirtumy tarp GD-95 lipazés ir GDESt-95 esterazés
buvo jy jautrumas detergenty poveikiui. Sio darbo siekis — sukurti fermenta,
kuris biity tolerantiSkas detergenty poveikiui. Kaip rodo gauti rezultatai,
GDEst-lip sulietas biokatalizatorius islaiko 20—70 % lipolizinio aktyvumo po
inkubacijos 30 min. su jvairiais Tween ir Triton X-100 (3.5 lentel¢). Nors
aktyvinimo reiskinio nebelieka (GDESst-95 atvejis), taCiau fermentas nebéra
slopinamas (GD-95 lipazés atvejis). ReikSmingi skirtumai nustatyti Triton X-
100 (p-verté 0,01 su GD-95 lipaze ir GDEst-95 esteraze), Tween 20 (0,01 su
GDEst-95), Tween 40 (0,001 su GD-95 ir 0,004 su GDEst-95), Tween 60
(0,004 su GDEst-95 ir 0,0003 su GD-95) ir Tween 80 (0,02 su GD-95 ir 0,001
su GDEst-95).
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Analizuojant organiniy tirpikliy poveikj GDEst-lip fermentui
nustatyta, kad GDEst-lip fermentg aktyvina tik izopropanolis ir n-butanolis
(105 ir 113 %, atitinkamai). Kiti organiniai tirpikliai §] fermenta nezymiai
slopina, kadangi po inkubacijos i$laikoma 60-90 % santykinio lipolizinio
aktyvumo (3.5 lentelé).

Apibendrinant galima teigti, kad papildomo domeno pridéjimas gali
padéti modeliuoti fermenty savybes, kei¢iant jy pH optimumg, temperatirinj
aktyvumg ir stabilumg. Geriausias poveikis nustatytas modifikuojant GD-95
lipazg prie jos prijungus GDEst-95 domena. Gautas fermentas pasizymi abiejy
fermenty savybémis ir gali buti puikus naujas biokatalizatorius, taikomas
aukStose temperatiirose ir (ar) labai Sarmingje aplinkoje. Taip pat Sis naujas
sintetinis baltymas pasizymi dideliu lipoliziniu aktyvumu (600 U/mg) bei
geb¢jimu hidrolizuoti tiek trumpagrandzius, tiek ilgagrandzius substratus. JO
privalumas yra ir paprastesnés gryninimo saglygos — nedenatiruojancios salygos

ir 10 mM imidazolo.

3.3 Naujy lipaziy kiirimas taikant DNR maiSymo bei

klaidingosios PGR metodus

DNR maiSymo metodika pasaulyje placiai taikoma naujy baltymy
kiirimui (Patten ir kt., 1997; Li ir kt., 2012bc), tafiau tokio pobiudzio
eksperimenty atlikty biitent su Geobacillus genties bakterijy iSskiriamomis
lipazémis ar esterazémis iki Siol néra. Vienas artimiausiy ir naujausiy tokiy
tyrimy pavyzdziy — B. pumilus lipazé, kurios aktyvumas ir temperatiirinis
stabilumas buvo padidinti taikant DNR maiSymo metodika. Mutantines B.
pumilus L3-3 lipazés savitasis aktyvumas padidéjo 6,4 ir 8,2 karto lyginant su

darbe naudotomis tévinémis lipazémis (Akbulut ir kt., 2013).

Norint taikyti DNR maiSymo metoda bitinos dvi ar daugiau
homologinés geny sekos. Todél naudojant Geobacillus genties bakterijy lipaziy

paieskai skirtus pradmenis GelipF-59 ir GelipR+179 buvo pagausinti dar trijy
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Geobacillus genties bakterijy i$skiriamy lipaziy genai. Sie genai klonuoti,
jvertinta koduojamy baltymy sintezeé, jie iSgryninti ir atlikta pagrindiniy
fizikiniy bei cheminiy savybiy (temperatiros jtaka fermenty aktyvumui ir
stabilumui, optimalus veiklai pH, substratinis savitumas) analizé, sickiant
atrinkti baltymus, kuriuos koduojantys genai bus naudojami DNR maiSymo ir

kituose Sio etapo baltymy inzinerijos eksperimentuose.
3.3.1 GD-66, GD-76 ir GD-28 lipaziy klonavimas ir gryninimas

Pirmuosiuose darby etapuose buvo pagausintos trijy Geobacillus sp.
kamieny iSskiriamos lipazés, pavadintos GD-28, GD-66 ir GD-76,
priklausomai nuo kamieno, kuris jas sintetina. GD-28, GD-66 ir GD-76 lipaziy
bei ankstesniy darby metu tirtos GD-95 lipazés seky analizé in silico parodé,
kad S$iy fermenty panaSumas aminoriigic¢iy lygmenyje siekia 96-98 %.
Aminoriigs¢iy jvairové tam tikrose padétyse leido iSkelti hipotezg, jog Sios
lipazés gali pasizyméti ir skirtingomis fizikinémis bei cheminémis savybémis.
GD lipaziy sintezés, gryninimo ir zimografinés analizés pavyzdys pateiktas
3.13 pav. Pavyzdziu naudota GD-28 lipazé, kadangi ja koduojantis genas buvo

atrinktas tolimesniems eksperimentams.

M 0vl, fval. 2val. 3val, M  GD-28lipazé

~~4
——

50 kDa

50 kDa s
40 kDa

40kDa— °

a) | S b)

3.13 pav. GD-28 lipazés sintezés (a) ir gryninimo analizé¢ NDS-PAGE bei zimogramoje (b). M —
baltymy molekulinés masés Zymuo PageRuler Unstained Protein Ladder; O val. — méginys, prie§
paveikiant 1 mM IPTG; 1 val.-3 val. — méginiai, praéjus atitinkamam valandy skaiéiui nuo indukcijos
pradZios ir paveikti 1 mM IPTG. GD-28 lipazés gryninimo analizé¢ NDS-PAGE (A) ir zimogramoje
(B) (b). GD-28 lipazé isgryninta naudojant Tris-HCI buferinj tirpalg (50 mM, pH 8 / 20 °C) su 250 mM
imidazolo nedenatliruojandiomis salygomis (tirpi baltymy frakcija). Zimografija atlikta substratu

naudojant tributirina.
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IS 3.13a pav. matyti, kad jau po pirmos valandos nuo sintezés
indukcijos pradzios gaunamas didelis kiekis baltymo, kurio dydis atitinka
tiksliniy lipaziy dydj (43 kDa). Kadangi 1-3 val. baltymo kiekis iSlicka
panaSus, E. coli BL21 (DE3) lastelés, turinéios plazmidg¢ su jterptu atitinkamu
lipaziy genu, augintos 2-3 val. nuo indukcijos pradzios ir véliau naudotos
gryninimui taikant imobilizuoty Ni?* jony giminingumo chromatografija
nedenatiiruojanc¢iomis sglygomis. Tiek GD-28 lipazé (3.13b pav.), tiek kitos
GD grupés lipazés (GD-66 ir GD-76) isgrynintos naudojant Tris-HCI buferinj
tirpalg (50 mM, pH 8 / 20 °C) su 250 mM imidazolo. Zimografiné analizé
patvirtino, kad i$gryninti baltymai yra tikslinés GD-28, GD-66 ir GD-76

lipazés.

3.3.2 GD-66, GD-76 ir GD-28 lipaziy aktyvumas ir stabilumas

aukstose temperatiirose bei optimalus veiklai pH

ISgryninus GD-66, GD-28, GD-76 lipazes buvo jvertinta veiklai
optimali temperatiira (3.14a pav.), optimalus pH (3.14b pav.) bei nustatyta
temperatiiros jtaka baltymy stabilumui (3.14c pav.). Kartu pateikiama ir
ankstesniy tyrimy etapy metu iSskirta, klonuota ir iSgryninta GD-95 lipazg,
siekiant palyginti visas turimas keturias Geobacillus genties bakterijy lipazes ir
parinkti labiausiai aktyvumu bei temperatiiriniais profiliais besiskirianc¢ius

fermentus kitam darby etapui — DNR maiSymo eksperimentams.

Tyrimai parode, kad nors visos lipazés geriausiai veikia, kai aplinkos
pH 9, jos skiriasi savo gebéjimu veikti zemesnése pH reikSmése, kai pH 5-7.
Siame intervale i$siskiria GD-66 lipazé, demonstruojanti maziausia lipolizinj
aktyvumg lyginant su kitomis GD lipazémis. Didziausia aktyvumag
demonstruoja GD-95 ir GD-76 lipazés (3.14b pav.).
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3.14 pav. Temperatiros jtakos GD-95, GD-76, GD-28 ir GD-66 lipaziy aktyvumui (a) ir stabilumui (c)

bei pH jtakos tiriamy fermenty veiklai (b) jvertinimas. GD-28 — taskiné linija su uzpildytu apskritimu;

GD-66 — taskiné linija su tus¢iu apskritimu; GD-76 — tiesi linija su trikampiu; GD-95 — tiesi linija su

kvadratu.

Lyginant veiklai optimaliag temperatiira, GD-28 ir GD-66 lipazés 100
% lipoliziniu aktyvumu pasizyméjo esant 55 °C (kaip ir ankstesniuose

darbuose analizuota GD-95 lipazé). GD-76 lipazé 100 % aktyvuma parodé, kali
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aplinkos temperatiira — 60 °C (3.14a pav.). Vertinant gebéjimg veikti aukstose
temperatiirose keturios Geobacillus genties bakterijy lipazés pasiskirsté j dvi
grupes, kur GD-28 lipazé pasizymi panasumu j GD-95 lipazg, 0 GD-66 lipazé |
GD-76 lipaze. GD-28 lipazé kaip ir GD-95 jau esant 70 °C praranda 90 % savo
aktyvumo, tuo tarpu GD-66 ir GD-76 lipaziy santykinis aktyvumas yra
didesnis nei 50 % (3.14a pav.). Rezultatai reikSmingai skiriasi 70 °C (GD-28
lipazé su p-vertémis 0,0003 ir 0,002 GD-66 ir GD-76 lipazéms); 75 °C (GD-28
lipazé su p-vertémis 0,006 ir 0,005 GD-66 ir GD-76 lipazéms, atitinkamai;
reikSmingy skirtumy tarp GD-66 ir GD-76 lipaziy nenustatyta); 80 °C (GD-28
lipazé su p-vertémis 0,0003 ir 0,001 GD-66 ir GD-76 lipazéms, atitinkamai);
85 °C (GD-28 lipazé su p-vertémis 0,0001 ir 0,003 GD-66 ir GD-76 lipazéms,

atitinkamai).

GD-95, GD-28 ir GD-66 lipaziy veiklai optimali temperatiira (55 °C)
sutampa su G. stearothermophilus JC (Jiang ir kt., 2010), G.
stearothermophilus P1 (Sinchaikul ir kt., 2001) ir Geobacillus sp. RD-2 (Wu ir
kt., 2010), Geobacillus sp. EPT9 (Zhu ir kt., 2015) kamieny lipaziy veiklai
optimalia temperattira. Tuo tarpu 60 °C veiklai optimali temperatiira budinga
G. stearothermophilus L1 (Kim ir kt., 1998), G. thermoleovorans Toshki
(Abdel-Fattah ir Gaballa, 2008), Geobacillus sp. SBS-4S (Tayyab ir kt., 2011),
Bacillus sp. Tpl0A.1 LipA (Sunna ir kt., 2002) lipazéms. Galimi ir Kkiti
variantai: Geobacillus sp. T1 (Leow ir kt., 2007) bei Bacillus sp. L2 (Sabri ir
kt., 2009; Shariff ir kt., 2011) lipaziy optimali veiklai temperatiira — 70 °C; G.
thermoleovorans ID-1 lipazés — 70—75 °C (Lee ir kt., 1999; Cho ir kt., 2000), o
Geobacillus sp. TW1 lipazés — 40 °C (Li ir Zhang, 2005). Sios visos, jau
apraSytos lipazés, taip pat geriausiai veikia Sarminéje aplinkoje ir jy optimalios

veiklai pH vertés varijuoja tarp 7,5-10.

Stabilumo aukstose temperatiirose tyrimai parodé, kad GD-28 ir GD-
95 lipazes iSlaiko didesnj stabilumg auksStesnése temperatiirose lyginant su GD-
66 ir GD-76 lipazémis (3.14c pav.). Stabiliausia i jy buvo GD-28, o maziausiu

stabilumu pasizyméjo GD-66 lipazé. Sie rezultatai parodé tendencija, kad
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lipazés, pasizyminCios didesniu  santykiniu aktyvumu aukStesnése
temperatirose vis délto pasizymi maZesniu temperatiriniu stabilumu. Tokia
pati tendencija jau buvo aptarta 3.1.5 skyrelyje apie R grupés mutantus. GD-28
lipazés temperatiirinis stabilumas reikSmingai skiriasi nuo kity GD lipaziy 65—
85 °C temperatiiry intervale. Skirtumai yra reik§mingi 65 °C (p-verté 0,01 GD-
66 ir GD-76 lipazéms, ir 0,02 GD-95 lipazei); 70 °C (p-verté 0,005 GD-66 ir
GD-76 lipazéms ir 0,02 GD-95 lipazei); 75 °C (p-verté 0,004 GD-66, GD-76 ir
GD-95 lipazéms). Po inkubacijos 80-90 °C GD-28 lipazé islaiko apie 10 %
lipolizinio aktyvumo, kai tuo tarpu kitos lipazés po inkubacijos Siose

temperattrose visiSkai praranda aktyvuma.

Gauta temperattrinio aktyvumo ir stabilumo analizé suteiké pagrinda
skirtingy GD lipaziy geny taikymui tolimesniuose baltymy inZinerijos
eksperimentuose, naudojant DNR maiSymo ar kita homologiniy seky
rekombinacijai  skirta metoda, siekiant gauti geresnémis savybémis
pasizymincius fermentus. Siekiamybé — sukurti fermentg, kuris pasizymeéty
didesniu stabilumu bei gebéjimu veikti aukstose temperatiirose (>55 °C), todél

DNR maiSymo eksperimentams pasirinktos GD-95, GD-66 ir GD-28 lipazés.

3.3.3 Naujy lipoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermenty kiirimas

taikant DNR maiSymo metodika

Atrinkus Geobacillus bakterijy lipaziy genus, tinkamus baltymy
inzinerijos eksperimentams, kitas etapas buvo DNR maiSymo metodikos
optimizavimas. Taikant §; metodg svarbu atrasti balansg tarp naudojamy
DNazés I aktyvumo vienety; temperatiiros, kurioje vykdoma reakcija; reakcijos
laiko; reakcijos turio; taip pat svarbu parinkti tinkamg reakcijos stabdymui
metodg. Ne maZiau svarbus yra Mn?* ir Mg?* jony naudojimas, kadangi nuo jy
priklauso DNazés I vykdomos reakcijos pobiidis. Jei reakcijos miSinyje yra
Mg?* jony, DNazé 1 kerpa kiekvieng dvigrandinés DNR granding
nepriklausomai ir susidaro fragmentai, turintys iSkiSy. Jei | reakcijos miSinj

jdedama Mn?* jony, DNazé 1 kiekvieng grandine kerpa apytikriai toje pacioje
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vietoje ir susidaro fragmentai, kuriems buidingi buki galai (Malek ir kt., 2000).
Siame darbe visy reakcijy atveju naudoti buferiniai tirpalai su abiejy metaly
jonais. Kadangi 37 °C temperatiiroje vyko pilna fragmenty hidrolizé, kitos
reakcijos salygos optimizuotos kambario temperatiiroje (20-22 °C). Kiekvienu
atveju, norint jvertinti gautg rezultata, atlikta DNR fragmenty elektroforeze
agarozes gelyje. Tikslas — po hidrolizés gauti 50-200 bp dydZio fragmentus.
Teigiamg atsikartojant] rezultata pavyko gauti naudojant 0,04U DNazés I,
reakcija vykdant 20 pl tiryje 5 min. kambario temperattiroje (3.15 pav.).

DNazés I aktvvumo .. .. Metodas, naudotas
. . R Reakecijos | Reakeijos .
vienetai (U) reakcijos Iaflcas (min) | tiiris (ul) reakcijos Rezultatas
misinyje stabdymui
ﬂ[;ﬂll 10 10 Elektroforezé
: agarozés gelyje
2 S0 00 *C 10 min. Visicka
0.2 ; 50 90 *C 10 min. hidrolizé
8
01 10 10 90 *C 5 min.
0,01
2
0,1 4 Neefektyvi
8 hidrolizé
10
03 ; S0
5 _
= Visitka
0.12 10 hidrolizé
15 EDTA (TmM
20 reakcijos tiriui)
Neefektyvi
g 2
0.0 > 20 hidrolizé
2
0,12 3 50
5 B Tinkama
7 daliné
0,04 hidrolizé
0,06 5 20
0,08
0.1

3.15 pav. DNR maisymo sglygy optimizavimas.

Po hidrolizés 50—400 bp dydzio fragmentai (didesni fragmentai nei
rekomenduoja literatiiros Saltiniai naudoti iSkeliant hipotez¢ apie minimalios

veiklios struktiiros egzistavimg) iSvalyti 1§ agarozés gelio ir naudoti PGR,
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kurioje vieni kitiems atlieka ir pradmeny, ir matricos vaidmenj. Kadangi gauty
produkty koncentracija labai maza, atlieckant tokios DNR analize agarozés
gelyje, aiSkiy produkty gali ir nesimatyti. Gautas PGR produktas naudotas kaip
matrica antrojoje PGR, kurioje jau naudojami pradmenys, leidziantys
pagausinti tévinj geng (Gelip95-43-F ir Gelip95R). 3.15 pav. pateikti pradiniai
hidrolizei naudojami PGR produktai (3.16a pav.), DNazés I atlikta hidrolizé
(3.16b pav.) ir gautas PGR produktas po PGR su pradmenimis (3.16¢ pav.).

1723 M1 chim M3

e
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~
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1031 bp 600 bp 4

a) b)

3.16 pav. DNR maiSymo eksperimentuose naudoti Geobacillus genties bakterijy lipaziy geny
produktai, pagausinti PGR metu (a), po dalinés PGR produkty hidrolizés naudojant DNaze¢ | gauti
fragmentai (b) bei po PGR su pradmenimis gautas chimerinis lipaziy geny produktas, atitinkantis
téviniy geny dydj (c). M1 — MassRuler DNA Ladder Mix; 1 — lip66, 2 — 1ip28, 3 — lip95 geny
produktai; M2 — SORPOsize ™ DNA Ladder; A — hidrolizés profilis reakcijos misinyje naudojant
0,1U DNazeés I; B — hidrolizes profilis reakcijos misinyje naudojant 0,08U DNazés I; C — hidrolizes
profilis reakcijos misinyje naudojant 0,04U DNazés I; D — hidrolizés profilis reakcijos miSinyje

naudojant 0,02U DNazés I; M3 — GeneRuler DNA Ladder Mix; chim — produktas, gautas po PGR su
pradmenimis. Balti staciakampiai zymi tikslinius produktus.

Po antrosios PGR gauti produktai buvo liguojami j klonavimui skirtg
pTZ57R/T vektoriy ir transformuoti j E. coli DHS5a Iasteles. Tinkamy
transformanty atrankai taikyta balty / mélyny kolonijy atrankos sistema, taip
pat remtasi jy geb¢jimu hidrolizuoti terpéje esantj substrata — tributiring bei
atlikta kolonijy kokybine PGR. Atliekant DNR maiSymo eksperimentus
kolonijy PGR metodu i§ viso buvo patikrinta 300 transformanty. Tarp jy
pavyko aptikti kelis transformantus, turin¢ius 400, 600 ir 1000 bp dydzio
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fragmentus (3.17a ir 3.17b pav.), taciau jvykdzius sekoskaita, atviro skaitymo

rémelio nustatyti nepavyko.

900 bp 600 bp 600 bp200 b;i =

800 bp
1700 bp 600 bp Kl 300 bp

il
il l 400 bp l pl .
. -
-.-.'- “ym
20 bp 400 bp 400 Bp

3.17 pav. E. coli DHSa lgsteliy transformanty, turin¢iy pTZ57R/T plazmid¢ su jterptu po DNR
maiS§ymo eksperimenty gautu PGR produktu, analizé. M1 — MassRuler DNA Ladder Mix (a ir b); M2
— GeneRuler DNA Ladder Mix (c); kiti takeliai — produktai, gauti kolonijy PGR metodu tikrinant

skirtingas transformanty kolonijas.

Tesiant eksperimentus galiausiai pavyko pagausinti DNR fragmenta,

savo dydziu atitinkantj téviniy lipaziy geny dydj — ~1,2 kb (3.17c pav.).

3.3.4 GDlip43 fermento geno modifikavimas naudojant klaidingaja

PGR, gauto produkto klonavimas, baltymo sintezé ir gryninimas

Po DNR maisymo eksperimenty pagausintas chim genas sekvenuotas
ir gauta seka palyginta su téviniy geny sekomis. Analizé parodé, kad naujos
lipazés genas pasizymi dideliu panaSumu j téviniy lipaziy genus (3.18 pav.).
D¢l Sios priezasties naujos sintetinés lipazés jvairove bandyta padidinti

naudojant kitg, placiai taikomg baltymy inZinerijos metoda — klaidingaja PGR.

Po dviejy klaidingyjy PGR gautas 1,2 kb dydZio produktas klonuotas |
klonavimo vektoriy ir vykdyta jterpto geno sekoskaita. Atlikus gauto produkto
sekoskaitg buvo nustatytas 1 atviro skaitymo rémelis (jo koduojamas baltymas
pavadintas GDIip43), kuris pasizyméjo 98 % (su GD-95), 96 % (su GD-66) ir
97 % (su GD-28) panaSumu su pradiniuose etapuose naudotais lipaziy genais
(3.18 pav.). Toks didelis panaSumas nestebina, kadangi vienas pagrindiniy
literatiroje aprasomy pasirinkty metody trikumy — didelis naujy produkty

aminortigS§ciy panaSumas ] tévinius baltymus. Visgi, kaip jau parodé¢ GD
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lipaziy analiz¢, Siy skirtumy gali pakakti, kad gautas fermentas pasizyméty
naujomis savybémis.

1 77
R~ — —— == === s m s ey FGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYQAYTLAVGPLSSNWDRACEAYAQLVGGTVDY

GD1ip43 AVSRANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYQAYTLAVGPLSSNWDRACEAYAQLVGGTVDY
GD-95 AVSRANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYQAYTLAVGPLSSNWDRACEAYAQLVGGTVDY
GD-28 AVSRANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYQAYTLAVGPLSSNWDRACEAYAQLVGGTVDY
GD-66 AVSRANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFKYWGGVRGD IEQWLNDNGYEYTLAVGPLS SNWDRACEAYAQLVGGTVDY

78 154
Chim GAAHAAKHGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHITAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHV'

GD1ip43 GAAHAAKHGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHIIAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHV'
GD-95 GAAHAAKHGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHI IAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGG
GD-28 GAAHAAKHGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHITAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHV'
GD-66 GAAHAAKHGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHITAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHV'

Chim 'I\};IE:SVTT IATPHDGTTLVNMVDFTDRFFDLQKAVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRREPGE SFDHYFERLK!%%1
GD1ip43 VLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFFDLQKAVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRREPGESFDHYFERLKRS
GD-95 VLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFFDLQKAVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRREPGESFDHYFERLKRS
GD-28 VLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFFDLQKAVLEAAAVASNAPYTSE IYDFKLDQWGERREPGE SFDHYFERLKRS
GD-66 VLSVTT IATPHDGTTLVNMVDFTDRFFDLQKAVLEAAAVASI‘EPYTS@YDFKLDQWGLRGE SFDHYFERLKRS

Chim .ZP%?WTSTDTARYDLSV_’H\F‘KLNQWVQAS l?NTYYLSFST]i‘.RTYRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCA]?E‘LGSYRNPT%‘%8
GD1ip43 PVWTSTDTARYDLSVLGAEKLNQWVQASPNTYYLSFSTERTYRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCAPFLGSYRNPTLG
GD-95 PVWTSTDTARYDLSVPGAEKLNQWVQASPNTYYLSFSTERTYRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCAPFLGSYRNPTLG
GD-28 PVWTTARYDLSVP SA@LNEWV@-\S PNTYYLSFSTERTYRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCAPFLGSYRNPTLG
GD-66 [PVWTSTDTARYDLSV[SFAEKLNQWVQAS PNTYYLSFEII‘ERTYRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCAPFLGSYRNPTLG

Chim ;IDDgDRWLENDGIVNTVSMNGPKRGSSDRIVPEDGALK ————————————————————————————————————————————
GDlip43 IDDRWLENDGIVNTVSMNGPKRGSSDRIVPYDGALKE?VWNDMGTYNVDHLE IIGVDPNPSFDIRAFYLRLAEQLASLRP
GD-95 IDDRWLENDGIVNTVSMNGPKRGSSDRIVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIRAFYLRLAEQLASLRP
GD-28 ID@ILENDGIVNTVSMNGPKRGSSDRIVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLE IIGVDPNPSFDIRAFYLRLAEQLASLRP
GD-66 IDDRWLENDGIVNTVSMNGPKRGSSDRIVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIRAFYLRLAEQLASLRL

3.18 pav. GD-95, GD-66, GD-28 lipaziy ir po DNR maiSymo eksperimenty (Chim) bei po pakartotiniy
klaidingyjy PGR (GDlip43) gauty lipaziy aminoriigs¢iy seky palyginimas. Skirtumai sekose pazyméti
juodais stadiakampiais. Brik$neliai zymi sekos vietas, kuriy nuskaityti nepavyko. Palyginimas

sukurtas naudojant MEGA 4.0.2 programa.

Toliau naujas GD grupés (GD-95, GD-76, GD-66 ir GD-28) lipaziy
geny variantas buvo perklonuotas j raiSkos vektoriy pET-21c(+) ir vykdyta
koduojamo fermento sintezé E. coli BL21 (DE3) Iastelése. Véliau baltymas
grynintas, taikant imobilizuoty Ni?* jony giminingumo chromatografija, kaip ir
visi Kiti ankstesniuose skyreliuose aptarti baltymai. Po gryninimo gauty

eliucijos frakcijy NDS-PAGE ir zimografiné analizé pateikta 3.19a pav.
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M GDIip30 GDIip43 GDIip30 GDIipd3

M 2e3ed4e3e 2e
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_—
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b)

3.19 pav. Po tiesioginés evoliucijos eksperimenty gautos lipazés (a) bei véliau atskirty GDlip30 ir
GDlip43 lipoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty gryninimo analizé NDS-PAGE ir zimogramose.
Po tiesioginés evoliucijos eksperimenty sukurtos lipazés gryninimas (a): M — baltymy molekulinés
masés zymuo Pierce Unstained Protein MW Marker; 2e-4e — atitinkamos eliucijos etapo frakcijos.
GDIip30 ir GDIlip43 baltymai po eliucijos i§ gelio ir pakartotinos analizés NDS-PAGE (A) ir

zimogramoje (B) (b). Zimografijai naudotas substratas — tributirinas.

Kaip matyti i§ pateiktos NDS-PAGE ir zimografinés analizés (3.19
pav.) po tiesioginés evoliucijos eksperimenty sukurta lipazé po gryninimo néra
homogeniska (3.19a A pav.) ir zimogramoje (3.19a B pav.) matomos 2
skaidrios zonos (43 kDa ir apie 30 kDa), kurios zZymi lipolizinj aktyvuma.
Baltymai pavadinti GDIip43 ir GDlip30 pagal jy molekuling mase. Jdomu tali,
kad Sie du baltymai gaunami vykdant vienos sekos transliacijg. Keliama
prielaida, kad transliacijos metu ribosoma startiniu kodonu traktuoja Kkita,
sekoje esant] metioning. Analizé in silico leido nustatyti kelis potencialius
ASR, po kuriy transliacijos galéty susidaryti 30 kDa baltymai, taciau norint tai
patvirtinti reikalingi tolimesni Sios sekos ir GDlip30 baltymo tyrimai. 2016 m.
paskelbti M. J. Jennings su bendraautoriais rezultatai, susij¢ su mieliy GenS
baltymu rodo, kad vykstant rekombinantiniy baltymy sintezei E. coli lastelése
1§ tiesy yra galima sutrumpinty tiksliniy baltymy sintezé, kuri priklauso tik nuo
to, kad E. coli Saino-Dalgarno seka gali varijuoti, o start kodonu gali biiti
traktuojama ir ATG seka esanti rekombinantinio heterologinio baltymo sekos
viduryje. Atliekant eksperimentus ir vykdant tokiy baltymy gryninima, visais
chromatografijos metody atvejais yra gaunamas tikslinis baltymas kartu su

sutrumpintu jo variantu (Jennings ir kt., 2016). Dél $iy priezas¢iy GDlip43 ir
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GDIlip30 lipazes viena nuo kitos buvo atskirtos taikant eliucijg i§ NDS-PAGE
gelio. Sutrumpinto varianto susidarymo priezastis gali bati ir daliné naujojo

fermento proteolizé.

Taikant eliucijg i§ NDS-PAGE GDIip30 ir GDIip43 baltymai buvo
sékmingai atskirti, taciau, reikia paminéti, kad Siy baltymy iSeiga saglyginai
buvo maza (kokybinis vertinimas taikant NDS-PAGE). Pavykus identifikuoti
GDIip30 fermento aminorigi¢iy seka, galima biity apibréZti minimalig
Geobacillus lipaziy struktiira, kuri dar geba islaikyti lipolizinj aktyvumg ir
tarnauti kaip pilnavertis biokatalizatorius. Siame darbe buvo susikoncentruota j
Sio baltymo atskyrimg nuo GDIip43 lipazés ir Siy naujy baltymy savybiy

analize.

3.3.5 GDIip30 ir GDlip43 lipaziy fizikinés, cheminés bei katalizinés

savybés

3.3.5.1 Pagrindiniy kataliziniy konstanty jvertinimas

Tolesniuose darby etapuose buvo jvertintas GDIip30 ir GDlIip43
lipaziy savitasis aktyvumas bei pagrindinés katalizinés konstantos ir gautos

vertés palygintos su tévinémis lipazémis. Rezultatai pateikti 3.7 lenteléje.

3.7 lentelé. GD grupés lipaziy bei po baltymy inzinerijos eksperimenty gauty GDlip30 ir GDlip43
lipaziy pagrindiniy kataliziniy konstanty jvertinimas. Matavimai atlikti naudojant p-NP dodekanoata,

pH 9, 55 °C.

I Vmax Katalizinis

Savitasis Km Kkat efektyvumas
Baltymas alitej/yrigas nggrgglmig | (MM) (min-) !‘(Ifat/Km _

(min’t mM)
GD-95 400 40,82 4,35 1,78*108 4,10*10°
GD-66 22 9,05 14,29 3,93*10° 2,75*10*
GD-28 60 28,01 11,74 1,22*108 1,04*10°
GDlip30 40 11,15 7,14 3,38*10° 4,73*10*
GDlip43 40 8,65 6,67 3,76*10° 5,64*10*
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Atlikus gauty baltymy aktyvumo ir kataliziniy konstanty palyginimag
buvo nustatyta, kad abiejy naujy fermenty lipolizinis aktyvumas yra 40 U/mg.
Sios vertés 10 karty maZesnés uz GD-95 lipazés, bet 2 kartus didesnés uz GD-
66 lipazés aktyvumg. Vmax vertémis GDIlip43 ir GDIlip30 lipazés artimiausios
GD-66 lipazei, tuo tarpu Km reikSmés artimesnés GD-95 lipazei. Tai rodo, kad
naujieji baltymai pasizymi didesniu savitumu p-NP dodekanoatui, kuris buvo

naudojamas Siuose matavimuose, lyginant su GD-66 ir GD-28 lipazémis.

Informacijos apie Geobacillus isskiriamy lipaziy katalizines konstantas
néra daug. Literatiiroje galima rasti informacijos apie kelias Geobacillus
lipazes, kuriy pagrindinés katalizinés konstantos buvo nustatytos substratu
naudojant p-NP palmitatg. N. A. Soliman su bendraautoriais (2007) nustaté G.
thermoleovorans YN lipazés Km ir Vmax konstantas, kurios buvo atitinkamai
1,1 mM ir 25,2 pumol/min mg baltymo. G. stearothermophilus HU1 lipazés Km
Ir Vmax vertés — atitinkamai 0,23 mM ir 0,161 pumol/min/ml (Massadeh ir kt.,
2012). G. stearothermophilus MC-7 lipazés — 0,33 mM ir 188 pmol/min/mg
baltymo (Kambourova ir kt., 2003), o Bacillus sp. termostabilios lipazés —
0,0016 mM ir 0,885 mM/min/ml (Saeed ir kt., 2005). Kaip matyti i§ pateikty
duomeny, kataliziniy konstanty vertés varijuoja ir tai priklauso nuo kiekvieno

konkretaus baltymo.

Naujy GDIip30 ir GDIlip43 lipaziy katalizinés konstantos Kiat ir
katalizinio efektyvumo nustatyti jverciai taip pat artimesni GD-66 lipazei.
GDlip30 ir GDlip43 lipaziy katalizinis efektyvumas — 4,73*10* min* mM* ir
5,64*10* min't mM-1, atitinkamai. Sios vertés 10 karty maZesnés uz GD-28 ir
GD-95 lipazés vertes. Taigi, aktyvumu bei pagrindiniy kataliziniy konstanty
jverCiais naujos, po baltymy inZinerijos eksperimenty gautos lipazés
artimiausios GD-66 lipazei, nors §iy fermenty savitasis aktyvumas pageréjo du

kartus, lyginant su GD-66 tévine lipaze.

GD-95 ir GD-66 lipazés pasizymi didziausiu lipolizinio aktyvumo
skirtumu (3.7 lentel¢). GDIlip43 variantas artimesnis GD-66 lipazei, todél
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galima daryti prielaida, kad aminortigStys, kuriomis skiriasi Sios trys lipazés,
gali buti reikSmingos Geobacillus lipaziy lipoliziniam aktyvumui. Keliama
hipotezé, kad Sios aminoriigstys galéty biiti Argl53 ir Phel54, kurios yra GD-
95 lipazéje, taciau visose kitose tiriamose lipazése jos yra pakeistos j His153 ir
Vall54 (3.11 pav.). Kita aminortigstis kandidaté — Leu247, kurig Sioje padétyje
turi GDlip43. GD-66 lipazéje Sioje padétyje lokalizuota Ser, o GD-95 lipazéje
— Pro aminoriigstis. Salia $ios padéties yra isidésGiusios aminoriigstys,
dalyvaujanCios sudarant sgveikg su substratu (Trp234, Ala240, Leu244
(Carrasco-Lopez ir kt., 2009)). Kaip bus parodyta tolimesniuose skyreliuose,
GD-66 lipazé pasizymi mazesniu geb¢jimu hidrolizuoti ilgagrandzius
substratus lyginant su GD-95 ar hibridine GDIlip43 lipaze. Todél neatmetama
galimybe, kad 153, 154 ir 247 padétyse iSsidés€iusios aminoriigStys gali daryti
jitaka ir fermento substratiniam savitumui. Aminortigs¢iy skirtumai sekoje gali
lemti poky¢ius tretinéje struktiiroje ir tuo paciu skirtingg gebé&jimg prisijungti ir
hidrolizuoti naudojama substratg. Siy aminoriigi¢iy vaidmens uZtikrinant
lipolizin; aktyvumg jvertinimas bei svarba lemiant substratinj fermenty

savitumg — ateities tyrimy uzdavinys.

3.3.5.2 Temperatiiros jtaka GDIlip30 ir GDlip43 lipaziy aktyvumui ir

stabilumui bei pH jtaka fermenty veiklai

GDIlip30 ir GDIlip43 lipaziy veiklai optimalaus pH jvertinimas bei
temperatiiros jtaka fermenty aktyvumui ir stabilumui pateikti 3.20 pav. Kartu
pateikiami ir téviniai GD-95, GD-28 ir GD-66 fermentai, siekiant iSryskinti
panasumus ir skirtumus tarp pradiniy ir naujy baltymy (3.20 pav.).
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3.20 pav. Temperatiros jtakos GD-95, GD-66, GD-28 ir naujy GDIlip30 bei GDIip43 lipaziy
aktyvumui (a) ir stabilumui (c) bei pH jtakos tiriamy fermenty veiklai (b) jvertinimas. GD-28 — taskiné
linija su uzpildytu apskritimu; GD-66 — tagkiné linija su tuséiu apskritimu; GD-95 — taskiné linija su
uzpildytu kvadratu; GDIlip43 — tiesi linija su uzpildytu rombu; GDIip30 — tiesi linija su uZpildytu

trikampiu.

121



Idealiu atveju naujos sukurtos lipazés turéty pasizyméti tiek geresniu
aktyvumu aukStose temperatiirose, tiek didesniu stabilumu jose. GDlip43
lipazés nustatyta optimali veiklai temperatiira — 50 °C, tac¢iau 99% aktyvumu
Sis fermentas pasizymi ir 55-60 °C temperatiiroje. 50-65 °C temperatiiry
intervale reikSmingy skirtumy nuo kity GD grupés lipaziy iSskirti nepavyko,
kadangi Siose temperatiirose visos GD grupés lipazés pasizymi aukStu
savituoju lipoliziniu aktyvumu. Tuo tarpu 70 °C temperatiiroje GDlip43 lipazé
pasizymi reik§mingais skirtumais nuo visy kity tirty fermenty. GD-28 ir GD-95
lipazés Sioje temperatiiroje iSlaiko tik 4 % savo aktyvumo, o GD-66 — 45 %.
Naujasis po baltymy inzinerijos eksperimenty gautas fermentas Sioje
temperatiiroje demonstruoja 66 % savitojo lipolizinio aktyvumo. Skirtumai
reikSmingi su p-verte 0,003 (su GD-28 ir GD-95 lipazémis) bei 0,02 (GD-66
lipazé). 75-85 °C intervale GDIlip43 lipazé vél panaSiausia | GD-66 tévine
lipaze ir 85 °C temperatiiroje geba islaikyti 3 % savo aktyvumo (3.20a pav.).

Vertinant naujojo fermento temperatiirinj stabilumg GDlip43 lipazé
pasizyméjo reik§mingais skirtumais nuo GD-66 ir GD-95 lipaziy. Po 30 min.
inkubacijos 65 °C GDlip43 lipazé islaiko apie 50 % savo lipolizinio aktyvumo,
kai GD-95 lipazés §i verté yra 36 %, o GD-66 lipazés — vos 9 %. ReikSmingas
skirtumas (p-verté 0,01) nustatytas tik GD-66 lipazés atveju. Nors savo
aktyvumu ir anksCiau aptartu temperatiriniu profiliu GDlip43 lipazé buvo
panasiausia ] GD-66 lipaze, visgi Siam lipolizinj aktyvuma turin¢iam baltymui
budingas didesnis stabilumas aukStose temperatiirose nei tévinei GD-66
lipazei. GDlip43 lipazé po inkubacijos 80 °C temperatiiroje iSlaiko 3 % savo
aktyvumo. Sia savybe GDlip43 lipazé pasizymi panasumu j GD-28 lipaze, kuri
i$siskyré didziausiu stabilumu aukStose temperatiirose ir po poveikio 80 °C

islaiké 10 % savo aktyvumo (3.20c pav.).

pH itakos fermenty veiklai analizé reikSmingg skirtumg parod¢ tik ties
pH verte 11, kur GDlip43 lipazé rodo 80 % santykinio aktyvumo. Kity lipaziy
aktyvumas tokio pH aplinkoje yra kelis kartus mazesnis (3.20b pav.).
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Skirtumai yra reik§mingi su GD-28, GD-95 lipazémis (p-verté 0,02) ir GD-66
(0,01) lipazémis.

Antroji po DNR mai§ymo ir klaidingosios PGR gauta lipazé GDlip30
nuo kity GD grupés lipaziy skiriasi savo optimalia veiklos temperatiira, kuri
yra 40-50 °C, o didesnj nei 25 % santykinj lipolizinj aktyvuma ji iSlaiko iki 75
°C (3.20a pav.). Pastargja savybe ji panasi ] GDIlip43 bei téving GD-66 lipazes,
taCiau reikSmingai skiriasi nuo GD-28 lipazés. Skirtumas reikSmingas su p-
verte 0,001. Temperatiirinio stabilumo profiliu ji taip pat artimiausia GD-66

lipazei (jau po 30 min. inkubacijos 70 °C fermentas visiskai inaktyvinamas).

Vertinant pH jtaka naujy lipaziy lipoliziniam aktyvumui, reikSmingy
skirtumy nuo téviniy GD lipaziy nebuvo nustatyta (3.20b pav.).

Po DNR mais§ymo ir klaidingosios PGR gauta GDlip43 lipazé
demonstruoja geresnj lipolizinj aktyvuma auksStose temperatiirose nei GD-95 ir
GD-28 lipazés, o 70 °C temperatiiroje ji geriau veikia ir uz GD-66 lipaze. Taip
pat Sis sintetinis Geobacillus lipaziy variantas pasizymi didesniu
temperatiiriniu stabilumu lyginant su GD-66 ir GD-95 lipazémis. Tuo tarpu

GDlip30 lipazé reikSmingy teigiamy pokyciy neparodeé.

3.3.5.3 Substratinis savitumas ir organiniy tirpikliy jtaka GDIip30 ir
GDIlip43 lipaziy funkcionalumui

Ivertinus lipaziy aktyvumg ir stabilumg skirtingose temperatiirose,
buvo nustatytas GDIip30 ir GDlip43 lipaziy substratinis savitumas (3.8 lentelé)
bei kai kuriy organiniy tirpikliy jtaka Siy fermenty veiklai (3.9 lentel¢).
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3.8 lentelé. GD-95, GD-66, GD-28 ir naujy GDIlip30 bei GDIlip43 fermenty substratinio savitumo
jvertinimas. Vertinant substratinj savituma, reakcija vykdyta pH 7, 55 °C temperataroje. Substratinis

savitumas vertintas kiekvienam fermentui individualiai.

TIRIAMO FERMENTO SANTYKINIS LIPOLIZINIS

SUBSTRATAS AKTYVUMAS (%)
GD-95 GD-66 GD-28 GDIlip43  GDIip30
p-NP acetatas (C2) 87 +1,41 50+1,41  81+1,41 87+6,36 15+0,71
p-NP butyratas (C4) 100 100 100 61+1,41 100
p-NP heksanoatas (C6) 95 +4,07 57 +2,66  45+1,41 47+4,24 63+2,12
p-NP oktanoatas (C8) 88 +4,95 21+1,41  65+1,41 780,71 54+5,66

p-NP dodekanoatas (C12) 80 +1,41 4+1,41 760,71 92+2,12 33+2,12
p-NP tetradekanoatas (C14) 43 £7,78 411,41 71+1,41 39+1,41 260,71
p-NP heksadekanoatas (C16) 35 +2,83 441,41 5+2,12 37+£1,41 0
p-NP oktadekanoatas
(C18) 26 £2,12 0 0 18 0

3.9 lentelé. Organiniy tirpikliy (25 %) jtakos GD-95, GD-28, GD-66 ir GDIip30 bei GDIip43 lipaziy
aktyvumui jvertinimas. 100 % — fermenty aktyvumas nepaveikus organiniu tirpikliu. Lyginimas

atliktas kiekvieno individualaus fermento ribose. Reakcijos salygos: pH 9, 55 °C, substratas — p-NP

dodekanoatas.
TIRIAMO FERMENTO SANTYKINIS LIPOLIZINIS

POVEIKIS AKTYVUMAS (%)
GD-95 GD-66 GD-28 GDlip43 GDlip30
DMSO 60+4,4 90+3,54 97 134+7,07 110+3,43
DMF 113+6,8 106+4,95 98+1,82 117+4,95 123+5,65
Etanolis 122+6,5 87+6,26 103+0,71 115+3,5 96+6,36
Metanolis 80+2,6 88+2,12 98+2,12 147+4,95 139+3,54
Acetonas 90+1,8 10040,71 96+1,41 1474495 62+3,54
Izopropanolis 104+3,5 91+2,83 94+2 82 76x1,41 78+5,66
n-butanolis 104+4,3 90 100+2,82 107+9,90 62+3,54

GDlip43 lipazés geriausiai hidrolizuojami substratai — p-NP acetatas ir
p-NP dodekanoatas (3.8 lentelé). Vertinant santykinj aktyvumg §io baltymo
geb¢jimas hidrolizuoti p-NP acetata, p-NP oktanoata, p-NP dodekanoata, p-NP
tetradekanoatag ir p-NP heksadekanoata yra artimas GD-95 lipazei.
ReikSmingai skiriasi tik GDlip43 lipazés gebéjimas hidrolizuoti p-NP butirata.
GDlip43 lipazé pasizyméjo 61 % lipoliziniu aktyvumu hidrolizuodama §j
substratg. Kitos Siame etape analizuotos lipazés pasizymi 100 % lipoliziniu
aktyvumu hidrolizuodamos p-NP butiratg. Skirtumai yra reikSmingi su p-verte

0,0006 visoms tévinéms lipazéms.
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GD-28 ir GD-66 lipazés pademonstravo labiau esterazéms biidinga
elgesj naudotomis reakcijos sglygomis (aplinkos pH 7). Tokiomis salygos GD-
28 ir GD-66 lipazés negali hidrolizuoti C18 ilgio substraty. GDIip30 fermentas
taip pat demonstruoja esterazinj aktyvumg: 100 % lipolizinis savitasis
aktyvumas nustatytas substratu naudojant p-NP butiratg, o ilgesni nei 14
anglies atomy substratai apskritai néra hidrolizuojami, kai reakcija atlickama

pH esant 7, 55 °C temperatiiroje.

Organiniy tirpikliy jtakos fermenty aktyvumui analizé¢ (3.9 lentel¢)
parodé, kad GDlip43 lipaze aktyvuoja visi naudoti organiniai tirpikliai,
iSskyrus izopropanolj (lipolizinis aktyvumas sumazéja 24 % po 30 min.
inkubacijos su Siuo alkoholiu). Slopinant GDIlip43 lipaze izopropanoliu
skirtumas nuo kity lipaziy reikSmingas su p-verte 0,02. ReikSmingi skirtumai
nuo téviniy lipaziy aktyvinant GDlip43 lipaze nustatyti DMSO, metanolio ir
acetono atvejais. DMSO atveju skirtumai reiksmingi su GD-95 (p-verté 0,006),
GD-28 ir GD-66 lipazémis (0,02). Naudojant metanolj skirtumai reik§mingi Su
p-vertémis 0,004 (GD-95 lipaze), 0,006 (GD-28 lipaz¢) ir 0,004 (GD-66
lipazé). Acetono atveju reikSmingumo lygmuo siekia 0,004 (GD-95 lipaze),
0,005 (GD-28 lipazé) ir 0,006 (GD-66 lipazé).

Nors GDlip43 lipazés savitasis aktyvumas keliasdeSimt karty mazesnis
nei GD-95 lipazés, ji pasizymi geromis temperatiirinio aktyvumo bei stabilumo
charakteristikomis bei savybe biti aktyvinamai jvairiais organiniais tirpikliais,
kas, kaip jau ne karta buvo minéta, yra be galo svarbu norint lipoliziniu
aktyvumu pasizymincius baltymus taikyti kaip biokatalizatorius jvairiose
pramoneés srityse. Visgi Sios lipazés aktyvumo ir iSeigos gerinimas —

potencialus ateities tyrimy uzdavinys.

GDIip30 lipazé¢ didesniu lipoliziniu aktyvumu pasizymi po poveikio
DMSO, DMF ir metanoliu (3.9 lentelé), o slopinimas izopropanoliu yra

artimas GDlip43 lipazei. ReikSmingi skirtumai tarp dviejy naujy lipaziy
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(GDIip30 ir GDIlip43) nustatyti acetono ir n-butanolio atvejais. Skirtumai yra

reikSmingi su p-vertémis 0,003 ir 0,02, atitinkamai.

Po DNR maiSymo ir klaidingosios PGR gautos GDlip43 ir GDIlip30
lipazés — nauji lipoliziniu aktyvumu pasiZymintys fermentai, prapleciantys
natiiraliai egzistuojanéiy Geobacillus lipaziy jvairove. Siy fermenty analizé —

ne tik Sio darbo, bet ir ateities tyrimy uzdavinys.
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Apibendrinimas

Siame darbe sujungus bioinformatine analizg, geny inZinerijos,
enzimologijos ir biochemijos principus bei pritaikius baltymy inZinerijos
metodus, tokius kaip dviejy skirtingais aktyvumais pasizyminciy baltymy
jungimas, taikiniui specifiné mutagenezé, kuri persipyné su Ala skenuojancia
mutageneze bei DNR maisymo ir klaidingosios PGR metodikas, pavyko aptikti
ar naujai sukurti, klonuoti, iSgryninti bei iSanalizuoti astuoniolika baltymy.
Vykdytus eksperimentus galima skirti j tris kryptis: pirmoji — Ala skenuojanti
mutagenezé, kuri buvo skirta GD-95-10 lipazés iSsamesnei analizei ir Asp371,
Phe375 ir Tyr376 vaidmens uztikrinant Geobacillus lipaziy funkcionaluma
nustatymui; antroji — naujo sulieto baltymo kiirimas, naudojant du skirtingais
aktyvumais pasizyminius fermentus; ir treCioji — DNR maiSymo ir
klaidingosios PGR eksperimentai, kuriy déka buvo gautos dvi naujomis

savybémis pasizymincios lipazés.

Pirmajame eksperimentinio darbo etape didZiausias démesys buvo
skiriamas Geobacillus sp. 95 kamieno sintetinamai lipazei GD-95 ir jos
variantams be 10 (GD-95-10) ir 20 (GD-95-20) C-galiniy aminortigs¢iy. Kaip
parodé tyrimy rezultatai, GD-95-10 lipazé islieka aktyvi ir funkcionali, tuo
tarpu GD-95-20 lipazés aktyvumas reikSmingai sumazéja. C-galiniy
aminoriig8§¢iy analizé in silico atskleidé, kad C-galiniame regione
i§sides¢iusios aminoriigstys formuoja al3 spirale. Sioje spiraléje isidéséiusiy
aminortigsciy tarpe nustatytos kelios konservatyvios aminortigstys, kurios
budingos daugelio mikroorganizmy iSskiriamoms lipazéms. Kelios i§ jy
(Asp371, Phe375 ir Tyr376) buvo pakeistos j Ala, iskélus hipoteze, kad biitent
juy praradimas yra vienas i§ veiksniy, kodeél GD-95-20 lipazés aktyvumas ir
funkcionalumas drastiskai sumazéja, o GD-95-10 lipazé islieka aktyvi. Tuo
remiantis buvo sukurti sesi GD-95-10 lipazés mutantai. Aktyvumo ir baltymy
iSeigos analizé parodé, kad mutacijos stipriai sumazino GD-95-10 lipazés
aktyvuma ir iSeigg. ReikSmingiausiais lipolizinio aktyvumo pokyciais

vienguby mutanty tarpe pasizyméjo Asp371Ala mutantas. Sis mutantas
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pasizyméjo ir maziausiu temperatiriniu Stabilumu. Tuo tarpu didziausi
temperatirinio veiklos profilio pokyciai nustatyti po Phe375Ala mutacijos. Tai
leido daryti i$vada, kad Asp371 yra svarbesné uztikrinant Geobacillus lipaziy

stabilumg aukstose temperatiirose, o Phe375 uztikrina lipolizinj aktyvumga jose.

Analizé in silico parodé, kad daugiausiai tiesioginiy ar netiesioginiy
ry$iy su aminortgstimis, kurios jeina ] ,0ksianijoninés kiSenés* sudétj,
dalyvauja prijungiant substratg ar stabilizuoja tarpinj produkts, formuoja
Tyr376. Dvigubi Tyr376Ala ir Asp371Ala ar Phe375Ala mutantai
pademonstravo maziausias katalizinio efektyvumo reik§mes. Sie rezultatai
rodo, kad visos trys Siame darbe tirtos aminortigStys yra svarbios uZztikrinant
Geobacillus lipaziy funkcionaluma. Sig i§vada pagrindé ir mutanty tretiniy
struktiry analizé. Bioinformatiné analizé parodé, kad po Asp371Ala,
Phe375Ala ar Tyr376Ala vienguby ar dviguby mutacijy pakinta atstumai tarp
kataliziniy aminoriigsciy Serl13, Asp317 ir His 358. Visuose mutantuose
atstumas tarp kataliziniy Ser113 ir His358 aminortigs¢iy yra padidéjes beveik
du kartus. DidZiausi skirtumai nustatyti mutantuose, kurie turi Phe375Ala
pakaita. Tai dar kartg patvirtino iSkelta hipoteze¢, kad Phe375 yra svarbus

moduliuojant lipazés aktyvumg aukStose temperattrose.

Taigi, Asp371, Phe375 ir Tyr376 yra svarbios palaikant GD-95-10
lipazés aktyvumg ir gali buti viena svarbiausiy priezas¢iy, kodél jy netekus
GD-95-20 lipazés aktyvumas stipriai sumazéja. Siame darbe atlikta analizé
pirma kartg parodé ne tik Asp371, Phe375 ir Tyr376 aminoriugsciy vaidmenj ir
svarbg uztikrinant Geobacillus lipaziy tinkamg veikla, bet ir tai, kad net vienos
aminoriigSties mutacija gali sukelti drastiSkus pokyc€ius tretinéje fermento
struktiiroje ir taip nulemti sumazéjusj (ar padidéjusj) aktyvuma bei pakitusj

funkcionaluma.

Antroji  darby kryptis — skirtingu substratiniu  savitumu,
temperatiiriniu  aktyvumu bei stabilumu pasiZzymin¢iy dviejy fermenty

jungimas. Siy eksperimenty tikslas — sukurti nauja sulieta fermenta, Kuris
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pasizyméty geresnémis savybémis, lyginant su pirminiais fermentais, ir galéty
konkuruoti su jau egzistuojaniais biokatalizatoriais. Siems eksperimentams
buvo pasirinktos Geobacillus sp. 95 kamieno sintetinamos GD-95 lipazé bei
GDEst-95 esterazé. Nors abu fermentai, remiantis jy struktiira, priklauso o/
hidrolaziy klasei, reikSmingy aminoriig§¢iy seky panasumy nebuvo nustatyta.
Svarbu paminéti, kad iki Siol duomeny apie Geobacillus genties bakterijy
iSskiriamas 55 kDa esterazes buvo labai nedaug. Egzistuoja tik kelios su jomis

susijusios publikacijos.

Kaip parodé eksperimentiniai rezultatai, GDESt-95 esterazé pasizymi
geresniu aktyvumu ir stabilumu auksStose temperatiirose lyginant su GD-95
lipaze, ja aktyvuoja izopropanolis, n-butanolis bei jvairGs detergentai.
Pastarieji junginiai GD-95 lipazés veikla slopina. Taip pat GDEst-95 esterazei
budingas paprastesnis gryninimas. GD-95 lipazés privalumai — gebéjimas
hidrolizuoti ilgy grandiniy substratus, ja aktyvuoja etanolis ir DMF, ir ji
pasizymi didesniu savituoju lipoliziniu aktyvumu nei GDESst-95 esterazé. Sios
savybés 1émé, kodél pirmojo lipolizinio sulieto biokatalizatoriaus GDEst-lip
kiirimui buvo pasirinkti butent Sie du fermentai. Taip pat buvo sukonstruoti
sulieti GDLip-lip ir GDEst-est fermenty variantai, siekiant jvertinti, kokig jtaka

$iy baltymy funkcionalumui turés papildomo to paties domeno prijungimas.

Jungiant du skirtingus baltymus tarpusavyje buvo iskelta hipoteze,
kad naujasis fermentas turéty pasizyméti abiejy baltymy savybémis arba
demonstruoti tarpinj variantg, jei pirminiy téviniy fermenty atitinkamos
savybés reikSmingai skiriasi. Jvertinus naujy sukurty fermenty savitaji
lipolizinj aktyvuma, pagrindines katalizines konstantas bei chemines ir
fizikines savybes buvo nustatyta, kad GDEst-lip fermentinis liejinys pasizymi
didziausiu lipoliziniu aktyvumu 1§ visy Siame darbe tirty, lipoliziniu aktyvumu
pasizyminéiy baltymy ir gali konkuruoti su komerciniais lipaziy / esteraziy
preparatais. Pagrindiniy kinetiniy konstanty vertés taip pat pageré¢ja lyginant su
GDEst-95 esteraze, bet yra mazesnés uz GD-95 lipazés vertes, kas patvirtina

hipoteze apie demonstruojamas tarpines savybes.
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Fizikiniy ir cheminiy savybiy analizé parodé, kad GDEst-lip lipazé /
esterazé pasizymi tiek abiejy, ji sudaranciy fermenty savybémis, tiek
demonstruoja isskirtines, tik jam buidingas ypatybes ir geba veikti placiame
temperatariniame (5-90 °C) bei pH (6-12) spektre. Taip pat pageréja
gebéjimas skaidyti ilgos riebaly rugsciy grandinés substratus, lyginant su
GDEst-95. Ivairiy detergenty poveikio fermenty veiklai tyrimai atskleidé, kad
GDEst-lip sulietas fermentas islaiko didelj santykinj aktyvuma po inkubacijos
su jvairiais Tween‘ais ir Triton X-100. Tai pranasumas prie§ monomering GD-

95 lipaze, kurig Sios medzZiagos visiSkai slopino.

Papildomo to paties domeno prid¢jimas, nors ir sumazino fermenty
lipolizin] aktyvumga, taiau pakeité optimalig jy temperatirg | didesn¢ puse.
Taip pat papildomas domenas pagerino GD-95 lipazés gebéjimag veikti
aukStose temperatiirose bei jos atsparumg detergenty poveikiui. Papildomo
GDEst-95 esterazés domeno pridéjimas padidino fermento geba hidrolizuoti
C14—C16 junginius. Tai galéjo nulemti pakites baltymo susilankstymas erdvéje

ir aminortigsciy, susijusiy su substraty prijungimu, prieinamumas substratui.

Apibendrinant galima teigti, kad papildomo domeno prid¢jimas gali
padéti moduliuoti fermenty savybes, keiciant jy veiklai optimaly pH,
temperatiirin} aktyvumg ir stabilumg. Geriausiomis savybémis pasizyméjo
sulietas GDEst-lip variantas. Gautas fermentas turi abiejy fermenty savybes ir
gali biiti puikus naujas biokatalizatorius, tatkomas pramonés procesuose, kurie
reikalauja aukstos temperattiros, Sarminés aplinkos ir / ar poveikio organiniais

tirpikliais (pvz. pramoniniy esteriy sintezé).

Kuriant naujus biokatalizatorius taip pat pritaikytas DNR maiSymas
bei klaidingoji PGR. Siame darbe iSanalizavus keturiy Geobacillus sp.
kamieny i$skiriamy lipaziy GD-95, GD-76, GD-66 ir GD-28 savybes, buvo
pasirinktos trys (GD-95, GD-66 ir GD-28), kurios naudotos tolimesniuose
tiesioginés evoliucijos eksperimentuose. Kadangi GD-66 lipazé pasizymi

geb¢jimu veikti aukStose temperatirose, GD-28 lipaz¢ rodo didziausia
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temperatiirinj  stabilumg, o GD-95 demonstruoja didziausig lipolizinj
aktyvumg, biitent jas koduojantys genai pasirinkti DNR maiSymo
eksperimentams. Optimizavus proceso salygas pavyko pagausinti fragmenta,
atitinkantj téviniy lipaziy geny dydj. Kadangi po DNR maiSymo eksperimenty
gautas geny variantas pasizyméjo dideliu panasumu ] pradines lipazes, jo
variabilumas buvo didinamas taikant klaidingaja PGR. Po $iy eksperimenty
gautas genas, koduojantis vieng ASR. Jvykdzius jo koduojamo baltymo
sintezeés analize, paaiSkéjo, kad po transliacijos yra gaunamos 2 naujos lipazes
(43 kDa — GDlip43 lipazé ir 30 kDa — GDIip30 lipazé). Keliama prielaida, kad
transliacijos metu ribosoma startiniu kodonu traktuoja kitg sekoje esantj ATG
kodong. Analizé in silico leido nustatyti kelis potencialius ASR, po kuriy
transliacijos galéty susidaryti 30 kDa baltymai, tafiau norint tai patvirtinti

reikalingi tolimesni $ios sekos ir GDlip30 baltymo tyrimai.

Fizikiniy, cheminiy bei kataliziniy savybiy analizé parod¢, kad tiek
GDIip30, tiek GDIlip43 lipazés savitasis aktyvumas yra 40 U/mg. Tai deSimt
karty mazesné verté nei GD-95 lipazés, taciau du kartus didesné nei GD-66
lipazés. GDIlip43 lipazé¢ savo Vmax bei katalizinio efektyvumo vertémis
artimesné GD-66 lipazei; Km reikSme bei gebéjimu hidrolizuoti p-NP esterius —
GD-95 lipazei, o gebéjimas iSlaikyti savo lipolizin] aktyvuma po inkubacijos
aukStose temperatiirose artimas tévinei GD-28 lipazei. Visgi kai kuriose
vietose ji reikSmingai skiriasi nuo visy pradiniy lipaziy. Kadangi daugeliu
atveju GDIip43 variantas artimas GD-66 lipazei, galima daryti prielaida, kad
aminortgstys, kuriomis skiriasi GD-95, GD-66 ir GDIlip43 lipazés, gali biiti
reikSmingos Geobacillus lipaziy lipoliziniam aktyvumui. Keliama hipotezé,
kad Sios aminoriigStys galéty biti Argl53 ir Phel54, kurios yra GD-95
lipazéje, taciau visose kitose tiriamose lipazése jos yra pakeistos 1 His153 ir
Vall54. Kita aminorigstis kandidat¢e — Leu247, kurig Sioje padétyje turi
GDlip43. GD-66 lipazéje Sioje padétyje lokalizuota Ser, o GD-95 lipazéje —
Pro aminoriigitis. Sie aminoriigiéiy skirtumai sekoje gali lemti poky¢ius

tretingje struktiiroje ir tuo paciu gebéjima prisijungti ir hidrolizuoti naudojama
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substratag. Siy aminoriigd¢iy vaidmens uztikrinant lipolizinj aktyvuma

jvertinimas — ateities tyrimy uzdavinys.

Antroji po DNR maiSymo ir klaidas darancios PGR gauta lipazé
GDlip30 nuo kity GD grupés lipaziy skiriasi savo zemesne optimalia veiklos
temperatiira bei geba iSlaikyti savo lipolizinj aktyvuma iki 75 °C. Siuo
atzvilgiu ji panaSi ;] GDIlip43 bei téving GD-66 lipazes, taciau reikSmingai
skiriasi nuo GD-28 ir GD-95 lipaziy. Temperatiirinio stabilumo profiliu ji taip
pat artimiausia GD-66 lipazei. ReikSmingi skirtumai tarp dviejy naujy lipaziy
(GDIip30 ir GDIlip43) nustatyti kai kuriy organiniy tirpikliy atveju. Vertinant
substratinj savitumg, GDlip30 lipazé demonstruoja labiau esterazéms biidinga
elgesj. Nauja gauta maZesnio dydzio GDIlip30 lipaze leidzia kelti ir minimalios
veiklios struktiiros 1idéja, kadangi iki Siol visy identifikuoty aktyviy
Geobacillus lipaziy dydis buvo 43 kDa.

Aptarti rezultatai rodo, kad baltymy inzinerijos metodai yra puiki
priemon¢ tiriant fermenty struktiiros ir funkcijos rysj, modifikuojant jau turimy
fermenty savybes ar kuriant naujus baltymus, kurie papildo nattralius, gamtoje
egzistuojancius fermentus. Nauji chimeriniai ar hibridiniai fermentai (baltymai,
sukurti jungiant du domenus ar gauti po DNR maiSymo ir klaidas darancios
PGR metody) yra puikus naujas biokatalizatoriy Saltinis. Tokie
biokatalizatoriai efektyviai gali pakeisti jvairius, pramon¢je naudojamus
cheminius katalizatorius ar bati geresné alternatyva jau Zinomiems
komerciniams fermenty preparatams. Siame darbe aptarti rezultatai ne tik
praplecia zinias apie Geobacillus lipaziy ir esteraziy struktiirg, funkcijas ir
pritaikymo potenciala, bet ir suteikia pagrindg tolimesniems S$iy fermenty

tyrimams.
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ISvados

. C-galiniame regione iSsidésCiusios aminoriigStys yra svarbios
Geobacillus lipaziy veiklai: Asp371 a.r. liekana svarbi palaikant
Geobacillus sintetinamy lipaziy stabilumg, Phe375 atsakinga uz
gebe¢jima veikti aukStose temperatiirose, o Tyr376 uZtikrina svarbiy
rySiy susidaryma tretinéje baltymo struktiiroje.

. Geobacillus sp. 95 kamiene identifikuota nauja 55 kDa dydzio esterazé
(GDEst-95), pasizyminti gebéjimu veikti pla¢iame temperatiry ir pH
intervale, termostabilumu, iSlaikanti aktyvuma po poveikio jvairiais
organiniais tirpikliais ir detergentais. D¢l Siy savybiy GDESt-95 esteraze
yra naujas pramonei patrauklus biokatalizatorius.

. Papildomo to paties domeno prijungimas padidino GDESst-95 esterazés
ir GD-95 lipazés optimalig veiklai temperatiira bei modifikavo Siy
fermenty temperatiirinj stabilumg. Taip pat pakito fermenty gebéjimas
hidrolizuoti jvairius p-NP esterius. Tokia strategija gali buti taikoma
tiksliniy fermenty savybiy modeliavimui.

. Naujas sulietas GDEst-lip fermentas pasizymi dideliu savituoju
aktyvumu (600 U/mg), gebé¢jimu veikti pladiame temperatary ir pH
intervale, termostabilumu, hidrolizuoja jvairaus ilgio p-NP esterius, jj
gali aktyvuoti organiniai tirpikliai ir jis iSlaiko aktyvuma po poveikio
jvairiais detergentais. Sios savybés rodo naujojo biokatalizatoriaus
potencialg biiti taikomam jvairiuose pramonés procesuose.

. Taikant tiesioging evoliucijg gauti du nauji Geobacillus lipaziy
variantai, i§ kuriy pirmas (GDlip43 lipaz¢) pasizymi didesniu aktyvumu
ir stabilumu aukstose temperatiirose, tuo tarpu antrasis (GDIip30) —
naujas ir vienintelis Geobacillus lipaziy variantas, pasiZymintis mazesne
molekuline mase nei jprasta iy mikroorganizmy lipazéms ir potencialus
ateities tyrimy objektas, siekiant identifikuoti minimalig Geobacillus

lipaziy veiklai reikalingg struktirg.
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