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IVADAS

Nuo pat pramonés revoliucijos pradzios Zmonija padaré didziulj progresa
technologijy, medicinos, ekonomikos srityse. Visgi XXI amziuje esame
priversti pazvelgti j neigiamus $io progreso padarinius Zemei. Neigiami
antropogeniniai veiksniai (oro ir vandens tarSa, misky kirtimas, didelis
neyranciy iSmetamy atlieky kiekis) kenkia pasaulio klimatui, gyvajai gamtai
ir zmogaus gerovei. Tai ne tik ekologiné, ta¢iau ir ekonominé problema.
Remiantis ekonominio bendradarbiavimo ir vystymosi organizacijos (angl.
The Organisation for Economic Co-operation and Development) (OECD)
duomenimis, vien dél oro tarSos, pasaulis patiria nuostolius, lygius 3,5 %
pasaulinio BVP (1768 mlrd. JAV doleriy) (Roy ir Braathen, 2017). Nors §i
tarSa kyla batent dél pramoninés gamybos, ji yra batina norint patenkinti
didéjancius zmonijos poreikius ir uztikrinant geresn¢ gyvenimo kokybe kiek
galima didesniam skaiCiui gyventojy. Taigi, yra batina ieskoti naujy
inovatyviy sprendimy, leidzianciy i$laikyti didelius gamybos tempus, taciau
turinc¢ius mazesnj zalingg poveikj aplinkai.

Vienas galimy budy pagerinti gamybos efektyvuma, nedarant Zalos
gamtai — platesnis fermenty taikymas pramongje. Fermentai — tai gyvy
organizmy sintetinami baltyminiai katalizatoriai, kuriy funkcija — pagreitinti
organizmo vykdomas chemines reakcijas. Lyginant su Kitais katalizatoriais
fermentai pasizymi trejomis naudingomis savybémis: efektyviai greitina
reakcijas (kai kurias daugiau negu 10 karty) (Radzicka ir Wolfenden, 1995),
specifiSkumu (priklausomai nuo fermento funkcijos gali sintetinti arba
skaidyti platy arba siaurg junginiy spektrg ar specifinius stereoizomerus) ir
reguliacija (kai kuriy fermenty funkcionalumas gali biti kontroliuojamas
papildomomis molekulémis, pavyzdziui kofaktoriais, arba sintezés
produktais, kurie slopina kity metaboliniy keliy fermentus) (Price et al., 1999).
Kadangi daznu atveju fermentai nekenkia aplinkai, yra bioskaidas ir gali bti
naudojami kelis kartus, didelis démesys yra skiriamas $iy katalizatoriy
pritaikymui pramonéje, aplinkos apsaugoje ar medicinoje. Fermenty taikymas
yra vienas perspektyviausiy, ekologiSkai draugisky dabartiniy ir ateities
problemy sprendimo budy.

Lipoliziniai fermentai — tai hidrolaziy, skelian¢iy karboksilesterinius rySius
lipiduose, grupé, gerai zinoma dél savo gebéjimo hidrolizuoti arba formuoti
esterinius rySius (dazniausiai tarp alkoholiy ir karboksiriigs¢iy). Dél savo
patraukliy savybiy, tokiy kaip didelio aktyvumo, stabilumo, gebéjimo veikti
organiniy tirpikliy aplinkoje, gebéjimo skaidyti jvairius substratus ar formuoti
jvairius produktus — nuo surfaktanty iki biodyzelino — lipoliziniai fermentai
ilga laikg taikomi pramonéje. Pastaruoju metu susidométa plastiky, turinciy
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esterines jungtis (poliesteriy), skaidymu naudojant lipolizinius fermentus.
Gebéjimas efektyviai pasalinti Siuos plastikus ne tik reikSmingai prisidéty prie
antropogeninés tar§os mazinimo, bet ir leisty panaudoti susidarancias atliekas
naujy, pridéting verte turinCiy junginiy sintezéje. Apjungus plastiky
biodegradacijos reakcija kartu su esteriy sintezés reakcijomis biity galima
supaprastinti §iuos procesus.

Polikaprolaktonas (PCL) — sintetinis, taciau biodegradabilus poliesteris,
kuris Siuo metu susilaukia vis didesnio démesio. Jis taikomas vaisty pernasai,
dirbtiniy audiniy karkasy kirimui ar 3D spausdinimo technologijose. Sis
polimeras ne tik pasizymi naudingomis savybémis medicinos pramongje,
taCiau taip pat yra placiai tiriamas, kaip komponentas plastiky kompozity,
kurie galéty pakeisti kitus, dazniau naudojamus ir tarSius polimerus, tokius
kaip PET (polietileno tereftalatas), PE (polietilenas) ir kt. Vis délto esama
ispéjimy, jog neturint bioskaidziy plastiky kompozity utilizavimui pritaikytos
efektyvios infrastruktiros, galime susidurti su identiska plastiky tarSos
problema. Lipoliziniai fermentai yra ne tik idealts kandidatai $iy polimery
skaidymui, taCiau dél gebéjimo vykdyti esterinimo reakcijas, alkoholiy
aplinkoje, jie galéty efektyviai pasitarnauti atlieky utilizavime ir pridétinés
vertés produkty kiirime.

Didelis démesys skiriamas ne tik naujy lipoliziniy fermenty paieskai ar
esamy fermenty pritaikymui, taciau ir jy modifikavimui ir gerinimui, norint
uztikrinti pramoniniy procesy efektyvuma, jskaitant ir poliesteriy utilizavima.
Taikant baltymy inZinerijos strategijas galima atlikti norimas baltymy
modifikacijas ir pagerinti fermenty aktyvuma, temperatirinj stabiluma,
substratinj savituma ar Kitas savybes, svarbias norimai funkcijai atlikti. Tokios
modifikacijos leidzia apeiti natiiralias fermenty ribas ir kurti tikslinéms
problemoms spresti skirtus biokatalizatorius. Fermentai paprastai gali bati
modifikuojami atliekant konkrecius norimus aminortig$éiy pakeitimus, arba
kuriant atsitiktiniy mutanty bibliotekas, kurios atrenkamos pagal tikslinj
pozymj ieskant norimomis savybémis pasizymincio lipolizinio fermento.
Pastarasis procesas, dél savo panaSumo | gamtoje vykstancia evoliucija,
vadinamas kryptingaja evoliucija (angl. directed evolution).

Nepaisant pasirinktos baltymy inzinerijos strategijos, galimi tiek geresniu,
tiek prastesniu aktyvumu pasizymintys fermentai. Net ir sumazéjes fermento
aktyvumas gali mokslininkams suteikti svarbios informacijos apie fermento
strukttros-funkcijos rySj. Aminoraigstys, kuriy pozicijas pakeitus, fermento
aktyvumas ar temperatirinis stabilumas krenta arba pasikei¢ia substratinis
savitumas leidzia identifikuoti iki tol neZinomus strukttrinius elementus, ar
ry$ius, atsakingus uz sékminga baltymo funkcionavimg. Apjungus gautas
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zinias mokslininkai gali tiksliau planuoti modifikacijas ir kurti specifiniams
tikslams jgyvendinti skirtus biokatalizatorius.

Kryptingosios evoliucijos savoka ne tik pasiskolino savo antrajj zodj i§
biologinés evoliucijos srities. Didéjant biologijos moksly
tarpdiscipliniSkumui savokos ir koncepcijos i§ evoliucijos moksly srities
pradétos pladiau taikyti ir baltymy inzinerijoje. Vienas i§ pavyzdziy —
evoliucijoje  minimos genotipo-fenotipo erdvés ir prisitaikymo reljefy
savokos. Sios koncepcijos — tai naujas biidas pazvelgti j baltymy inZinerija ir
misy taikomus atrankos kriterijus, kuriant geresnémis savybémis
pasizymincius fermentus. Klausimai tokie kaip — kodél tam tikri pozymiai yra
iSsaugomi, koks epistaziy (Siame kontekste — keliy mutacijy bendras poveikis,
kuris néra tapatus numanomam jy sudétiniam poveikiui) poveikis ir kokie
atrankos kriterijai turéty bati taikomi — gali biiti naudojami ne tik organizmy,
tadiau ir biomolekuliy, tarp jy ir baltymy kaitos analizéje.

Sioje disertacijoje démesys skiriamas Geobacillus genties sintetinamiems
lipoliziniams fermentams (lipazés ir karboksilesterazés). Dél savo gebéjimo
veikti aukstose temperatiirose, stabilumo, aktyvumo organiniy tirpikliy
aplinkoje, geb¢jimo katalizuoti tiek hidrolizés, tiek esteriy sintezés ir
peresterinimo reakcijas jie yra patrauklus fundamentiniy ir pritaikymo
pramonéje tyrimy objektas. Vis dél to apie kai kuriuos i$ jy kol kas zZinoma
gana nedaug, todél Siuo darbu siekiama praplésti strukttros-funkcijos zinias
apie maziau apraSytas, 55 kDa dydzio Geobacillus karboksilesterazes bei
jvertinti galimybe pritaikyti Geobacillus lipolizinius fermentus poliesteriy
perdirbimui.

Darbo tikslas: sukurti ir charakterizuoti naujus Geobacillus sp. 95
kamieno karboksilesterazés GDEst-95 variantus bei pritaikyti lipolizinius
fermentus (GDEst-lip, GD-95RM) kombinuotai polikaprolaktony hidrolizei ir
esteriy sintezei.

Darbo uzdaviniai:

1. Taikant taikiniui specifing mutageneze modifikuoti Geobacillus sp. 95
karboksilesteraze (GDEst-95) ir nustatyti naujas fermento funkcionalumui
svarbias aminorigstis;

2. Taikant kryptingosios evoliucijos metodus sukurti didesniu aktyvumu
ir/ar pakitusiu substratiniu savitumu pasizyminéius Geobacillus sp. 95
karboksilesterazés (GDEst-95) variantus;

3. Ivertinti Geobacillus sp. 95 sintetinamy lipoliziniy fermenty pagrindu
sukurty GD-95RM ir GDEst-lip fermenty gebéjima skaidyti polikaprolaktona;

4. Ivertinti organiniy tirpikliy jtaka fermentinei polikaprolaktony hidrolizei
ir identifikuoti susidarancius esterius.
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Mokslinis darbo naujumas ir praktiné reik§mé

Pastaruoju metu didelis démesys skiriamas antropogeninés tarSos
mazinimui bei ziedinés ekonomikos principams. Vienas didziausiy tarSos
sukéléjy, kurio poveikis jauc¢iamas visame pasaulyje, yra plastikai ir $iuo metu
intensyviai ieSkoma budy kaip perdirbti arba kitaip utilizuoti plastiko atliekas.
Perspektyvi ir daug démesio sulaukianti sritis yra mikroorganizmy i$skiriami
fermentai, kurie, tikimasi, galéty ne tik padéti suskaidyti plastiko atliekas iki
nekenksmingy produkty, taciau taip pat leisty jas panaudoti pridétinés vertés
produkty gamyboje. Geobacillus genties mikroorganizmy i$skiriami
fermentai turi didelj potencialg pasitarnauti tokiose pramonés $akose. Sie
fermentai pasizymi dideliu aktyvumu aukstose temperatiirose, yra stabilts
organiniy tirpikliy aplinkoje — savybémis, kurios labai svarbios atliekant
cheminés katalizés reakcijas, ypac kalbant apie esteriy sinteze.

Siame darbe buvo atlikta ankstesniy darby metu Geobacillus sp. 95
kamieno sintetinamy lipoliziniy fermenty pagrindu sukurty modifikuoty GD-
95RM lipazés (Druteika et al., 2020) ir GDEst-lip sulieto fermento
(Gudiukaite et al., 2017) gebé¢jimo hidrolizuoti PCL analizé. Rezultatai
parodé, jog abu fermentai geba efektyviai skaidyti PCL. Darbe taip pat pirma
kartg parodyta, kad poliesterio skaidymo efektyvumas reikSmingai padidéja
reakcijos tirpalg papildzius organiniais tirpikliais: etanoliu ar metanoliu. Taip
pat nustatyta, jog skaidymo misinj papildzius $iais organiniais tirpikliais,
fermentai atlieka 6-hidroksiheksoninés rugsties (6-HHA) esteriy sintezg. Tai
ne tik pirmg karta parodé galimg Geobacillus genties bakterijy lipoliziniy
fermenty panaudojimg poliesteriniy plastiky degradacijai, taciau taip pat
galimybe juos pritaikyti kuriant pridétinés vertés produktus kaip pradine
zaliavg panaudojant poliesterines atliekas. Remiantis gautais rezultatais ir
literatiiros analize modifikuoti Geobacillus genties mikroorganizmy
lipoliziniai fermentai yra vieni efektyviausiy aprasyty PCL skaidanc¢iy
fermenty.

Sio darbo metu taikant tikslinés mutagenezés ir kryptingosios evoliucijos
metodus taip pat plac¢iau buvo tiriama Geobacillus sp. 95 sintetinama 55 kDa
karboksilesterazé (GDEst-95) (Gudiukaite et al., 2017), siekiant praplésti
turimg informacija apie Sio fermento genotipo-fenotipo erdvg. Nors
Geobacillus spp. karboksilesterazés yra aprasytos literatiiroje, didZioji tyrimy
dalis koncentruojasi j mazesnio dydzio (30-35 kDa) karboksilesterazes, tuo
tarpu 55 kDa dydzio Geobacillus spp. sintetinamy karboksilesteraziy tyrimy
kiekis yra ribotas. Siuo metu pasaulyje paskelbtos tik kelios publikacijos apie
Sias esterazes. Dvi iSsamiausios joms skirtos publikacijos paskelbtos pries
daugiau negu 15 mety. Buvo parodyta, kad vienas artimiausiy $iai esterazei
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fermenty — Est55 karboksilesterazé gali buti panaudojama priesvéziniy vaisty
gamyboje. Platesnis $iy fermenty suvokimas leisty ne tik geriau suprasti
Geobacillus lipolizinius fermentus, ta¢iau kartu praplésty biotechnologijoje
taikomy fermentiniy jrankiy sarasa.

Remiantis ankstesniy darby metu atlikta analize, numanomai aktyvumui
svarbios aminoriigstys pakeistos naudojant tiksling mutageneze ir sukurti
keturi nauji mutantiniai GDEst-95 variantai: Gly108Arg, Ala410Arg,
Leu226Arg, Leud11Ala. Gauti aktyvumo rezultatai patvirtino hipoteze, kad
Gly108 ir Ala410 yra Sio fermento aktyvumui svarbios aminortigstys, tuo
tarpu Leu226Arg mutantas pasizyméjo didesniu reakcijos greiciu, taciau
mazesniu afiniSkumu substratui. Leu411Ala mutantas pasizyméjo didesniu
bendruoju aktyvumu ir geresnémis katalizinémis charakteristikomis.

Taikant klaidingaja polimerazés grandining reakcija (PGR) gauti 3 nauji
GDEst-95 variantai: GDEst-RM1, GDEst-RM2, GDEst-RM3. Visi trys
variantai pasizyméjo didesniu savituoju aktyvumu, geresnémis katalizinémis
savybémis ir yra nauji efektyvesni biokatalizatoriai lyginant su pradine
GDEst-95 karboksilesteraze. Didziausiu aktyvumu pasizymintys variantai
GDEst-RM1 (Arg75GIn) ir GDEst-RM2 (Gly20Ser ir Arg75GIn) turéjo ne tik
vieng bendra mutacija, taciau abi pakeistos aminoragstys, remiantis
numanoma baltymo struktiira, yra lokalizuotos toliau nuo katalizinio centro,
ant baltymo pavirsiaus. Tai leidzia teigti, jog GDESt-95 esterazés veikimui
svarbios aminoriigS§tys yra lokalizuotos ne tik netoli fermento aktyviojo
centro. Tolimesnis Sio fermento pavirSiaus aminortigs¢iy modifikavimas gali
leisti gauti naujomis, geresnémis savybémis pasiZymincius biokatalizatorius.
Ligando-baltymo santykio analizé, lyginant GDEst-95 ir GDEst-RM2
esterazes, parodé, jog dvi jvykusios mutacijos turéjo poveikj ir kitoms
aminoriigstims, dalyvaujanéioms sudarant kontaktg su substratu. Mutacijos
atveju nustatytos dvi papildomos sgveikos formuojamos tarp fermento ir
substrato, o bendrai abu fermentai skiraisi penkiomis sgveikomis. Remiantis
LigPlot+ analize, Tyr311l ir Leu4l3 aminoriigStys yra nauji taikiniai
tolimesniems GDEst-95 esterazés ir kity jai artimy karboksilesteraziy
tyrimams, siekiant i$siaiskinti $iy fermenty aktyvumui ir substrato prijungimui
svarbias aminoragstis.

Sio darbo rezultatai suteikia tiek teoriniy jzvalgy apie mazai tirtas
Geobacillus spp. karboksilesterazes, liudija apie pavirSiniy aminoriigsciy
svarbg fermenty aktyvumui, tiek rodo potencialy Geobacillus bakterijy
lipoliziniy fermenty panaudojimg poliesteriniy plastiky utilizavime ziedinés
ekonomikos principais.
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Ginamieji teiginiai:

1. Glyl08, Ala410, Leu226 ir Leu4ll aminoriigStys yra svarbios
GDEst-95 karboksilesterazés aktyvumui, o modifikacijos Siose padétyse gali
lemti reik§Smingus fermento aktyvumo pokycius.

2. Nuo aktyviojo centro toliau lokalizuoty aminortigséiy mutacijos gali
lemti geresnes GDESst-95 karboksilesterazés katalizines ir fizikines/chemines
savybes.

3. Modifikuoti Geobacillus genties lipoliziniai fermentai GD-95RM ir
GDEst-lip — konkurencingos poliesterazés, galincios efektyviai skaidyti
polikaprolaktong.

4. GD-95RM ir GDEst-lip geba vykdyti kombinuota skirtingos
vidutinés molekulinés masés polikaprolaktony hidroliz¢ ir gauty produkty
metil-, etil- esteriy sinteze.
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1. LITERATURINE ANALIZE
1.1 Lipoliziniy fermenty strukttira

Dauguma lipoliziniy fermenty priklauso o/f hidrolaziy superSeimai
(Bornscheuer, 2002), taciau esama iSim¢iy: kai kurios lipazés pasizymi o/p/a
superSeimai arba B-laktamaziy superSeimai biidingu erdviniu susilankstymu
(Bashiri et al., 2022). Tuo tarpu o/f superseimai taip pat priskiriami ir Kiti
fermentai: acetilcholino esterazés, acil-transferazés, amidazés, dehalogenazés,
dienelktono hidrolazés, epoksido hidrolazés, hidroksinitrilo liazés,
peroksidazés, proteazés, tioesterazés, peptidazes, pektinazés ir Kiti fermentai
(Bauer et al., 2020). Nors tarpusavyje lipoliziniy fermenty seky panasumas
gali bti labai Zemas (kartais zemesnis negu 20 %) didzioji jy dalis pasizymi
jprastais lipoliziniy fermenty struktiiros elementais (Kovacic et al., 2018).
Atsizvelgiant | tai, jog remiantis aminoriigsciy sekomis nemazai negiminingy
baltymy formuoja labai panasias erdvines struktiras, kai kurie autoriai teigia,
jog struktiiry erdvé yra testiné — yra daug keliy, kuriais baltymai gali
evoliucionuoti nuo vienos erdvinés struktaros iki kitos (Bauer et al., 2020).
Pagrindiniai lipoliziniy fermenty struktiiriniai elementai yra o/p klosté (arba
o/P/o klosté), katalizinés aminortigStys, nukleofiliné alkiing, joje lokalizuotas
katalizinis pentapeptidas (GDSL lipazése ir VIII Seimos lipazés Sios struktiiros
nerandamos), oksianijoniné ertmé, dangtelio arba kepurélés struktaros, N-
arba C- galo struktiros.

Tiek lipazés, tiek esterazés turi a/p klostés strukttirg (1.1A pav.) arba o/p/a
klostés struktiira (1.1B pav.) (nustatoma GDSL Seimos lipazése, Kurios
priskiriamos II lipoliziniy fermenty Seimai, pagal Arpigny ir Jaeger
klasifikacijg) (Arpigny ir Jaeger, 1999; Kovacic et al., 2018). Lipoliziniai
fermentai pasiZymi centrine hidrofobine B-klostyta struktiira, sudaryta i$ 8 p-
klos¢iy, i§ kuriy antroji yra antilygiagreti, o bendra B klos¢iy tvarka yra
12435678 (Lenfant et al., 2013b; Kovacic et al., 2018). Visos B-klostés, nuo
treCiosios iki astuntosios, tarpusavyje sujungtos a-spiralé-kilpa struktiiromis,
isdéstytomis abejose B-laksto pusése. Si struktiira yra gana plastiska ir atskiri
domenai gali biti jvedami j $ig strukttrg jos nepaveikiant (Kovacic et al.,
2018). Manoma, jog dél sio plastiskumo o/f hidrolazés pasizymi tokia didele
biocheminiy reakcijy jvairove.
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1.1 pav. Klasikinis lipoliziniy fermenty o/ susilankstymas (A) ir GDSL (SGNH)
lipoliziniy fermenty o/p/a susilankstymas (B). Juodi taskai Zymi katalizines aminoraigstis, balti
— oksianijoning ertm¢ formuojancias aminortigstis, pagal (Kovacic et al., 2018).

Lipoliziniy fermenty katalizing triadg sudaro: nukleofilinis serinas,
glutamatas (arba aspartatas) ir histidinas. Sios aminoriigitys visada
iSdéstomos ta pacia tvarka, dél savo funkcijy atliekant katalize (placiau
aptariama 1.1.3 skyriuje). Nukleofilinis serinas paprastai lokalizuojamas
konservatyviame pentapeptide: G-X-S-X-G, kur G — glicinas, X — bet kokia
aminoraigstis ir S — nukleofilinis serinas. Sis pentapeptidas yra lokalizuotas
ties staigiu posiikiu, tarp penktos B klostés ir a-spiralés (Pleiss et al., 2000;
Kovacic et al., 2018). Kai kuriais atvejais glicinas gali buti pakeistas alaninu,
arba kita maza aminorugstimi, todél daznai Katalizinis pentapeptidas
pateikiamas kaip: Sm-X-S-X-Sm, kur Sm — maza aminoriigstis (Kovacic et
al., 2018).

Standarting o/p/a hidrolazés kloste sudaro penkiy B-klos¢iy hidrofobiné
Serdis ir maZiausiai keturios a-spiralés (Akoh et al., 2004). Si $eima taip pat
daznai vadinama SGNH S$eima (arba GDSL $eima), pagal kataliziniy (S —
serino, H — histidino, D — asparto riigsties) ir oksianijoninés ertmés (G —
glicino, H — histidino) aminorags¢iy iSsidéstymg (Kovacic et al., 2018).
PrieSingai nei o/f hidrolazése, §ios Seimos fermentai neturi nukleofilinés
alkiinés, o klasikiné pentapeptido seka yra pakeista j GDSL sekg, lokalizuota
netoli fermento N- galo (Kovacic et al., 2018). Katalizinis histidinas ir
aspartatas taip pat lokalizuoti DXXH motyve (Kovacic et al., 2018). Sios
grupés lipazés, déka papildomy antriniy struktiriniy elementy, pasizymi
didesne funkcine jvairove ir gali katalizuoti glikoesteriy, arilesteriy, vaskiniy
lipidy, fosfolipidy, lizofosfolipidy, acetil kofermento A tioesteriy, peptidy ar
triacilgliceroliy hidroliz¢ (Kovacic et al., 2018).

Reik$mingi struktiiriniai skirtumai nustatomi lipoliziniuose fermentuose
priskiriamuose VIII $eimai. Sie fermentai reik§mingai skiriasi nuo tradiciniy
o/p hidrolaziy ir yra panasesni j B-laktamazes arba DD-peptidazes. Siy
fermenty Serdj taip pat formuoja B-klostés, kurios dazniausiai lokalizuojamos
antilygiagreciai (Kovacic et al., 2018). Siy lipaziy katalizinis serinas taip pat
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lokalizuotas ne GXSXG motyve, taciau SXXK motyve (visgi ties C- galu Sios
lipazés turi ir GXSXG motyva) (Wagner et al., 2002; Kovacic et al., 2018).
Nepaisant didelio panaSumo ] p-laktamazes, §ie fermentai nepasizymi
aktyvumu prie§ B-laktaminius antibiotikus, daugiausiai dél erdviniy trukdziy
(Wagner et al., 2002).

Kitas svarbus lipoliziniy fermenty struktiirinis elementas — oksianijoniné
ertmé. Si struktiira reikalinga stabilizuoti tarpinj junginj, susidarantj substrato
hidrolizés metu (placiau apraSoma skyriuje 1.3). Oksianijoninéje ertméje
esanéios aminoriigStys suformuoja vandenilinj ry$j su karbonilo deguonies
atomu, taip stabilizuodamos tetraedrin;j tarpinj junginj (placiau aptariama 1.3
skyriuje) (Rauwerdink ir Kazlauskas, 2015). Paprastai oksianijoning ertme
sudaro aminortigsties peptidinés jungties amino grupé (-NH), turinti laisva
vandenilio atomg. Dazniausiai tai atlieka glicinas. Oksianijoninés ertmés gali
bti skirstomos j tris pagrindinius tipus: GX (1.2A pav.), GGGX (1.2B pav.)
ir Y (Casas-Godoy et al., 2018; Bauer et al., 2020). GX tipo oksianijoninése
ertmeése pirmoji oksianijoninés ertmés rysi suformuoja X aminorigsties
peptidinio rySio -NH grupé; GGGX tipo oksianijoninése ertmeése §j rysj
formuoja trecio glicino -NH grupé; Y oksianijoninése ertmése rysj formuoja
didelés aminortigsties (dazniausiai tirozino, arba aspartato) Soninés grandinés
(Bauer et al., 2020). Manoma, jog oksianijoniniy ertmiy jvairové gali bati ir
didesné: esama numanomy o/f hidrolaziy, kuriy oksianijoninés ertmeés
struktiiros nuspéjamos kaip EX (glutamo rugstis ir bet kokia aminoriigstis)
arba SI (serino ir isoleucino aminortigstys) ir negali buti priskirtos jokiai
dabartinei klasifikacijai (Bauer et al., 2020).
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Ser82 (X)

L7 Gly81 (G)
Katalizine
His257
Kataliziné Leu145
Ser144
B Phe125 (X)
Ala120
Gly124 (G)
Kataliziné
Ser209
Gly123 (G)
Gly122 (G)
Kataliziné
His449

1.2 pav. Oksianijoniniy ertmiy struktiros pavyzdziai. A) Rhizomucor miehei lipazés GX
tipo oksianijoniné ertmé (Ser82 ir Leul45) stabilizuoja fosfonata; B) Candida rugosa lipazés
GGGX tipo oksianijoniné ertmé (Gly124 ir Ala210) stabilizuoja (1R)-mentil heksil fosfonata.
Juoda spalva zZymi substrata, punktyriné linija — vandenilinj ry$j, pagal (Casas-Godoy et al.,
2018).

Lipoliziniy fermenty (dazniausiai priskiriamy tikrosioms lipazéms)
aktyvusis centras gali biti blokuojamas specialaus dangtelio domeno. Si
struktira — mobilus elementas, skirtas izoliuoti aktyvyjj centra nuo aplinkoje
esancio tirpiklio (Gupta et al., 2015; Casas-Godoy et al., 2018). Ties vandens-
substrato sglyc¢io taSku dangtelis pereina | atvirg konformacijg ir aktyvusis
centras tampa prieinamas substratui. Dél Sios priezasties lipazés, turincios
dangtelj, pasizymi tarpfazine aktyvacija — jy aktyvumas priklauso nuo
substrato koncentracijos — matomas didelis aktyvumo padidéjimas substratui
pasiekus miceles formuojancia koncentracija, o aktyvumo kreivés neatitinka
klasikiniy Michaelis-Menten kreiviy ir yra sigmoidinés (Casas-Godoy et al.,
2018). Svarbu paminéti, jog nors kanoniskai lipazés buvo priskiriamos kaip
turin¢ios dangtelius ir pasizymincios tarpfazine aktyvacija, esama lipaziy,
kurios neturi dangtelio domeno (pvz.: Bacillus subtilis lipazé LipA) (Jaeger et
al., 1993; Lesuisse et al., 1993), arba turin¢iy dangtelio domena, taciau
nepasizyminciy tarpfazine aktyvacija (Pseudomonas aeruginosa lipazé LipA)
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(Kovacic et al., 2018). Dangtelio domenas taip pat gali baiti pasalinamas arba
pakeiciamas kito organizmo lipazés dangtelj koduojanciy aminortig§éiy seka.
Pavyzdziui, pakeitus Actinoalloteichus genties bakterijos lipazés dangtelj
Rhizopus delemar lipazés dangteliu, fermento aktyvumas skaidant ilgesnio
anglies atomy grandinés ilgio trigliceridus padidéjo (Fernandez-Lopez et al.,
2023). Kito tyrimo rezultatai parodé¢, jog pasalinus Candida antarctica lipazés
A numanoma dangtelio domeng fermentas islaiko savo aktyvuma ir substratinj
savituma, tatiau praranda tarpfazing aktyvacija (Wikmark et al., 2016). Esama
lipaziy, pasizyminciy atskiru, nejudriu domenu, dengianciu aktyvyjj centrg —
vadinamu kepuréle (angl. cap). Si struktiira skiriasi nuo dangtelio — paprastai
ji didesné ir néra mobili. Si struktira matoma C. antarctica lipazéje A
(Widmann et al., 2010; Monteiro et al., 2021) arba Alicyclobacillus
acidocaldarius lipazése (Wang et al., 2005; Kovacic et al., 2018). Manoma,
jog Sios struktiiros svarbios substratiniam savitumui ir padeda suformuoti
substrato patekimo tunelj (Widmann et al., 2010). Kai kuriais atvejais jos
batinos fermento aktyvumui palaikyti (Wang et al., 2005).

Kai kurios lipazés gali turéti papildomus domenus, lokalizuotus fermento
N- arba C- galuose (1.3 pav. H, 1, J, K, L). Sie domenai (B-sumustiniai arba p-
propeleriai) paprastai yra formuojami i§ B-klos¢iy. Sie elementai gali bati
kombinuojami su kitais moduliniais hidrolaziy elementais — dangteliais arba
kepurélémis (1.3 pav.) (Bauer et al., 2020).

A Serdis B Dangtelis (8,,/8.,) C Dangtelis (8.,/8,) D Dangtelis (B../B.3)

E Kepurele F Dviguba kepuréle G N-galo kepuréle M N-galinis domenas

| C-galinis domenas J Dangtelis (8,3/8,,) ir K Dangtelis (N-galinis/|_ kepurelé ir N-galinis domenas

C-galinis domenas B,4) ir C-galinis
domenas

1.3 pav. Skirtingy o/p hidrolaziy struktiiros. Serdinis domenas pazymétas pilka spalva.
Baltymo N- ir C- galai pazyméti deSingje ir kairéje atitinkamomis raidémis. Aktyvusis centras
pazymétas geltona zvaigzdute. Dangteliai pazyméti Zaliai. Kepurélés pazymétos raudonai. Kiti
moduliniai domenai paZyméti mélynu staiakampiu. Strukttros, kuriose daugiau a-spiraliy
zymimos ovalu, o -klos¢iy — staciakampiais, pagal Bauer et al., 2020.
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Nors Sios struktiiros (B-sumustiniai arba B-propeleriai) re¢iau nustatomos
lipoliziniuose fermentuose, taCiau yra randamos zmogaus kasos lipazéje
(Gunn ir Neher, 2023), arba Pseudomonas sp. MIS38 lipazéje (Angkawidjaja
et al., 2007). Manoma, jog lipoproteininés lipazés, atsakingos uz riebaly
skaidyma lipoproteinuose (struktiiroS, atsakingos uz riebaly perneSima
kraujyje), C- gale esantys motyvai yra atsakingi uz $io fermento
dimerizavimasi (Gunn ir Neher, 2023).

1.2 Lipoliziniy fermenty skirstymas

Lipoliziniai fermentai — tai didelé fermenty grupé, kuriai priskiriami
fermentai, skaidantys karboksilesterinj ry$j turin¢ius junginius vandeninéje
aplinkoje (EC. 3.1.1) (Ollis et al., 1992; Bornscheuer, 2002; Rauwerdink ir
Kazlauskas, 2015; Gricajeva et al., 2019). Sie fermentai taip pat gali atlikti ir
sintezés reakcijas (placiau aprasoma 1.3 skyriuje): esteriy sintezés,
peresterinimo (alkoholizg, acidolizg¢ ar aminolizg) arba interesterinimo (Lotti
ir Alberghina, 2007; Chandra et al., 2020). Esant vandens pertekliui hidrolizés
reakcijos pusiausvyra yra nukreipta j produkty puse, todél fiziologinémis
salygomis jos yra negriztamos (Kovacic et al., 2018). Dvi pagrindinés
fermenty klasés, kurioms priskiriami lipoliziniai fermentai yra
karboksilesterazés (EC 3.1.1.1) ir tikrosios lipazés (EC 3.1.1.3) (Chahinian et
al., 2002; Lotti ir Alberghina, 2007). Kadangi daugeliu atveju Sie fermentai
atlieka identiska reakcija, atskirti juos tarpusavyje yra sudétinga. Paprastai yra
laikoma, jog  karboksilesterazés  hidrolizuoja  vandenyje  tirpius
karboksilesterius. Tuo tarpu lipazéms priskiriami fermentai, galintys skaidyti
vandenyje netirpiy junginiy triacilgliceroliy esterines jungtis (Lotti ir
Alberghina, 2007; Hitch ir Clavel, 2019). Kadangi lipiduose esanéiy riebaly
rugsciy grandinés anglies atomy ilgis atvirksciai proporcingas jy tirpumui,
ilgos riebaly rugsties grandinés ilgio junginius (>16/18 anglies atomy ilgio)
skaidantys fermentai dazniau priskiriami lipazéms, o trumpos grandinés (<10
anglies atomy ilgio) — esterazéms (Kovacic et al., 2018; Alejaldre et al., 2022).
Vis dél to, riebaly riig§¢iy anglies atomy grandinés ilgis, kuris biity laikomas
ilgu arba trumpu, varijuoja ir paprastai néra pakankama priezastis priskirti
fermentg vienai arba kitai klasei (Bashiri et al., 2022). Papildomas skirstymas
gali buti jterpiamas atskiriant lipazes nuo vadinamy ,,tikryjy lipaziy“: lipazés
gebés skaidyti trigliceridus, taciau tik tikrosios lipazés teiks pirmenybe ilgos
grandinés trigliceridams (Sorokin ir Jones, 2009; Hitch ir Clavel, 2019).

Kita ypatybé daznai naudojama atskirti lipazes ir esterazes — tarpfazinis
aktyvumas, kuris dazniau priskiriamas lipazéms (Bornscheuer, 2002; Lotti ir
Alberghina, 2007; Kovacic et al., 2018). Tarpfazinis aktyvumas — tai fermento
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aktyvumo didéjimas didéjant substrato koncentracijai. Kadangi lipaziy
substratai yra netirptis vandeninéje aplinkoje, susiformuoja lipidy micelés.
Ties skirtingomis fazémis lipazés dangtelio domeno (placiau apraSomas
skyriuje 1.1) erdvinis susilankstymas pasikeicia ir fermento aktyvusis centras
tampa prieinamas substratui. D¢l §iy priezasCiy lipaziy kinetinés kreivés yra
sigmoidinés, tuo tarpu esteraziy — linijinés, atitinkancios klasikinius
Michaelis-Menten désnius (Kovacic et al., 2018). Visgi, tarpfazinis
aktyvumas taip pat néra pakankama prieZastis identifikuoti fermenta kaip
lipaze ar esteraz¢ (Verger, 1997; Lotti ir Alberghina, 2007; Kovacic et al.,
2018). Pavyzdziui, B. subtilis lipazé A (LipA) neturi dangtelio struktiiros, o
P. aeruginosa LipA turi lanksty dangtelj, taciau nepasizymi tarpfazine
aktyvacija (Jaeger et al., 1993; Lesuisse et al., 1993; Kovacic et al., 2018).

Lipoliziniy fermenty klasifikavimas pirma karta atliktas 1999 metais
remiantis tuo metu zinomomis 53 lipoliziniy fermenty sekomis (Arpigny ir
Jaeger, 1999). Pagal Sig klasifikacija lipoliziniai fermentai suskirstyti j 8
Seimas, o pirmoji Seima (tikrosios lipazés) papildomai iSskirstyta j 6 poSeimius
(Arpigny ir Jaeger, 1999). Technologijoms tobuléjant ir didéjant duomeny
kiekiui, didéjo ir kiekis publikacijy, teigianciy, jog buvo atrasti naujos
lipoliziniy fermenty S$eimos atstovai. 2018 metais $i klasifikacija buvo
praplésta iki 19 Seimy, pirmoji Seima suskirstyta j 8 poseimius (Kovacic et al.,
2018). Po mety pasitlyta Sig klasifikacijg praplésti iki 35 Seimy, o pirmaja
Seimg i8skaidyti j 11 poSeimiy (Hitch ir Clavel, 2019). Autoriai taip pat sutiko,
jog dél bendros klasifikacijos trikumo nemazai lipoliziniy fermenty
klaidingai priskiriami naujoms Seimoms (Hitch ir Clavel, 2019). Nemaza dalis
§iy Seimy atstovy turi tik vieng eksperimentiSkai patvirtintg atstova (Kovacic
et al., 2018). Sios lipoliziniy fermenty klasifikacijos sistemos yra paremtos
seky homologiniu panasumu (Arpigny ir Jaeger, 1999), konservatyviy seky
motyvais ir biologine funkcija (Kovacic et al., 2018; Hitch ir Clavel, 2019).

Esama ir kity klasifikacijos sistemy, kurios remiasi ne tik sekos, bet ir
struktiiriniais skirtumais. Dvi duomeny bazés, susijusios su lipoliziniy
fermenty klasifikavimui, yra ESTHER (angl. ESTerases and alpha/beta-
Hydrolase Enzymes and Relatives) (Lenfant et al., 2013b) ir Lipaziy inZineriné
duomeny bazé (angl. Lipase engineering database (LED)) (Fischer ir Pleiss,
2003; Bauer et al., 2020). Nepaisant savo pavadinimy, abi §ios bazés apima
ne tik lipolizinius fermentus, bet ir visus kitus fermentus, priklausancius o/f
hidrolaziy superseimai.

ESTHER duomeny bazé sukurta 1992 metais (Cousin et al., 1996) ir yra
reguliariai atnaujinama (Cousin et al., 1997, 1998; Chatonnet, 2001; Renault
et al., 2005; Lenfant et al., 2013a, 2013b; Chatonnet et al., 2023). ESTHER
duomeny bazéje o/p superSeimos hidrolazés yra skirstomos j 4 poseimius
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(vadinamus blokus): C, L, H, X (1.4 pav.). Sie blokai sukurti remiantis Prosite
duomeny bazéje randamomis konsensuso sekomis (Hotelier et al., 2004).
Lipazés ESTER duomeny bazéje daugiausiai priskiriamos L blokui (taciau
gali buti randamos ir kituose blokuose). Dvi Seimos, tradicinéje bakterijy
lipoliziniy fermenty sistemoje priskiriamos I ir VIII §eimai, neturi priskyrimo
ESTHER duomeny bazéje. II lipaziy Seimos atstovai, priskiriami SGNH (dar
vadinamoms GDSL) hidrolazéms, turin¢ioms o/p/a susilankstymg (placiau
aprasoma 1.1 skyriuje). Tuo tarpu VIII lipaziy Seimos atstovai priskiriami f3-
laktamaziy klasei (Lenfant et al., 2013b). ESTHER duomeny bazé taip pat
pateikia lentele, rodancia, kurios lipoliziniy fermenty Seimos atitinka pirmine
pasiiilyta Arpigny ir Jaeger klasifikacija. Siuo metu lipoliziniai fermentai
priskirti 19 Seimy, remiantis Filip Kovacic ir kolegy pasitlyta klasifikacija
(Kovacic et al., 2018).

Cholinoesteraze ]
Tulzies druska aktyvuojama lipazé C-blokas
Elektrotaktinas

Karboksilesterazé

Gryby lipazé sl
Augaly karboksilesteraze : |
——: Hormonams jautri lipazé :] H-blokas

Skrandzio lipaze =]
—E Kasos lipaze
Lipoproteininé lipazé

Augaly lipaze L-blokas
Diptery trynio baltymai
Kutinazé

Paf acetil hidrolazé —

Dipeptidil-peptidazé 1V =t
_: Propil-oligo peptidaze
_: Seerino-karboksil peptidaze II

Hidroksinitril liaze

Halogenalkany dehalogenazé

- Dinelaktony hidrolaze
Anglis-anglis rysio hidrolazé
_|: Prolino-imino peptidazé
b Mycobacterium antigenas
Bakterijy lipaze X-blokas
Haloperoksidazé
Ccg1-TefII saveikos faktorius B
Maspardinas
Kokaino esterazé
BioH
NDGR

_: Epoksido hidrolazé
Alfa-beta hidrolazé
1.4 pav. ESTHER duomeny bazéje esantis supaprastintas scheminis medis, iliustruojantis

cholinesteraziy, karboksilesteraziy, lipaziy bei kity baltymy, kuriy nefermentiniai domenai turi
o/ susilankstyma, gimininguma, pagal Lenfant ir kt. (Lenfant et al., 2013b).

Kita duomeny bazé svarbi lipoliziniy fermenty klasifikavimui — LED. Si
duomeny bazé integruoja lipaziy, esteraziy ir giminingy baltymy struktiiras,
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funkcijos ir seky informacija (Fischer ir Pleiss, 2003). Si duomeny bazé
sukurta, siekiant sistematisSkai analizuoti sekos-struktiiros-funkcijos ry$j tarp
lipoliziniy fermenty (Fischer ir Pleiss, 2003). Sioje duomeny bazéje o/p
hidrolazés skirstomos j 13 superSeimy, priklausomai nuo modulinés jy
struktiros (dangteliy, kepuréliy, N- ir C- galiniy domeny ir iy struktiry
tarpusavio i§sidéstymo) (1.3 pav.) (Bauer et al., 2020). Lipoliziniai fermentai
Sioje duomeny bazéje taip pat klasifikuojami remiantis oksianijoning ertmg
sudaranc¢iomis aminoriig§timis | GX, GGGX ir Y tipus (placiau aptariami 1.1
skyriuje) (Fischer ir Pleiss, 2003). LED duomeny bazé turi sagsajg su ESTHER
duomeny baze — pastarojoje pateikiami atitikmenys tarp $iy dviejy duomeny
baziy (Lenfant et al., 2013b).

Suvokimas apie fermentus, jy strukttiros ir funkcijos rysj vis tobuléja, ypac
pastaruoju metu atsiradus galimybei pasitelkti dirbtinj intelekta. Viena
naujausiy duomeny baziy — AlphaFold baltymy struktiry duomeny bazé
(angl. AlphaFold protein structure database (AlphaFold DB)), kurioje
kaupiamos numanomos baltymy struktiiros, jskaitant ir lipoliziniy baltymy
struktiras, gautas naudojant AlphaFold.

Nepaisant didelio skirtingy duomeny baziy kiekio ir juose esanciy jrankiy,
leidzianciy priskirti lipolizinius fermentus pagal skirtingas klasifikavimo
sistemas, vis dar esama sunkumy nustatant naujus necharakterizuotus
lipolizinius fermentus. Bashiri ir kolegos atliko tyrimg naudodami 78
numanomas psichrofiliniy lipaziy sekas ir nustaté, jog nei vienas iSbandytas
jrankis negaléjo tiksliai identifikuoti lipazéms jprasty domeny (Bashiri et al.,
2022). Lipoliziniy fermenty skirstymas néra vienareikSmis ir nekintantis.
Tikétina, jog daugéjant informacijos kiekiui apie Siuos fermentus dabartinés
naudojamos klasifikacijos sistemos taip pat keisis. Dél Siy priezasc¢iy svarbu
ir toliau tobulinti turimus bioinformatinius jrankius, bei plésti turima
eksperimentiniy duomeny apie lipolizinius fermentus kiekj, norint geriau
suvokti jy funkcing ir struktiiring jvairove.

1.3 Lipoliziniy fermenty katalizuojamos reakcijos ir jy veikimo
mechanizmas

Lipoliziniai fermentai veikia laikantis Ping-Pong Bi-Bi mechanizmo. Toks
mechanizmo pavadinimas nurodo, jog fermentas pirmiausiai reaguoja su
pirmuoju substratu suformuodamas produkta, kuris disocijuoja nuo fermento,
ir tik tuomet antrasis substratas prisijungia prie fermento aktyviojo centro.
Iprasta lipoliziniy fermenty katalizuojamos reakcijos eiga (1.5 pav.):
katalizinis histidinas tarnauja kaip bazé ir deprotonuoja sering, kuris tarnauja
kaip nukleofilas ir atakuoja substrato karbonilo atoma — susidaro pirmasis
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tarpinis tetraedrinis junginys (Tql), kuris yra stabilizuojamas oksianijoninés
ertmés. Tolimesniame etape reformuojamas anglis-deguonis dvigubas rysSys ir
atpalaiduojamas alkoholis (Sioje stadijoje histidinas tarnauja kaip riigstis) —
susidaro acil-fermento  kompleksas. Tuomet Katalizinis histidinas
deprotonuoja vandens molekule (hidrolizés atveju), kuri atakuoja acil-
fermento kompleksa, susiformuoja antras tarpinis tetraedrinis junginys (Tq2).
Galiausiai reformuojamas anglies-deguonies dvigubas rySys ir riebaly ruigstis

yra paSalinama; fermentas regeneruojamas (Rauwerdink ir Kazlauskas, 2015).
\ \
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1.5 pav. Kanoninis esteraziy reakcijos mechanizmas, skaidant metilo acetats. Substratas ir
atskylantys produktai Zymimi mélyna spalva. Prie laisvo fermento prisijungus substratui vyksta
acilinimo reakcija, susidaro pirmasis tetraedrinis junginys (Tql) ir atskeliamas alkoholis.
Tuomet prie fermento prisijungia vanduo ir atakuoja fermento-substrato kompleksg — susidaro
karboksirtigstis ir laisvas fermentas. Paruosta pagal Rauwerdink ir Kazlauskas (2015).

Lipoliziniai fermentai taip pat gali atlikti sintezés reakcijas: esterinima,
tioesterinimg ir amidinima (Chandra et al., 2020). Esterinimo reakcijos —
reakcijos prieSingos hidrolizei — alkoholis ir karboksirtigstis tarnauja kaip
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substratai, tarp kuriy suformuojamas esterinis rySys. Galutiniai reakcijos
produktai — esteris ir vanduo.

Tioesterinimas ir amidinimas — sintezés reakcijos, kurias gali vykdyti
lipoliziniai fermentai dél savo substratinio jvairumo (angl. substrate
promiscuity) (Aranda et al., 2014; Mdller et al., 2021). Tai — fermento
galimybé katalizuoti papildomas reakcijas, kurios nepriklauso pagrindinéms
jo fiziologinéms funkcijoms (kaip pagrinding funkcija tioesterinimg atlieka
tioesterazés; tioesteriai — esteriai, suformuojami tarp tiolio (R-SH) ir
karboksirtigsties (R’-COOH)).

Jeigu aplinkoje yra kity tirpikliy nei vanduo, lipoliziniai fermentai gali
vykdyti peresterinimo reakcijas. Peresterinimo reakcijy metu vandenj, kaip
nukleofilg, pakeicia: alkoholis (alkoholiz¢), riigstis (acidolizé), esteris
(interesterinimas), aminas (aminolizé) (van Rantwijk et al., 2000; Adlercreutz,
2017).

1.4 Lipoliziniy fermenty katalizinis jvairumas

Lipoliziniai fermentai pasizymi dideliu kataliziniu jvairumu (angl.
catalytic promiscuity). Kaip minéta anks¢iau, tai — savybé vykdyti chemines
reakcijas, kurios néra tiesiogiai susijusios su fermento fiziologine funkcija.
Karl Hult ir Per Berglund jvardijo 3 pagrindinius fermenty katalizinio
jvairumo tipus: a) salygy jvairumas; b) substrato jvairumas; c¢) reakcijos
jvairumas (gali bati netycinis, arba indukuotas) (Hult ir Berglund, 2007).
Skirtingi autoriai skirtingai naudoja fermentinio jvairumo sgvoka: vieni
fermentinj jvairuma tapatina su placiu substratiniu spektru arba papildomomis
fiziologinémis funkcijomis (angl. moonlighting), tuo tarpu Kkiti labiau
akcentuoja fiziologiSkai nesvarbiy reakcijy katalizavimg (Tawfik, 2010;
Copley, 2017). Fiziologiskai nesvarbi reakcija — tai reakcija, Kkurios
katalizavimas néra fermento funkcija organizme; fermentiné katalizé yra
daugiau atsitiktinis padarinys (Copley, 2017). Nepaisant to, fermenty,
pasizyminc¢iy keliomis atlickamomis fiziologinémis funkcijomis, dauguma
autoriy nepriskiria fermentams, pasizymintiems kataliziniu jvairumu (Copley,
2017). Keli ~ tokiy  fermenty  pavyzdziai: leukotrieno A4
hidrolazé/aminopeptidazé, albaflavanono monooksigenazé/terpeno sintetazé
arba mitochondrijy amidoksimo reduktazés komponentas (Copley, 2017).

1.4.1 Salygy jvairumas

Salygy jvairumas gali biiti jvardijamas kaip fermento gebéjimas veikti ne
fiziologinémis  salygomis: aukStesnése temperatirose, organiniuose
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tirpikliuose, aplinkoje neesant tirpikliy, esant aukStam ar Zemam pH (Hult ir
Berglund, 2007). Klasikinis salygy ivairumo pavyzdys — lipoliziniy fermenty
gebéjimas veikti organiniuose tirpikliuose (Zaks ir Klibanov, 1985; Patti ir
Sanfilippo, 2022). Yra parodyta, kad Bacillus spp. lipazés yra labai stabilios
hidrofobiniuose organiniuose tirpikliuose, o jy aktyvumas gali bati
padidinamas aplinkoje esant mazos koncentracijos (10-50 %) trumpos
grandinés alkany, tolueno ar benzeno. Esama daugybés faktoriy, kurie gali
turéti poveikj fermento aktyvumui organiniuose tirpikliuose: pasiskirstymo
koeficientas, dielektriné konstanta, vandeniliniai rysiai, poliariSkumas ir kita).
Visgi kol kas néra galimybiy tiksliai nuspéti, kaip skirtingi fermentai elgsis
skirtinguose organiniuose tirpikliuose (Kumar et al.,, 2016). Nors
modeliuojant lipaziy struktiirg organiniuose tirpikliuose néra nustatyta aiskiy
poky¢iy (Sharma and Kanwar, 2014), yra manoma, jog organiniy tirpikliy
aplinkoje lipaziy dangtelis (placiau aprasomas skyriuje 1.1) islieka atviroje,
arba dalinai-atviroje konformacijoje, prieSingai nuo vandeninés aplinkos,
kurioje dangtelis iSlieka uzdaras. Tai leidzia substratui lengviau paklititi |
fermento aktyvyjj centra taip uztikrinant efektyvia kataliz¢ (Khan et al., 2017).
Taip pat organiniai tirpikliai gali padaryti fermento struktiirg maziau lankscia,
o tai gali leisti valdyti kai kurias fermento katalizines savybes (substratinj
specifiskuma, chemo-, regio- arba enantio- atrankuma) varijuojant tirpikliu
(Speranza and Alves Macedo, 2013). Reakcijy vykdymas organiniy tirpikliy
aplinkoje suteikia kelis naudingus pranaSumus: termodinaminé reakcijos
pusiausvyra pasislenka j produkty sintezés pusg, padidinamas nepoliniy
substraty tirpumas, vyksta maziau pasaliniy reakcijy, fermento temperattirinis
stabilumas yra padidinamas. Nepaisant §iy pranasumy, efektyviam lipaziy
veikimui organiniuose tirpikliuose, svarbu islaikyti aktyvumui reikalinga
vandens Kiekj fermento pavirSiuje. Lipazés organiniuose tirpikliuose taip pat
gali netekti aktyvumo dél fiziniy ar cheminiy pokyc¢iy (deamininimo,
disulfidiniy tilteliy trukiy) (Sharma and Kanwar, 2014).

Pastaruoju metu taip pat susidométa lipoliziniy fermenty aktyvumu
joniniuose skysc¢iuose (Itoh, 2017; Elgharbawy et al., 2018) arba eutektiniuose
tirpikliuose (Tan ir Dou, 2020; Patti ir Sanfilippo, 2022). Fermenty veikimas
tokiose sistemose ne tik praplecia jy panaudojimo spektra, ta¢iau taip pat gali
pakeisti jy vykdomas reakcijas — lipoliziniy fermenty atveju jie gali atlikti
sintezés reakcijas (Trodler ir Pleiss, 2008; Anobom et al., 2014).

Joniniai skysciai (angl. ionic liquids) — tai skysciai, sudaryti tik i§ Zemos
lydymosi temperattros (<100 °C) joniniy medziagy (Itoh, 2017; Elgharbawy
et al., 2018). Kambario temperatiiroje Sie tirpikliai yra skysciai, jy lydymosi
temperatlira yra Zema dél juos sudaranciy jony asimetrijos ir silpny
tarpmolekuliniy ry$iy. Joniniai skysciai gali bati derinami pagal norimag
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paskirtj, juos paprastai sudaro organiniai katijonai (imidazolo, piridino,
pyrolidino, cholino, amonio, morfolino, fosfonio arba jy dariniy jonai) ir
organiniai arba neorganiniai anijonai (bis(trifluorometilsulfonil)imidai,
chloro-, bromo-, heksafluorofosfatai, trifluorometilsulfatai, dicianamidai,
tetraborofluoratai) (Sivapragasam et al., 2016; Nasirpour et al., 2020). Joniniai
skysciai pasizymi labai naudingomis savybémis vykdyti katalizés reakcijas —
jie yra maziau lakls, maziau degiis, maziau toksiski ir tinkami jvairiy
organiniy ar neorganiniy medziagy tirpinimui (Itoh, 2017). Nors didelés
koncentracijos vandeniniuose druskos tirpaluose fermenty aktyvumas mazéja,
joniniai skysciai gali reikSmingai padidinti baltymy, DNR ar fermenty
stabiluma (Sivapragasam et al., 2016; Itoh, 2017).

Eutektiniai tirpikliai (angl. deep eutectic solvents (DES)) — tai tirpikliai,
kurie yra sudaryti i§ medziagy, sudaranéiy eutekting sistema — miSinio
lydymosi temperatiira yra Zemesné, negu ja sudaran¢iy medziagy lydymosi
temperatiira (1.6 pav.). Tokios sistemos pavyzdys galéty biiti cholino chlorido
(Tia= 302 °C) ir karbamido (Tiyq. = 133 °C) misinys. Siy medZiagy miginio
(moliniu santykiu 1:2) Tyqg= 12 °C (Hansen et al., 2021). Viena medziaga,
sudaranti §j miSinj tarnauja kaip vandenilio jony donoras, kita — kaip
akceptorius. Paprastai naudojama ketvirtinio amonio druska ir alkoholiai,
amidai, karboksirtigsys, arba polioliai (Tan ir Dou, 2020). Jeigu abi medZiagos
yra natiirallis pirminiai metabolitai (cukrai, aminortigstys, cholinai, alkoholiai,
organinés rugstys), toks tirpiklis vadinamas natiiraliu eutektiniu tirpikliu
(angl. natural deep eutectic solvent (NADES)).

1 2 3 4 5 6

1.6 pav. Natiiraliy eutektiniy tirpikliy pavyzdziai. 1 — sacharozé; 2 — fruktozé; 3 -gliukoze;
4 — obuoliy rugstis; 5 — sacharozé:fruktozé:gliukozé (molinis santykis 1:1:1); 6 —
sacharozé:obuoliy rigstis (molinis santykis 1:1), pagal (Choi et al., 2011)

Eutektinés sistemos yra svarbios gyvy organizmy metabolizmui ir gali baiti
kuriamos i§ gamtoje sintetinamy organiniy medziagy (Choi et al., 2011).
Lyginant su joniniais skyséiais eutektiniai tirpikliai pasizymi maZesniu
toksiskumu, biodegradabilumu, lengvesniu paruosimu, mazesne gamybos
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kaina ir lengvesniu prieinamumu (Tan ir Dou, 2020; Hansen et al., 2021). Siai
dienai yra parodyta sékminga butil-acetato sintezé naudojant C. antarctica
lipaze B ir eutektiniy tirpikliy sistema (Cvjetko Bubalo et al., 2015; Tan ir
Dou, 2020), eutektiniy tirpikliy sistema panaudota fermentinei cukraus esteriy
sintezei taikant C. rugosa lipaze arba kiauliy kasos lipaze (Noro et al., 2023),
taip pat cholino chlorido:etileno glikolio sistemoje Burkholderia cepacia
lipazé pasizyméjo auksciausiu hidroliziniu aktyvumu skaidant p-NP palmitata
(Juneidi et al., 2017). Ivairiy lipoliziniy fermenty testavimas reakcijas vykdant
tokioje aplinkoje — viena i§ naujausiy lipoliziniy fermenty tyrimo sriciy.

1.4.2 Substratinis jvairumas

Substratinis jvairumas — tai fermento gebéjimas skaidyti skirtingus
substratus. Kai kurie fermentai natiiraliai pasizymi placiu atpazjstamy
substraty spektru, Kiti fermentai skaido tik labai specifinius substratus.
Lipoliziniai fermentai pasizymi placiu hidrolizuojamy ar sintetinamy esteriniy
junginiy spektru ir daznai yra naudojami enantiomery atskyrimui
raceminiuose misinivose. Teikiama pirmenybé skirtingam substratui gali
priklausyti tiek nuo riebaly rtgsties, tiek ir nuo alkoholio grupés (Kapoor ir
Gupta, 2012). Aspergillus flavus lipazé teikia pirmenybe trikaprinui labiau nei
trioleinui (Long et al., 1998); C. rugosa ir Rhizomucor miehei lipazés teikia
pirmenybg oleino ragséiai nei jos trans-izomerui — elaidinei ragséiai; tuo tarpu
C. antarctica lipazé pirmenybe kaip tik teikia elaidinei rtig§éiai, o ne oleino
rugscéiai (Borgdorf ir Warwel, 1999). Lipoliziniai fermentai gali pasiZyméti
atrankumu esterinio rySio pozicijai (regioatrankumas), substratui, arba
stereoizomerizacijai.

Regioatrankumas nurodo, jog fermentas katalizuos atitinkamg reakcija prie
tam tikros, specifinés grupés. Pavyzdziui lipazés, pagal trigliceridy hidrolizg,
gali biiti skirstomos j: nespecifines (skaido triglicerido grupes nepriklausomai
nuo jo pozicijos, mono- ir digliceridai yra formuojami tik kaip tarpiniai
produktai, tadiau jy skaidymas vyksta grei¢iau negu nesuskaidyty
trigliceridy); 1,3-specifines lipazes (skaido Sonines triglicerido esterines
jungtis, susidaro 1,2- ir 2,3-digliceridai bei 2-monogliceridai) ir riebaly
rugstims specifines (lipazés, kurios hidrolizuoja substratus, kuriy riebaly
rugstys turi dvigubg jungtj tarp C-9 ir C-10 anglies atomy) (Kapoor ir Gupta,
2012).
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1.4.3 Reakcijos jvairumas

Reakcijos jvairumas — fermento geb¢jimas katalizuoti daugiau negu vieno
tipo cheming transformacija. Tokios transformacijos laikytinos skirtingomis,
jeigu skeliami (arba sudaromi) kitokie cheminiai rySiai bei reakcijos
pereinamosios stadijos yra skirtingos (Hult ir Berglund, 2007; Kazlauskas,
2005). Vienas i§ tokiy pavyzdziy — modifikuotos C. antarctica lipazés B
(CALB) panaudojimas aldoliy sintezéje (Branneby et al., 2003; Patti ir
Sanfilippo, 2022). Be Sios reakcijos lipazés taip pat gali dalyvauti vykdant ir
Kitus virsmus:

a) Hantzch-tipo reakcijoje (angl. Hantzsch-type reaction) — piridiny
sintezés reakcijoje naudojant aldehida, 1,3-dikarbonil junginius ir acetamida
pavyko gauti 1,4-dihidropiriding) (Wang et al., 2011);

b) Cannizzaro reakcijoje (angl. Cannizzaro reaction) — aldehidy
redukcijoje iki karboksirtig§¢iy ir pirminiy alkoholiy (p-nitrobenzaldehidas
buvo paverstas j p-nitrobenzil alkoholj ir p-nitrobenzoine rtigstj) (Arora et al.,
2014b);

c) Mannich reakcijose (angl. Mannich reaction) — raigstinio protono,
esancio netoli karbonilo grupés, aminoalkilinimas (ketonas, aldehidai ir
aminas buvo panaudoti kartu su Mucor miehei lipaze sintetinant 3-amino
ketonus) (Li et al., 2009);

d) Morita-Baylis-Hillman reakcija (angl. Morita-Baylis-Hillman reaction)
— anglis-anglis rysio sukiirimas tarp alkeno a pozicijos ir elektrofilo (pvz.:
aldehido) (Reetz et al., 2007; Tian et al., 2016);

e) Knoevenagel kondensacija (angl. Knoevenagel condensation) —
nukleofilinis aktyvuoto vandenilj turin¢io junginio prijungimas prie aldehido
arba ketono, suformuojant nesociuosius junginius (Lai et al., 2010);

f) Michaelio pridéjimo reakcija (angl. Michael addition reaction) — rysio
tarp anglies atomy sukiirimas tarp anglies nukleofilo ir a,B-nesociojo
karbonilo (CALB gali katalizuoti 1,4-benzoksazinono dariniy sinteze,
naudojant chalkona) (Bavandi et al., 2022));

g) oksidacijos reakcijose (Dwivedee et al., 2018).

Taip pat buvo vertinta, ar lipoliziniai fermentai gali atlikti
daugiakomponent¢ Ugi reakcija (angl. Ugi reaction). Isskiriama 4
komponenty Ugi reakcija: jos metu i§ pirminio amino, karbonilo, izocianido
ir karboksirtigsties suformuojamas a-acilamino amidas. Kitas reakcijos tipas
yra trikomponenté Ugi reakcija, kurios metu i§ aldehido, izocianido ir
pirminio amino susiformuoja a-amino amidai. Nors buvo kile abejoniy, ar
lipoliziniai fermentai atlieka Ugi reakcijg dél reakcijos jvairumo, ar tiesiog
vykdo susidarancio esterio hidrolizés reakcija (Evitt ir Bornscheuer, 2011),
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Wilk et al. nustaté, jog Sias reakcijas gali atlikti lipoliziniai fermentai, o taip
pat, jog naudojamas izocianoesteris nulemia, kokia reakcija bus vykdoma
(Wilk et al., 2019). Nors platus vykdomy reakcijy spektras pradzioje buvo
laikomas neigiama fermenty ypatybe — nepageidaujamas $alutinis poveikis,
prastas Kkatalizinis efektyvumas ir klaidos, atliekant biologines funkcijas,
ilgainiui §i fermenty savybé tapo matoma, kaip reikSmingai pagerinanti
fermenty panaudojimo galimybes pramongéje (Arora et al., 2014a). Parodyta,
kad lipazés gali buti vieni svarbiausiy biokatalizatoriy tokioms naujoms
reakcijoms vykdyti (Angajala et al., 2016).

1.5 Lipoliziniy fermenty pramoninis ir mokslinis pritaikymas

Déka plataus substraty spektro, regio ir stereo- atrankumo, efektyvaus
veikimo organiniuose tirpiklivose ir vykdomy reakcijy jvairovés lipoliziniai
fermentai yra placiai taikomi pramonéje.

Pramoninis odos apdirbimas yra sudétingas ir didele ekologing tarSa
sukeliantis procesas. Sis procesas gali biti isskaidytas j 0dos paruogima
rauginimui, rauginima ir apdirbimo etapus po rauginimo (Ben Rejeb et al.,
2022). Odos apdirbimo metu naudojama daug cheminiy junginiy, pavirSiaus
aktyviyjy medziagy ir organiniy tirpikliy, ypa¢ pirmojo, paruosiamojo, etapo
metu. Jo metu sugeneruojama 80-90 % visy odos apdirbimo metu gaunamy
atlieky (Saran et al., 2013; Sujitha et al., 2018). Nors §j etapa sudaro keletas
zingsniy, svarbiausi i$ jy yra plauky/kailio/Seriy ir riebaly pasalinimas (Ben
Rejeb et al., 2022). Riebaly pasalinimas néra taikomas visy tipy odai apdirbti
(pvz.: galvijy), taciau tam tikry gyvuliy odos (pvz. aviy) 30-40 % sauso svorio
gali sudaryti riebalai. Siy riebaly pasalinimas yra bitinas, norint gauti
tinkamos kokybés galutinj produkta (Ben Rejeb et al., 2022). Lipoliziniai
fermentai leidzia efektyviai ir ekologiskai i§valyti riebalingg odg ir sumazinti
odos pramonés sukeliama tar$g (Saran et al., 2013; Ben Rejeb et al., 2022).
Saran ir kt. optimizavo B. subtilis lipazés sintez¢ 300 litry bioreaktoriuje,
siekiant jg pritaikyti odos riebaly pasalinimui. Gauti rezultatai parodé, jog
gautas 5-10 % (w/v) lipazés preparatas gali pilnai pasalinti odos riebalus per
8-12 val. nenaudojant papildomy cheminiy medziagy, taip pat sumazino
biologinio ir cheminio deguonies poreikj (Saran et al., 2013).

Tekstilés pramonéje lipoliziniai fermentai gali biiti naudojami, norint
pasalinti riebalus, apsaugines medziagas, kuriomis gali bati padengiamos
verpiamos medziagos arba biologiniam vilnos paruo$imui — §veitimui (angl.
scouring) (Nerurkar et al., 2015; Taleb et al., 2022; Ali et al., 2023). Tiek
vilna, tiek medvilné gali biiti padengtos jvairiais lipidais ar vaskais, kurie turi
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biti paSalinti, norint padidinti audino hidrofiliSkuma, svarby tolimesniuose
apdirbimo procesuose (pvz.: dazyme) (Nerurkar et al., 2015; Taleb et al.,
2022). Vilnos $veitimas taip pat leidzia pasiekti jvairias baltymy funkcines
grupes, o tai leidzia kovalentiskai prijungti funkcines molekules, ar
nanodaleles ir suteikti audiniui naujy savybiy (Taleb et al., 2022). Sveitimas
gali biiti atliekamas naudojant Sarmus (pvz.: sodos pelenus, koncentruota
natrio hidroksida, pavirSiaus aktyvigsias medZiagas, chelatorius), taip pat
procesui reikalinga auksta temperatira. Tokios salygos padaro odos
perdirbimo procesg labiau tarSy, ypa¢ vandens ekosistemoms (Nerurkar et al.,
2015). Fermentiniy procesy naudojimas ne tik sumazina Sarminiy junginiy ir
aukstos temperatiiros poreikj, bet ir audiniy pazeidima apdirbimo metu (Ali et
al., 2023). Taleb ir kt. panaudojo ant sericino (Silko baltymo) imobilizuotas
Bacillus aryabhattai termofilines lipazes vilnos $veitimui ir nustaté, jog toks
vilnos paruo$imas ja padaro giminingesng¢ katijoniniams, anijoniniams ar
reaktyviems dazams lyginant su jprastais metodais $veista vilna (Taleb et al.,
2022).

Lipoliziniai fermentai (lipazés ir steroliy esterazés) yra svarbiis popieriaus
pramongje. Medienos apdirbimo metu nattiralios, netirpios augalo dervos,
sudarytos daugiausiai i§ vasky ir trigliceridy turi buti pasalinamos (Ali et al.,
2023). ,,Jujo paper Co.“ popieriaus kompanija (véliau pervadinta ,,Nippon
Paper®) sukiiré fermentinj metodg $iy dervy paSalinimui, kuris véliau buvo
pradétas naudoti pla¢iu mastu (Hata et al., 1996; Kumar et al., 2020; Ali et al.,
2023). Dervy pasalinimui naudojami fermenty miSiniai, j kuriuos jeina
lipazes, lakazés, lipooksigenazeés ir steroliy esterazés (Kumar et al., 2020). Siy
dervy pasalinimas yra svarbus, kadangi jy likuciai gali kenkti galutinei
popieriaus kokybei ir popieriaus gamybos arba perdirbimo stakléms. Taip pat
kai kurie rasalai gali bati augaliniy aliejy kilmés, kuriuos perdirbimo metu gali
suskaidyti lipoliziniai fermentai (Ramnath et al., 2016). Zhang ir kt. nustaté,
jog kombinuojant amilazg, pektinazg ir Thermus thermophilus esteraze galima
pasalinti iki 76,5 % lipniy medziagy ir gauti geresnés kokybés popieriaus mase
(Zhang et al., 2017).

Lipoliziniai fermentai gali biti naudojami kaip priedai detergenty
produktuose (Bajpai ir Tyagi, 2007; Ali et al., 2023). Lyginant su sintetiniais
detergentais tokie produktai pasizymi aktyvumu Zemesnése temperatiirose,
yra draugiSkesni aplinkai, gali biiti naudojami pakartotinai (Ali et al., 2023).
Lipoliziniai fermentai gali buti atsparis organiniams tirpikliams arba
pavirSiaus aktyviosioms medziagoms, kurios daznai randamos detergenty
sudétyje (Ali et al., 2023). Zemose temperatiirose veikiantys fermentai gali
biti naudojami, siekiant sumazinti skalbimo kaing, kartu sumazinant ir
pazaidas padaromas audiniams skalbiant juos aukS$tesnése temperatiirose.
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Tokie produktai taip pat gali pasitarnauti, siekiant sumazinti klimato kaita,
kadangi kartu galima sumazinti ir energetinius plovimo kastus (Sahay ir
Chouhan, 2018).

Biosurfaktantai — tai tvariis, bekvapiai, beskoniai ir netoksiski junginiai,
galintys tarnauti kaip pavirSiaus aktyviosios medziagos (Hollenbach et al.,
2022). Didelis démesys teikiamas glikolipidams (dar vadinamiems cukraus
esteriams) — biosurfaktantams, sudarytiems i§ mono-, di- arba oligosacharidy
hidrofilinés galvutés ir vienos ar keliy alkil grandiniy (Hollenbach et al.,
2022). Sios funkcinés grupés sujungiamos esteriniais rysiais, kuriy
suformavimg gali atlikti lipoliziniai fermentai, taip sumazinant produkcijos
kastus ir gamybos proceso daromg jtakg aplinkai (1.7 pav.).

Novozym 435
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Gliukozés Etenolis (tautomerizuojasi
monodekanoatas i acetoaldehida)

1.7 pav. Gliukozés monodekanoato gamybos schema. Sukurta remiantis (Hollenbach et al.,
2022).

Glikolipidai yra biodegradabiliis, nesikaupia aplinkoje ir nedaro Zzalos
gamtai, taip pat pasizymi geromis savybémis: efektyviai sumaZina pavirSiaus
jtempima, pasizymi maza kritine miceliy koncentracija, gerai stabilizuoja
putas (Hollenbach et al., 2022). Kai kurie i§ Siy junginiy pasizymi ir
bioaktyviomis savybémis: mazina tinimg, gerina zaizdy gijima Ziurkiy
modelinése sistemose, slopina biopléveliy formavimasi, gali veikti prie$ tam
tikrus virusinius, grybelinius biologinius veiksnius, ar net auglius (Hollenbach
et al., 2022). Taikant fermentus gali bati atlickama efektyvi, pigi ir aplinkai
draugiska glikolipidy sintezé.

Lipoliziniais fermentais susidométa dél jy tribologinio panaudojimo
(tribologija — tai mokslas apie trintj, susidévéjimg ir mechaniniy procesy
sutepimag (lubrikavimg)) (Monteiro et al., 2023). Trinties mazinimui
pramonéje ilgg laikg naudojami mineraliniai aliejai daugiausiai yra gaunami
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naftos apdirbimo metu. Tokie produktai pasizymi toksiSkumu Zmogui ir yra
kenksmingi aplinkai (Monteiro et al., 2023). Biolubrikantas — tai bet kokia
biologiskai skaidi medziaga, kuri gali sumazinti mechaning trintj (Cecilia et
al., 2020). Pramonei tinkamus biolubrikantus galima gauti modifikuojant jau
naudojamus augalinius aliejus (arba siekiant sumazinti gamybos kastus — jy
atliekas), atliekant esterinimo arba peresterinimo reakcijas, epoksidavima,
hidrogenavima ar estolidy formavima (Cecilia et al., 2020; Monteiro et al.,
2023). Kleinaité ir kt. atliko sékmingg biolubrikanto (2-etil-1-heksil oleato)
sinteze¢ atliekant biodyzelio peresterinima (Kleinaité et al., 2014).

Kita svarbi lipoliziniy fermenty panaudojimo sintezei sritis yra biodyzelio
gamyba. Biodyzelis — tai kuras, sudarytas i$ riebaly rugs¢iy esteriy, tinkamas
dyzelinio variklio darbui. Si medZiaga yra vienas pagrindiniy alternatyvaus
kuro Saltiniy, siekiant sumazinti priklausomybg¢ nuo iskastinio kuro (Borrelli
ir Trono, 2015). Siuo metu beveik visas biodyzelis yra gaminamas vykdant
Sarminiy medZziagy katalize paremtg esterinimg. Nors proceso iSeiga yra gera,
procesas yra ribojamas substratinés priklausomybés (substratas negali turéti
vandens, fosfatidy ar laisvyjy riebaly riig§¢iy), susidaranciy priemaisy (muily)
ir nuoteky valymo (Borrelli ir Trono, 2015). Didelis lipoliziniy fermenty
aktyvumas, trumpas reakcijos laikas, maZesnis slopinimas dél susidariusiy
produkty, gebéjimas atlikti tiek triacilgliceroliy, tiek laisvy riebaly ragsciy
esterinimg, temperatirinis stabilumas ir lengvas katalizatoriaus paSalinimas
(taikant imobilizavimg) leisty padidinti Sio proceso efektyvuma (Borrelli ir
Trono, 2015; Ali et al., 2023). He ir kt. nustat¢, jog Yarrowia lipolytica lipazé
2 gali efektyviai vykdyti biodyzelio (metilo esterio sintezg i$ sojy pupeliy
aliejaus) gamyba (iki 97,9 % iSeigos) reakcijos miSinj papildant cholino
chlorido ir gliukozés eutektiniu tirpalu (He et al., 2022).

1.6 Poliesteriai ir jy skaidymas taikant lipolizinius fermentus

Nauja, $iuo metu placiai tiriama lipoliziniy fermenty pritaikymo sritis yra
poliesteriy skaidymas. Poliesteriai — tai polimerai, kuriy monomerai sujungti
esterine jungtimi, nors §is terminas kartais naudojamas kalbant i$skirtinai apie
polietileno tereftalata (PET), ypac tekstilés gaminiy kontekste (Tournier etal.,
2023; Williams et al., 2023). Pagrindiniai pramonéje naudojami poliesteriai
yra: PET, polibutileno tereftalatas (PBT) ir polilaktiné ragstis (PLA)
(Williams et al., 2023). Kiti pramonéje taikomi poliesteriai: politrimetileno
tereftalatas (PTT), PCL, polietileno naftalatas (PEN), polibutileno adipato
tereftalatas (PBAT), polibutileno sukcinatas (PBS), poliglikoliné rugstis
(PGA), polihidroksialkanoatai (PHA) (Williams et al., 2023). Poliesteriai
sudaro reik§mingg dalj visy pagaminamy plastiky — 2021 metais PET sudaré
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18 % visy pagaminty plastiky (mazdaug 98 milijony tony) (Tournier et al.,
2023). Toks platus panaudojamas yra salygojamas naudingy §io plastiko
savybiy: modulinio mechaninio tvirtumo (gali bati standus arba pusiau
standus), atsparumo smiigiams, mazu laidumu skys¢iams ar dujoms,
lengvumo (Biundo et al., 2018; Tournier et al., 2023). Vis délto dél didelio
patvarumo ir mazo bioskaidumo plastikai ilgai iSlieka biosferoje ir tapo viena
didziausiy modernaus pasaulio problemy (Geyer et al., 2017; Williams et al.,
2023). Manoma, kad apie du treédaliai visy plastiko atlieky patenkg j
savartynus ir mus supancig aplinka (Williams et al., 2023). Dél $iy priezas¢iy
didelis démesys skiriamas naujy bioskaidziy plastiky kirimui ir esamy
plastiko atlieky utilizavimui (Tournier et al., 2023).

Dél turimos esterinés jungties poliesteriniai plastikai laikomi lengviau
skaidomais, o kai kurie (PCL, PLA, PHA) net priskiriami bioskaidiems,
kompostuojamiems plastikams (Mouhoubi et al., 2022). Nepaisant to, gamtoje
Sie plastikai gali irti ilgiau negu numatyta tokioje klasifikacijoje, o kai kuriais
atvejais net neirti. Bagheri ir kt. atliko tyrimg, kurio metu tyré skirtingy
bioskaidziy plastiky yrimg laboratorinémis sglygomis, ir nustaté, jog jiros ar
gélo vandens pavirSiuje esantio PLA, PCL ir PHA mas¢ reikSmingai
nesumaz¢jo (Bagheri et al., 2017). 2021 mety Europos komisijos vyriausiy
moksliniy pataréjy grupés ataskaitoje taip pat minima rekomendacija jvardinti
biodegradabiluma kaip sistemine savybe — t.y ne tik savybe, susijusia su
medziaga, bet ir su aplinkos salygomis, uztikrinan¢iomis plastiko skaiduma
(Directorate-General for Research and Innovation (European Commission),
2020). Didelis démesys bioskaidiems polimerams skiriamas ne tik dél
mazesnio jy toksiSkumo aplinkai, bet ir dél paprastesnio jy atlieky utilizavimo,
skaidant esterines jungtis (Lai et al., 2023).

PCL yra vienas pirmyjy dirbtiniy polimery, pirmg kartg susintetintas 1934
metais (Natta et al., 1934; Woodruff ir Hutmacher, 2010). Tai hidrofobiskas,
dalinai kristaliskas polimeras, pasizymintis zema stikléjimo (nuo -65 —-60 °C)
ir lydymosi (55-60 °C) temperatiiromis (Baptista et al., 2020). Viena istoriskai
svarbiausiy PCL taikymo sri¢iy — vaisty pristatymo sistemos, kurios remiasi
§io polimero biologiniu suderinamumu ir galimybémis pritaikyti jo
degradacijos kinetika, lengva formavima, norimo dydzio pory formavimg ir
kontroliuojama vaisty iSskyrima j matriksg. Nepaisant §iy pranaSumy, dél
létos degradacijos, Sis polimeras gana greitai buvo pakeistas kitomis
alternatyvomis (daugiausiai polilaktidais ir poliglikolidais) (Woodruff ir
Hutmacher, 2010). Nors PCL kurj laikg buvo primirstas, pastaruoju metu
didelis démesys skiriamas PCL naudojimui audiniy karkasuose (Backes et al.,
2022). PCL taip pat gali biiti naudojamas kaip kopolimeras ir maiSomas su
PLA, norint gauti dideliu tvirtumu pasizymin¢ias medziagas. Taip pat jis gali
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mikroelektronikoje (Hedrick et al., 2002) arba klijuose (Labet ir Thielemans,
2009).

Du pagrindiniai PCL sintezés budai: e-kaprolaktono ziedo atidarymo
polimerizacija (angl. ring opening polymerisation) arba 6-hidroksiheksoninés
rugsties polikondensacija (1.8 pav.) (Labet ir Thielemans, 2009; Bhadran et
al., 2023). Polikaprolaktonas taip pat gali buti sintetinamas naudojant
fermenting ziedo atidarymo polimerizacija (Labet ir Thielemans, 20009;
Almeida et al., 2019). Nors biologiskai skaidiis plastikai $iuo metu sudaro tik
maza dalj visy pasaulyje pagaminamy plastiky (Siuo metu sudaro apie 1 %
visy pagaminamy plastiky), jy gamyba sparciai auga ir jie yra laikomi viena
optimaliy alternatyvy i$ iSkastinio kuro gaunamiems plastikams (L. Zhao et
al., 2020).
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1.8 pav. Polikaprolaktony sintezés bidai (Bhadran et al., 2023).

Siuo metu bioskaidiems plastikams skiriamas didelis démesys tiek dél
sunkiai skaidomy poliesteriy atlieky pasalinimo (pvz.: PET), tiek dél galimo
efektyvesnio tokiy polimery inkorporavimo, pakeiciant neskaidzius ar mazai
skaidzius plastikus. Vis dél to, neturint efektyvaus pramoninio bioplastiky
utilizavimo budo, jie gali sukelti panaSias problemas kaip ir dabartiniai
sintetiniai plastikai (Nikolaivits et al., 2021). Hidrolazés, galin¢ios skaidyti
poliesterinius junginius, bendrai vadinamos poliesterazémis. Kadangi tai —
fermentali, galintys skaidyti esterinj rysj, dauguma mokslininky Siuo terminu
jvardija lipazes, esterazes (placiau aptartos 1.1.1; 1.1.2; 1.1.3; 1.1.4
skyriuose), kutinazes ir polietileno tereftalazes (PETazes) (Williams et al.,
2023).

Kalbant apie PCL skaidymo tyrimus, daugiausiai démesio skiriama
lipazéms, esterazéms ir kutinazéms. Vienas pirmyjy PCL skaidymo pavyzdziy
— P. aeruginosa lipazés panaudojimas skaidant PCL iki 6-hidroksiheksoninés
riigsties esterio dimero (6-hidroksiheksil 6-hidroksiheksanoatas) (Jaeger et al.,
1995). Véliau A. Rosato kartu su kolegomis atliko plataus spektro tyrima,
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kuriame tyré, kaip 11 komerciniy lipaziy (dvi komercinés lipazés sintetinamos
Pseudomonas genties atstovy; Rhizopus niveus bei Rhizopus oryzae lipazé F-
AP 15; C. antarctica lipazé, iSskirta i$ rekombinantiniy Aspergillus oryzae;
Candida sp. lipazé NZ CALB L isskirta i§ rekombinantiniy A. niger;
C. rugosa VII tipo lipazé; Candida cylindracea lipazé; Serno kasos lipazeé;
Alcaligenes sp. lipazé QML), 1 kutinazé (kutinazé NZ 51032 ) ir 1 proteazé
(Tritirachium album sintetinama proteinazé K) veikia skirtingus
biodegradabilius plastikus (tarp jy ir PCL). Gauti rezultatai parodé, jog tik
dalis lipaziy galéjo efektyviai skaidyti PCL (abi Pseudomonas lipazés,
C. antarctica lipazé, Candida sp. lipazé ir Alcaligenes sp. lipazé, bei kutinazé
galéjo efektyviai suskaidyti PCL pléveles). Idomu tai, jog Sios lipazés
efektyviai skaidé tik vienos rtsies vidutinés molekulinés masés (Mnsoooo)
PCL. Tuo tarpu Candida ir Alcaligenes sp. lipazés bei kutinazé galéjo
efektyviai skaidyti didesnés molekulinés masés (Mnsoooo) PCL (Rosato et al.,
2022). Skaidant mazesnés molekulinés masés (Mnigo) PCL, naudojant
A. niger lipaze, nustatyta, jog grynintas natyvus fermentas veikia geriau
(suskaido ~75 % PCL emulsijos per 72 val.) lyginant su rekombinantiniu
fermento variantu (suskaido ~25 % PCL emulsijos per 72 val.) (Nakajima-
Kambe et al., 2012). Ma su kolegomis taip pat tyré C. antarctica lipazg B ir
nustaté, jog fermentas gali suskaidyti 80 % PCL plévelés, nepriklausomai nuo
vidutinés molekulinés PCL masés (Ma et al., 2020).

Lipazés ir esterazés taip pat gali skaidyti ir Kitus anks¢iau minétus
poliesterius. Poliuretanas — polimeras, sintetinamas i§ poliesteriniy ar
polieteriniy polioliy, placiai naudojamas parolono, izoliaciniy medziagy,
tekstilés dangaly ar antikoroziniy dazy gamyboje (Danso et al., 2019). Vieni
pirmyjy fermenty galiniy skaidyti poliuretang — Pseudomonas chlororaphis
lipazé pueB (Howard et al., 2001) ir P. fluorescens proteazé (Howard ir
Blake, 1998). Véliau atrasta bakterija Comamonas acidovorans TB-35, galinti
naudoti poliuretang kaip vienintelj anglies Saltinj. Nustatyta, jog Sios
bakterijos sintetina dvi esterazes: vidulgsteling ir sekretuojama, is kuriy biitent
vidulasteliné esterazé gali skaidyti poliesterinj poliuretang (Akutsu et al.,
1998). C. rugosa lipazé taip pat identifikuota, kaip galinti efektyviai
hidrolizuoti poliesterinj poliuretang. Tyréjai pritaik¢ matematinj modelj
heterogeninei reakcijai tarp netirpiy poliuretano daleliy ir fermento nustate,
jog reakcijg kontroliuoja fermento ri§imasis prie poliuretano pavirSiaus
(Gautam et al., 2007). Nepaisant $iy pasiekimy, kol kas visi rasti fermentai
gali skaidyti tik poliesterinj poliuretang; polieterinj poliuretang skaidanciy
fermenty néra rasta (Danso et al., 2019).

Pladiausiai §iuo metu tiriami, ieSkomi ir tobulinami fermentai, galintys
skaidyti sintetinj poliesterj — PET (Danso et al., 2019). Pirmieji PET
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modifikuojantys fermentai analizuoti jau prie§ 20 mety (Alisch et al., 2004;
Muller et al., 2005; Arnal et al., 2023); véliau Stefan Liebminger ir kt. i8skyré
Penicillum citrum poliesteraze (Liebminger et al., 2007). Jvertinus S$ios
poliesterazés aktyvuma nustatyta, jog fermentas gali skaidyti PET, ta¢iau tik j
tarpinius junginius: bis-(2-hidroksietil) tereftalatg (BHET) ir mono-(2-
hidroksietil) tereftalata (MHET) (Liebminger et al., 2007). Asa M. Ronkvist
ir kt. analizavo Humilica insolens, Pseudomonas mendocina ir Fusarium
solani kutinazes ir nustaté, jog H. insolens kutinazé pasizymi geriausia mazo
kristaliskumo PET hidrolize (Ronkvist et al., 2009). Anita Eberl ir kt.
analizavo Thermomyces lanuginosus lipazés ir Thermobifida fusca bei
Fusarium solani kutinaziy gebéjimg skaidyti PET atitikmenj -
bis(benzoiloksietil) tereftalata (3PET) ir PET audinio pluostus ir nustaté, kad
nejoninis detergentas tritonas X-100 padidina T. lanuginosus lipazés
aktyvuma ir sukuria daugiau poliesteriy degradacijos fragmenty lyginant su
kutinazémis (Eberl et al., 2009). Enrique Herrero Acero ir kt. palygino dvi
Thermobifida cellulosilytica ir vieng T. fusca kutinazes ir nustaté, jog, nors
Sios kutinazés ir pasizymi labai dideliu aminoriig¢iy seky panasumu, jy
aktyvumas skaidant PET labai skiriasi (Herrero Acero et al., 2011).

Galima teigti, jog vienas svarbiausiy proverziy $ioje tyrimy srityje buvo
bakterijos Ideonella sakaiensis — mikroorganizmo, hidrolizuojancio ir
jsisavinan¢io PET, atradimas (Yoshida et al., 2016). Sios bakterijos geba
prisitvirtinti prie PET plévelés ir fermentiniu biidu suskaidyti ja iki PET
sudedamyjy daliy — tereftalio riigSties ir etileno glikolio (tarpinio PET
skaidymo produkto MHET nustatyti tik nedideli kiekiai). Atlikus genomo
analiz¢ rastas vienas atviro skaitymo rémelis ir susintetinta rekombinantiné
PET skaidanti hidrolazé (Yoshida et al., 2016). Remiantis fermento dideliu
gimingumu plastikui, jis pavadintas polietileno tereftalato hidrolaze — PET-
aze, o Tarptautiné biotechnologijos ir molekulinés biologijos draugija (angl.
International Union of Biochemistry and Molecular biology (IUBMB))
priskyré fermenty komisijos numerj: EC 3.1.1.101. Ty paciy tyrimy metu
i§skirtas ir kitas fermentas, kuris skaido etileno tereftalata j tereftalio rugstj ir
etilenglikolj, kuris pavadintas MHET-aze (EC 3.1.1.102). Taikant baltymy
inzinerijos strategijas PETazés yra toliau tobulinamos — viena tobulinta
Ideonella sakaiensis PETazés charakteristika — termostabilumas, kadangi PET
skaidymas geriausiai vyksta aukStesnéje temperatiiroje, ties PET stikléjimo
temperatiros (69 — 81 °C) (Arnal et al., 2023). Tokie pavyzdziai: FAST-
PETase (Bell et al., 2022) arba HotPETase (Lu et al., 2022), sukurti veikti
aukstesnése temperatiirose.

Lipazés taip pat gali biiti naudojamos PET hidroliz¢je, taciau gerokai
mazesniu pajégumu. Carniel ir kolegos jvertino sinergistinj C. antarctica
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lipazés B ir Humicola insolens kutinazés veikimg. Pastaroji kutinazé galéjo
hidrolizuoti PET iki tereftalio riigsties — galutinio skaidymo produkto, taciau
reakcija ribojantis zingsnis yra BHET suskaidymas iki tereftalio roigsties.
Taikant abu fermentus gautas sinergistinis poveikis ir 7,7 karto padidéjes PET
vertimas j tereftalio rugstj (Carniel et al., 2017). Taip pat yra pavyke i PET
panasius vandenyje tirpius ftalato riigsties esterius suskaidyti naudojant
Pseudomonas lipazes. Autoriai sieké nustatyti, ar vandens valymo
jrenginiuose esantys mikroorganizmai galéty pasizymeti gebéjimu skaidyti
tirpius poliesterius. Susintetinti skirtingos sandaros ir molekulinés masés
ftalato riigsties esteriai buvo testuoti naudojant skirtingus Pseudomonas
genties bakterijy i$skiriamus fermentus, tarp jy ir P. pelagia lipaz¢ (Haernvall
et al., 2017). Karboksilesterazés taip pat gali biiti taikomos PET hidrolizéje,
taciau dazniausiai tik trumpy jy fragmenty degradacijai. T. fusca KW3
kamieno sintetinama karboksilesterazé buvo sékmingai panaudota PET
trimery skaidymui, nors pagrindinis produktas buvo 1,2-etilen-mono-
tereftalatas-mono (2-hidroksietil tereftalatas) (Billig et al., 2010).
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2. METODIKA
2.1 Darbe naudotos medziagos, reagentai

Acetonitrilas, para-nitrofenolis, p-nitrophenil (p-NP) acetatas, p-NP
butiratas, p-NP heksanoatas, p-NP oktanoatas, p-NP dodekanoatas, p-NP
miristratas, p-NP palmitatas ir p-NP steratas, polikaprolaktonas (Mnasooo),
polikaprolaktonas (Mnsoooo), skruzdziy ragstis ir vinilo lauratas, jsigyti i$
Sigma-Aldrich, Vokietija.

Agarozé, baltymy molekulinés masés Zymuo Pierce™ Unstained Protein
MW Marker, PageBlue™ baltymy dazas, SnakeSkin (3500 MWCO) dializés
membrana, tributirinas buvo jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific, JAV.

DreamTaq DNR polimerazé; CloneJET PGR klonavimo rinkinys; DNR
masés zymuo GeneRuler™ 1kb DNA ladder; InsTAclone PGR produkto
klonavimo rinkinys; PGR gryninimo rinkinys GeneJET PCR Purification Kit;
DNR fragmenty iSskyrimo i§ gelio rinkinys GeneJET Gel Extraction Kit;
Phusion High-Fidelity DNR polimerazé; plazmidziy iSskyrimo rinkinys
GeneJET Plasmid Miniprep Kit; restrikcijos endonukleazés FastDigest Ndel
ir FastDigest Sall; ir kiti reagentai reikalingi geny klonavimo eksperimentams
buvo jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva.

Akrilamido ir Bis-akrilamino (santykis 29:1) tirpalas,
tetrametiletilendiaminas (TEMED) jsigytas i$ Bio-Rad, JAV;

6-hidroksiheksoniné ragstis (6-HHA) jsigyta i§ BLD Pharmatech Ltd,
Kinija.

Baltymy sintezei indukuoti naudotas pieno permeatas MPP85 buvo gautas
i§ BaltMilk (Jmoné ,,Pienas LT, Kaunas, Lietuva).

2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diolis (TRIS), agar-agaras,
ampicilino natrio druska, butanolis (99 %), dimetil sulfoksidas (DMSO),
druskos riigstis (37 %), etanolis (99 %), etidzio bromidas, glicinas, imidazolas,
izopropanolis (99 %), metanolis (99 %), mieliy ekstraktas, NaCl, peptonas,
ROTI®Garose-His/Ni baltymy gryninimo derva; ir visi kiti reagentai ir
cheminés medziagos buvo jsigytos i§ Carl Roth Gmbh & Co. Kg, Vokietija,
nebent nurodyta kitaip.

2.2 Darbe naudotos rekombinantinés plazmidés, bakterijy kamienai,
kultivavimo salygos

Rekombinantinés plazmidés pET-21c(+) su Geobacillus sp. 95 kamieno
koduojamais modifikuotos lipazés GD-95RM (Druteika et al., 2020),
esterazés GDEst-95 (GeneBank numeris: KX013768.1) arba sulieto baltymo
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(GDEst-lip) (Gudiukaite et al., 2017) genais buvo sukurtos ankstesniy darby
metu.

Darbe naudoti bakterijy kamienai:

Escherichia coli DH5a: ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endA1 hsdR17 phoA supE44 gyrA96 A-thi-1 relAl (Thermo Fisher Scientific,
JAV);

E. coli BL21 (DE3): hsdD gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lacUV-T7 genas
1 (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Darbe naudotos kultivavimo salygos:

Visi darbe naudoti mikroorganizmai kultivuoti Lizogeninio buljono (LB)
terpéje (Bertani, 1951). Terpé sudaryta i$: 1 % peptono; 0,5 % mieliy
ekstrakto; 0,5 % NaCl. Terpés sterilintos autoklavuojant: 121 °C, 1 atm,
20 min. Po autoklavavimo terpés papildytos ampicilinu (galutiné
koncentracija 100 pg/mL). Gaminant agarizuota terpe, ji pries autoklavavima
papildoma 1,5 % agaro; po autoklavavimo terpé iSpilstoma j sterilias Petri
leksteles. Rekombinantiniy mikroorganizmy kolonijy atrankai agarizuota
terpé papildyta emulguotu tributirinu arba vinilo lauratu (galutiné atitinkamos
medziagos koncentracija 1 % (v/v)).

Darbe naudoti vektoriai:

Tiesioginiam PGR produkty klonavimui naudoti klonavimo vektoriai
pJET1.2/blunt (i§ CloneJET PGR klonavimo rinkinio) ir pTZ57R/T (i§
InsTAclone PGR klonavimo rinkinio).

Tikslinio baltymo sintezei genai jsiuti j pET-21c(+) vektoriy (Novagen).
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2.3 Darbe naudoti pradmenys

Visi darbe naudoti pradmenys susintetinti Metabion (Vokietija) ir pateikti
2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudoti pradmenys. Raudona spalva Zymi nukleotidy pakaitus. Mélyna
spalva zymi sekas, kerpamas nurodytomis restrikcijos endonukleazémis.

Pradmens Nukleotidy seka Tm (°C) | Restrikcijos

pavadinimas endonukleazé

GESTp-31F | 5-GGG ATA AAG CAT ATG | 65,7 Ndel
GAA CAA ACC GAT GTT G-3'

GESTp-23R | 5-TAGTCG ACG CGTCCTTGC | 68,7 Sall
CAT GC-3'

Gly108ArgF | 5'-ATT CAT GGC CGCGCCTTT | 67,8 -
TTG -3’

Gly108ArgR | 5-CAA AAA GGC GCG GCC | 67,8 -
ATG AAT -3’

Ala410ArgF | 5-GCA TGC CAC CGG CTC | 731 -
GAG CTG -3’

Ala410ArgR | 5-CAG CTC GAG CCG GTG | 731 -
GCA TGC -3’

Leu226ArgF | 5-GGA GCG CTT GGC CTC | 75,3 -
CGT TCG CCG -3’

Leu226ArgR | 5-CGG CGA ACG GAG GCC | 75,0 -
AAG CGC TCC -3’

Leu4l1l1AlaF | 5'-ATG CCA CGC GGC CGA | 771 -
GCT GCC GTT -3’

Leu41l1AlaR | 5'-AAC GGC AGC TCG GCC | 771 -
GCG TGG CAT -3’

T7F 5-TAA TAC GAC TCA CTA | 51,0 -
TAG GG -3’

T7R 5-GCTAGTTATTGCTCAGCG | 51,0 -
G-3

M13F 5-TGT AAA ACG ACG GCC | 54,0 -
AGT -3’

M13R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG | 51,0 -
AC-3’
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2.4 GDEst-95 esterazg¢ koduojancio geno tiksliné mutagenez¢ taikant
taikiniui persidengiancio ilginimo strategija

Tiksline GDEst-95 mutagenezé buvo atlikta taikant persidengiancio
ilginimo strategija (2.1 pav.). Persidengiancio ilginimo mutagenezés metu,
naudojant specifinius modifikuotus pradmenis, sukuriama mutacija
persidengimo vietoje (Ho et al., 1989). Mutacijos jvedimas atlickamas dviem
etapais. Pirmojo etapo metu atlickamos dvi PGR, kuriose naudojama jprasto
gena dauginancio pradmens ir mutacija koduojancio pradmens kombinacija.
Po $iy reakcijy sugeneruojami du persidengiantys fragmentai, abu fragmentai
turi mutacija persidengimo vietoje. Tokie sukurti fragmentai naudojami kaip
matrica antro etapo metu ir PGR atliekama naudojant jprasta, gena
padauginanciy pradmeny pora.

L T LA T
L 111 Ll ]
Gly108-=Arg Leu226-=Arg Alad10->Arg Leud11-=Ala

Pirmas PGR ciklas naudojant
mutageninio ir nemutageninio pradmens
poras. Gaunami du modifikuoti geno

v sekos fragmentai persidengiantys ties
mutacijos vieta,

Antras PGR ciklas, naudojant pirmojo
ciklo metu gautus fragmentus kaip
matrica.  Maudojami  jprasti  sekai
pradmenys padauginti pilno ilgio gena,
su tadkine mutacija ties persidengimu

MOIDDDIVIN  DOVDTDIVIN

GDEst95_Leu226->Arg GDEst95_Leud11->Ala
GDEst95_Gly108-=Arg GDEst95_Alad10->Arg

2.1 pav. Persidengiancio ilginimo mutagenezés taikymas GDEst-95 karboksilesterazés
modifikavimui. Sukurta naudojant BioRender.com

Darbe naudotos pradmeny poros ir teoriniai PGR produkto dydziai pateikti
2.2 lenteléje. Pradmeny sekos pateiktos 2.1 lenteléje.
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2.2 lentelé. Pradmeny poros naudotos sukurti GDEst-95 geno fragmentus su mutacijomis
persidengimo vietoje.

Tiesioginis Atvirkstinis | Amplikono Taikymas

pradmuo pradmuo dydis (bp)

Gly108F GESTp-23R | ~1176 GDEst-95 Gly108Arg mutacijos

GESTp-31F Gly108ArgR | ~324 kirimas

Ala410ArgF GESTp-23R | ~270 GDEst-95 Ala410Arg mutacijos

GESTp-31F Ala410ArgR | ~1230 kiirimas

Leu226ArgF GESTp-23R | ~678 GDEst-95 Leu226Arg mutacijos

GESTp-31F Leu226ArgR | ~822 kiirimas

Leu4l1AlaF GESTp-23R | ~267 GDEst-95 Leu411Ala mutacijos

GESTp-31F Leu4llAlaR | ~1233 kiirimas

GESTp-31F GESTp-23R | ~1500 Pilno ilgio GDEst-95 geno
padauginimas, atliekant tiksling
mutagenez¢ arba  atsitikting
mutageneze

Pirmojo etapo PGR misinj sudaré: 0,5 puM tiesioginio ir atvirkstinio
pradmens; 1X Phusion High-Fidelity PCR Master Mix; 1 pg plazmidinés
DNR; d. H,O iki galutinio tdrio. Kaip kontrolé naudotas miSinys, j kurj
nebuvo jdéta plazmidinés DNR. Reakcijos salygos: 1) pirminis DNR
grandiniy i§lydymas — 98 °C, 30 sek.; 2) antrinis DNR grandiniy i§lydymas —
98 °C, 10 sek.; 3) pradmeny prilydymas — 65-70 °C (priklausomai nuo
naudojamos pradmeny poros), 30 sek.; 4) ilginimas — 72 °C, 40 sek.; 5)
galutinis ilginimas — 72 °C, 10 min. 2-4 zingsniai kartoti 35 kartus.

Po pirmojo etapo gauti PGR produktai analizuoti agarozés gelyje (0,8 %)
taikant DNR elektroforeze. DNR elektroforezés salygos: 6 V/ecm, naudotas 1X
TAE buferinis tirpalas (40 mM Tris; 20 mM acto ragsties; | mM EDTA).
Vizualizavimui gelis papildytas 0,5 pg/mL etidzio bromidu. Tikslinj
produkty dydj atitinkantys fragmentai iSpjauti ir iSgryninti naudojant
GeneJET Gel Extraction Kit, pagal gamintojo rekomendacijas. ISgryninti
fragmentai naudoti kaip matrica antrojoje PGR. Naudota jprasta tiesioginio ir
atvirk$tinio pradmeny pora reikalinga padauginti viso ilgio gena. Kiti
reakcijos misinio komponentai ir jy koncentracijos nekeisti. Reakcijos
parametrai nekeisti, iSskyrus pradmeny prilydymo temperatirg (62 °C).

2.5 GDEst-95 esterazg koduojancio geno atsitiktiné mutagenezé taikant
kladingaja PGR

Siame darbe klaidingajai PGR buvo naudojama DreamTaq polimerazé
reakcijos miSinyje padidinus MgCIl; kiekj. Reakcijos miSinio sudétis: 1X
DreamTaq™ buferinis tirpalas; 1,25 U DreamTaq polimerazés; 4 uM MgCly;
dNTP misinys (0,2 mM kiekvieno nukleotido); 1 pg plazmidinés DNR.
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Reakcijos salygos: 1) pirminis DNR grandiniy i§lydymas — 95 °C, 2 min.; 2)
antrinis DNR grandiniy i8lydymas — 95 °C, 30 sek.; 3) pradmeny prilydymas
— 63 °C, 30 sek.; 4) ilginimas — 72 °C, 3 min.; 5) galutinis ilginimas — 72 °C,
7 min. 2-4 zingsniai kartoti 35 kartus. Gauti PGR produktai analizuoti taikant
DNR elektroforeze agarozés gelyje ir iSgryninti, kaip aptarta 2.4 skyriuje.

2.6 Modifikuoty GDEst-95 geny klonavimas

Po tikslinés mutagenezés (skyrius 2.4) gauti pilno ilgio genai, buvo jsitti |
pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy pagal gamintojo rekomendacijas.
Reakcijos misinj sudaré: 1X Reakcijos buferinio tirpalo; pJET1.2/blunt
vektorius ir PGR miSinys moliniu santykiu 1:4; 1 U T4 DNR ligazés; d. H.O
iki galutinio tiirio.

PGR produktai gauti po klaidingosios PGR (skyrius 2.5) buvo jsiiti |
pTZ57R/T vektoriy naudojant TA klonavimo sistema. Sis vektorius turi ddT
i8kisas, o PGR produktai susintetinti naudojant Tagq polimerazes turi
komplementarias adenino iSkiSas. Reakcijos miSinj sudar¢ 1X T4 DNR
ligazés buferinis tirpalas; pTZ57R/T vektorius ir PGR produktas moliniu
santykiu 1:4; 1 U T4 DNR ligazés; d. H2O iki reikiamo tdrio. Abi tiksliniy
geny jsiuvimo j vektorius reakcijos vykdytos ~16 val., 4 °C temperatiiroje.

Visos darbe naudotos elektrokompetentinés E. coli lastelés paruostos pagal
Sambrook ir Russell metodikg (Sambrook and Russell, 2001).
Rekombinantiniy konstrukty transformacijai j E. coli DHS5a lasteles taikyta
elektroporacija. Prie$ transformacija T4 DNR ligazé reakcijos misiniuose
inaktyvuota 5 min. kaitinant 70 °C temperatiiroje. Transformacijos eiga: |
40 pL paruosty elektrokompetentiniy Igsteliy jpilama 4 pL ligavimo miSinio.
Tuomet lastelés paveikiamos elektriniu lauku (1500-1700 V, 5 ms). I$ karto
po elektroporacijos lastelés uzpilamos 460 pL super optimalaus buljono
mitybine terpe, kuri pasizymi ir katabolinés represijos savybe (angl. super
optimal broth with catabolite repression (SOC) terpés (2 % peptono; 0,5 %
mieliy ekstrakto; 0,05 % NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly; 10 mM MgSOy;
20 mM gliukozés) ir 1 val. inkubuojamos 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos
lastelés iSglaistomos ant agarizuotos LB terpés, papildytos ampicilinu
(100 pg/mL) ir atrankos substratu (tributirinu) (paruo$ta kaip apraSyta 2.2
skyriuje). Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiroje iki 24 val.
Transformanty lastelés atrinktos pagal tributirino  hidrolizés zony
formavimasi.

Atrinktos transformanty kolonijos papildomai tikrintos taikant kolonijy
PGR, naudojant DreamTaq polimerazg. Kolonijy PGR atliktas analogiskai
(skyrius 2.5) su modifikacijomis: reakcijos misinys nebuvo papildytas MgCly,
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vietoje plazmidinés DNR jneSta vienos bakterijy kolonijos biomasés ir
pradinis denatiiravimo laikas prailgintas iki 5 min.

Teigiamy transformanty kolonijos uzsétos | 5 mL skystos LB terpés,
papildytos ampicilinu (100 pg/mL); augintos per naktj ir po to iSskirta
plazmidiné DNR, naudojant GeneJET plasmid miniprep rinkinj, pagal
gamintojo rekomendacijas. Isility geny sekos patvirtintos sekoskaita.
Sekoskaita atlikta Azenta Life Sciences, Vokietija.

Tolimesniame etape tiksliniai genai buvo iSkirpti naudojant FastDigest
Ndel ir FastDigest Sall restrikcijos endonukleazes. Reakcijos misinj sudaré:
plazmidiné DNR, 1 pg; FastDigest Sall, 1 U; FastDigest Ndel, 1 U; 1X
FastDigest Green buferinis tirpalas; d. H2O iki norimo tirio. Restrikcijos
produktai analizuoti agarozés gelyje taikant DNR elektroforeze ir tiksliniai
genai iSskirti, kaip aprasyta anksc¢iau (skyrius 2.4). Gauti produktai jsiiti j
PET-21c¢(+) raiskos vektoriy, kuris pries tai buvo sukirptas su FasDigest Ndel
ir FastDigest Sall restrikcijos endonukleazémis. Ligavimo miSinj sudaré: T4
DNR ligazé, 1,25 U; jterpiama DNR ir vektorius moliniu santykiu 5:1; 1X T4
DNR ligazés buferinis tirpalas; d. H2O iki galutinio tiirio. Ligavimas vykdytas
analogiskai aprasytam. Rekombinantiné pET-21c(+) plazmidiné DNR
naudota E. coli BL21 (DE3) lasteliy transformacijai, taikant elektroporacija,
kaip apraSyta anksCiau. Teigiami transformantai atrinkti ant agarizuotos LB
terpés, papildytos ampicilinu (100 pg/mL) ir emulguotu tributirinu arba vinilo
lauratu (1,5 % v/v), taip pat atlikus kolonijy PGR, kaip aprasyta anks¢iau.
Kaip kontrolé ant terpés su vinilo lauratu buvo uzsétos rekombinantinés E.
coli Igstelés, sintetinan¢ios nemodifikuota GDEst-95 karboksilesteraze.

2.7 Rekombinantiniy baltymy sintezé

Rekombinantinés pET-21c(+) plazmidés su jsititais GD-95RM, GDESst-95
arba GDEst-lip genais transformuotos j E. coli BL21 (DE3) lasteles kaip
aprasyta (2.5 skyriuje). Visy darbe tirty rekombinantiniy baltymy sintezei,
E. coli BL21 (DE3) lastelés uzsétos j 5 mL LB terpés, papildytos ampicilinu
(100 pg/mL) ir augintos per naktj 37 °C, aeruojant (180 aps./min.). Tuomet
lastelés uzsé¢jamos | 150 mL Sviezios LB terpés, papildytos ampicilinu
(100 pg/mL), jvertintas pradinis kultiros OT (OTew0=0,02 — 0,04). Lastelés
augintos 37 °C, aeruojant (180 aps./min.) ir periodiskai vertinant OTeggo, kol
kultiira pasiekia OTgo0 = 0,4 optinio tankio vienetus. Tuomet rekombinantiniy
baltymy sintezé indukuojama Igsteliy augimo terpe papildant pieno permeatu
(galutiné koncentracija 4 mM) (Greicius et al., 2023). Kaip kontrolé
lygiagreciai auginama ir Igsteliy kultiira, nepaveikta pieno permeatu.
Indukcijos laiko momentu ir praéjus 1, 2 ir 4 val. po indukcijos imti 1gsteliy
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méginiai (galutinis méginio kiekis OTespo=1,0). Lastelés nucentrifuguotos
(12000 x g, 2 min), supernatantas pasalintas ir lastelés suspenduotos 100 puL
NDS-PAGE baltymy dazo (50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo (pH 6,8), 2 %
natrio dodecilsulfato, 10 % glicerolio ir 0,02 % bromfenolio mélynojo dazo).

Surinkti indukuoty ir kontroliniy Igsteliy méginiai toliau analizuoti taikant
baltymy elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis
salygomis (NDS-PAGE), norint jvertinti rekombinantiniy baltymy sinteze ir
nustatyti optimaly indukcijos laikg. NDS-PAGE geliy gamybai naudotas 30 %
akrilamido tirpalas (sudarytas i$ akrilamido ir bis-akrilamido santykiu 1:29).
Skirstomojo gelio sudétis: 12 % akrilamido misinio; 0,38 M Tris-HCI pH 8,8;
0,1 % NDS; 0,1 % APS; 0,04 % TEMED. Koncentruojamojo gelio sudétis:
5 % akrilamido misinio; 0,13 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1 % NDS; 0,1 % APS;
0,04 % TEMED. Geliy liejimui ir NDS-PAGE atlikti naudota Mini-
PROTEAN sistema (Bio-Rad, Hercules, CA, JAV). NDS-PAGE vykdyta
naudojant Laemmli nenutrikstama Tris-Glicino buferinio tirpalo sistema
(Laemmli, 1970). Pierce™ Unstained Protein MW Marker naudotas kaip
molekulinés masés Zymuo. Po baltymy elektroforezés geliai plauti tris kartus
d. H20 po 15 min., ir dazyti naudojant PageBlue™ Protein Staining Solution,
remiantis gamintojo rekomendacijomis.

2.8 Tiksliniy baltymy gryninimas taikant imobilizuoty metalo jony
giminingumo chromatografija

Baltymy gryninimui naudota ROTI®Garose-His/Ni derva. Po
rekombinantiniy baltymy sintezés (2.7. skyrius) lastelés surinktos
centrifuguojant 8000 x g 10 min, supernatantas paSalintas, lastelés
resuspenduotos 1,5 mL Tris-HCI buferiniame tirpale (50 mM, pH 8) ir
papildyta 0,02 g lizocimo. Lastelés ardytos 10 min (amplitudé 38 %, 10 sek.
ardymo, 20 sek. saldymo rezimu) ultragarsu, naudojant sonikatoriy VC750S
(Sonics and Materials, JAV). Lasteliy nuolauzos pasalintos centrifuguojant
(12000 x g, 10 min), supernatantas su tirpiais baltymais perkeltas j kolonéle,
uzpildyta derva (i$ anksto ekvalibruota Tris-HCI buferiniu tirpalu, 50 mM, pH
8). Nespecifiskai prikibg¢ baltymai pasalinti su praplovimo buferiniu tirpalu
(Tris-HCI buferinis tirpalas (50 mM, pH 8), papildytas 50 mM imidazolo);
tiksliniai baltymai surinkti naudojant eliucijos buferinj tirpalg (Tris-HCI
buferinis tirpalas (50 mM, pH 8), papildytas 250 mM imidazolo). Surinkti
méginiai analizuoti NDS-PAGE, kaip aprasyta ankstesniame skyriuje (2.7
skyrius).

Po NDS-PAGE analizés frakcijos su kokybiskai nustatytu didZiausiu
tiksliniy baltymy kiekiu sumaiSytos ir perkeltos j dializés membrang
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(SnakeSkin dialysis tubing 3500 MWCO). Membrana su baltymy tirpalu
panardinama j buferinj tirpala (Tris-HCI, 50 mM, pH 8); baltymo méginio ir
buferinio tirpalo santykis 1:100. Dializé vykdyta 24 val., pakei¢iant buferinj
tirpalg po 12 val. Tuomet méginys surinktas ir baltymy koncentracija nustatyta
jvertinant sugertj ties 280 nm pagal pateikta formulg (1). Molekulinis svoris ir
ekstincijos koeficientas apskaiCiuoti remiantis zinoma tikslinio baltymo
aminoriigs§ciy seka.

.. (Mg
Baltymo koncentracija (m) =

X baltymo molekuliné masé (g/mol)

M

Sugertis (A=280nm)
Baltymo ekstincijos koeficientas (M~1cm~1) x 1 em

2.9 Fermenty aktyvumo jvertinimas

Tiriamy fermenty aktyvumo jvertinimui taikyta p-NP dodekanoato
hidrolizé (Gudiukaité et al., 2014). Pradinj reakcijos miSinj sudaré¢ 890 uL
buferinio tirpalo (Glicino-NaOH, 50 mM, pH 9) ir 100 uL p-NP dodekanoato
tirpalo (2,5 mM p-NP dodekanoato, istirpinto DMSO). Misinys 10 min.
inkubuotas 55 °C temperatiroje. Tuomet j reakcijos misinj jnesta 10 uL
iSgryninto fermentinio tirpalo ir reakcijos miSinys inkubuotas dar 5 min.
Reakcijos miSinys, j kurj nebuvo jpilta fermento, naudotas kaip kontrolé. Po
inkubacijos sugertis (A = 420 nm) jvertinta spektrofotometriskai. Susidariusio
p-NP kiekis nustatytas remiantis kalibracine Kkreive. Fermento savitasis
aktyvumas apskaiciuotas taikant antrg formule. Vienas aktyvumo vienetas
jvardijamas kaip kiekis p-NP (uM) atpalaiduojamas per viena minute,
naudojant vieng miligrama baltymo.

I8siskyres p-NP kiekis (uM)

U
Fermento savitasis aktyvumas (—) = 2
mg Fermento kiekis (mng) X reakcijos laikas(min) ( )

2.10 Fermenty fizikiniy ir cheminiy savybiy jvertinimas

Skirtingy temperatiiry poveikis tiriamy fermenty aktyvumui buvo vertintas
vykdant aprasyta reakcijg (skyrius 2.9) skirtingose temperatiirose (diapazonas
30-90 °C). Fermentinis aktyvumas vertintas procentine i$raiSka, didziausias
fermento aktyvumas atitinkamoje temperatiiroje laikomas 100 %.

Temperatiirinio stabilumo jvertinimui 50 pL fermento buvo inkubuota
atitinkamoje temperatiiroje (30-90 °C) 1 val., tuomet rakcija vykdyta, kaip
aprasyta ankstesniame skyriuje (skyrius 2.9). Nepaveikto fermento aktyvumas
prilygintas 100 %.

48



Norint jvertinti fermenty substratinj savitumg buvo naudojami skirtingo
riebaly rogséiy grandinés ilgio p-NP esteriai: p-NP acetatas (C.), p-NP
butiratas (C.), p-NP dodekanoatas (Ci2), p-NP miristratas (Cis), p-NP
palmitatas (Cie), p-NP steratas (Cis). Reakcijoje naudojant trumpesnés riebaly
rugséiy grandinés ilgio substratus — C; ir C4 — naudotas fosfatinis buferinis
tirpalas (K2HPOs3, 2,14 mM; KH2PO3, 28,5 mM; pH 7), kadangi aukstesniame
pH pastebéta $iy substraty autohidrolizé (Gudiukaite et al., 2017).

2.11 Fermenty kinetiniy parametry jvertinimas

Norint jvertinti tiriamy fermenty Vmax it Km, buvo vykdyta jau apraSyta
(skyrius 2.9) reakcija, ta¢iau varijuota substrato koncentracija (1,25 — 50 mM).
Remiantis gautais rezultatais nubrézta Lineweaver-Burk kreivé, pagal kurig
nustatyti Vimax ir Km. Remiantis gautomis vertémis apskai¢iuotos Katalizinés
konstantos (Kca) (3 lygtis) ir katalizinio efektyvumo (Kca/Km) vertés.

Kcat=Vmax/ [E] (3)
Keat — Kataliziné konstanta, Vmax — maksimalus reakcijos greitis, [E] —
fermento molekuliy kiekis

Aktyvacijos energija apskaiciuota vykdant reakcija 40; 50; 60; 70 °C
temperatiirose ir jvertinant i$siskyrusio p-NP kiekj po 0; 2 ir 4 min.
Skaic¢iavimai atlikti naudojant Arenijaus lygtj (4).

Ea

k=AeRT ()]

k — reakcijos konstanta; Ae — preeksponentinis faktorius, E,— aktyvacijos

energija (kJ/mol); T — temperatiira; R — universalioji dujy konstanta
(8,314 J x K x mol™)

2.12 Bioinformatiné analizé

Trimaté darbe analizuoty mutuoty GDEst-95 esteraziy struktiira buvo
sugeneruota naudojant ColabFold (https://github.com/sokrypton/ColabFold),
supaprastinta  AlphaFold programos versija. Sablony informacija
nenaudojama ir geriausia sugeneruota struktiira buvo atpalaiduota (pasalinti
fiksuoti, teoriskai idealiis kampai tarp skirtingy kovalentiskai sujungty atomy,
taip leidZiant gauti struktiiras, geriau atitinkancias energetiskai susilankstymui
patogiausias konformacijas (Conway et al., 2014)) naudojant Amber modelj
(Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022). Ligandy struktiiros (skirtingo
anglies atomy ilgio riebaly riigs¢iy grandinéje p-NP esteriai: Cz, Cs, Cs, Cg,
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Cio, Ci2, Cu4, C1s, C1g), naudotos substrato-prijungimo modeliavimui, gautos
i8 NCBI Pubchem Compound duomeny bazés
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Substrato prijungimo modeliavimo
eksperimentai atlikti naudojant GNINA 1.0 (McNutt et al., 2021). Tikslinis
baltymas analizei in silico paruostas naudojant AutoDockTools (The Scripps
Research institute, https://ccsb.scripps.edu/projects/docking/ (Morris et al.,
2009)). Tikslesnei ligando-substrato prijungimo analizei ties fermento
aktyviuoju centru nubrézta prijungimo dézuté 20x20x20. Prijungimui buvo
naudoti jprastiniai GNINA 1.0 nustatymai (haudojama autoriy sukurta
konvoliuciniy neuroniniy tinkly jveréio funkcija), i$skyrus naudojant
padidintg iSsamuma (angl. exhaustiveness) — Monte Carlo grandiniy kiekis
(kiek paraleliniai vydoma atsitiktiniy ligando struktiiros poky¢iy (atomy
judéjimas, sukimasis ar torsoniai kampai tarp atomy)) padidintas nuo 16 iki
32. Tai leido gauti tikslesnius substrato prijungimo rezultatus (McNutt et al.,
2021). Naudojant LigPlot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/LigPlus/) nustatytos visos galimos vandenilinés jungtys arba
hidrofobiniai rySiai tarp fermento aminortigs¢iy ir substrato (Laskowski ir
Swindells, 2011). Visos trimatés baltymo-substrato struktiros buvo
vizualizuotos naudojant PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5.0
(Schrodinger, LLC).

2.13 Lipoliziniy fermenty gebéjimo skaidyti polikaprolaktona
jvertinimas

Norint jvertinti fermenty gebéjima skaidyti PCL, buvo iSliejamos Sio
polimero plévelés (Tang et al., 2004; Abdel-Motaal et al., 2014; Khan et al.,
2019). Skirtingos vidutinés molekulinés masés PCL granulés (Mnasooo ir
Mnsgoooo) buvo istirpintos chloroforme maisant (galutiné koncentracija 10 %).
2 mL tirpalo perkelti j 5 cm skersmens stikling Petri 1ékstele, chloroformas
iSgarintas. Gautos plévelés sukarpytos j <500 mm? gabaliukus. Plévelés buvo
pasvertos, vidutinis svoris buvo 0,044 + 0,005 g, storis 0,1 £ 0,01 mm.

Norint nustatyti sglygas reikalingas PCL pléveliy skaidymui buvo atlikti
optimizavimo eksperimentai. PCL Plévelés perkeltos j 15 mL mégintuvélj ir
pripildytos fermentiniu tirpalu (3 mL Tris-HCI buferinio tirpalo (50 mM, pH
8); 0,05/ 0,1/ 0,15 arba 0,5 mg tikslinio baltymo (GD-95RM arba GDEst-lip).
Meéginiai inkubuoti 30 °C arba 50 °C temperatiroje maisant (130 aps./min.).
Kontrolinj méginj sudaré PCL plévelé ir buferinis tirpalas be fermento.
Skaidymas vykdytas 24 val. Po inkubavimo plévelés iSimtos, nuplautos d.
H.0, i8dziovintos ir svorio pokytis buvo jvertintas pagal pateikta formule (5
lygtis).
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PCL svorio sumaZéjimas (%)= 100 x ‘S°S—f) (5)

So — pradinis plévelés svoris, Spg — galutinis plévelés svoris po
degradacijos

2.14 Organiniy tirpikliy poveikio PCL plévelés skaidymo efektyvumui
nustatymas

Organiniy tirpikliy poveikis PCL pléveliy skaidymui jvertintas skaidymo
misinj papildant organiniu tirpikliu (galutiné tirpiklio koncentracija 25 % arba
50 % v/v): metanoliu, etanoliu, izopropanoliu, 2-butanoliu, 1-oktanoliu ir
izoamilo alkoholiu. Organiniai tirpikliai ir jy koncentracijos pasirinktos
remiantis ankstesniy darby metu gautais rezultatais (Druteika et al., 2020;
Savickaite et al., 2021a). Méginiai inkubuoti 30 °C temperatiroje 24 val.
mai$ant (130 aps./min.). Po inkubacijos plévelés surinktos, nuplautos d. H2O,
i8dZiovintos ir pasvertos. Kaip kontrolé buvo naudoti Sie méginiai: a)
méginiai, ] Kuriuos nebuvo jpilta organinio tirpiklio (kontrol¢, leidZianti
jvertinti organinio tirpiklio poveikj fermento veikimui); b) méginiai, j kuriuos
nebuvo jpilta fermento (kontrolé, leidzianti jvertinti tik organinio tirpiklio
poveiki PCL pléveléms). Organiniy tirpikliy poveikis PCL buvo jvertintas
taikant standartizuotus PCL degradavimo vienetus (SPD) (6 formul¢). SPD
apibudinamas kaip PCL kiekis, suskaidytas per 24 val. naudojant 1 mg
fermento, 30 °C temperatiroje.

Pradiné masé (mg) -galutiné masé (mg) -autodegradacija(mg) ( 6)
Fermento kiekis (mg)

SPD (mg)=

PCL degradacijos dinamika taip pat analizuota po 1-, 2-, 4-, ir 8- valandy.
Hidrolizé vykdyta naudojant 0,5 mg GD-95RM arba GDEst-lip fermento.
Taip pat jvertintas 50 % metanolio (GDEst-lip atveju) arba 25 % etanolio
(GD-95RM atveju) poveikis PCL pléveliy skaidymo greiciui, naudojant
atitinkamus fermentus ir tirpiklius. PCL skaidymo efektyvumo jvertinimui
pritaikyta 6 formulé.

2.15 PCL skaidymo ir esteriy sintezés produkty analizé taikant didelio
naSumo skys¢iy chromatografijos ir tandeminés masiy
spektrometrijos metoda (HPLC-MS)

HPLC-MS eksperimenting dalj atliko Vilniaus universiteto, Gyvybés
moksly centro, Biochemijos instituto, Molekulinés mikrobiologijos ir
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biotechnologijos skyriaus vyresnioji mokslo darbuotoja dr. Jonita

HPLC-MS analizei naudotos tirpios frakcijos, surinktos po eksperimenty,
apraSyty 2.13 ir 2.14 skyriuose. Méginiai sumaiSyti su vienodu tiriu
acetonitrilo ir centrifuguoti 10 min. 8000 x g. Méginiy analizei naudota auksto
naSumo skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos sistema
(Shimadzu, Japonija) su fotodiody gardelés detektoriumi — SPD-MZ20A
(Shimadzu, Japonija) bei masiy spektrometru LCMS-2020 (Shimadzu,
Japonija), turinéiu elektropurskiama jonizacijos (angl. electrospray ionisation
(ESI)) saltinj. Komponenty chromatografinis atskyrimas atliktas naudojant
YMC Pack Pro C18 kolonéle (iSmatavimai 3 x 150 mm) (YMC, Japonija),
40 °C temperatiiroje. Mobiligja fazg sudaré tirpiklis A (0,1 % skruzdziy
rugstis vandenyje) ir 5-95 % acetonitrilo gradientas (tirpiklis B). Maseés kriivio
santykio (m/z) matavimai atlikti nuo m/z 50 iki m/z 800, 350 °C saly¢io
temperattroje, 250 °C desolvatacijos linijos temperatiroje, £ 4500 V
jtampoje, naudojant azoto dujas kaip purSkiamas ir dZiovinamasias dujas.
Masiy spektrai surinkti tiek teigiamame, tiek neigiamame jonizacijos
rezimuose. Informacija analizuota naudojant LabSolutions skyséiy
chromatografijos-masiy ~ spektrometrijos ~ programing  jrangg.  6-
hidroksiheksoniné riigstis identifikuota remiantis komerciniu standartu. Etil-
6-hidroksiheksanoato  ir ~ metil-6-hidroksiheksanoato  masés  buvo
identifikuotos pagal PubChem identifikacinius numerius: CID 357781 ir CID
3083855, atitinkamai.

2.16 PCL pléveliy po poveikio fermentais analiz¢, taikant skenuojancia
elektrony mikroskopija (SEM)

SEM analizés eksperimenting dalj atliko Vilniaus universiteto, Chemijos
ir geomoksly instituto, Chemijos instituto jaunesnysis asistentas Andrius
Pakalniskis.

PCL pléveliy pavirsiaus morfologijos poky¢iai buvo analizuoti taikant SU-
70 skenuojantj elektrony mikroskopg (Hitachi, Tokijas, Japonija). Prie$
matavimus méginiai padengti 5 nm aukso sluoksniu, naudojant Q150ES
purskiklj (Quorum, Laughton, United Kingdom). Méginiai analizuoti esant
skirtingam didinimui (100 ir 5000 karty), naudotas 5 kV elektrony srautas
vakuume.
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2.17 Statistiné analizé

Kiekybiniai eksperimentai atlikti tris kartus, iSvesti gauti vidurkiai.
Informacija analizuota naudojant GraphPad 9.0 programa Windows operacine
sistema, GraphPadSoftware, Bostonas, Masaciutsetsas, JAV
(https://www.graphpad.com/). ReikSmingi skirtumai nustatyti taikant T-testa
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm).

53



3. REZULTATAI

Siame darbe Geobacillus lipoliziniy fermenty tyrimai buvo atliekami
dvejomis kryptimis: 1) Geobacillus sp. 95 sintetinamy esteraziy tiksliné ir
atsitiktiné mutagenezé, skirta gauti naujos informacijos apie $iy fermenty
struktiiros-funkcijos ry$j bei sukurti geresnémis savybémis pasizyminéius
fermentus, ir 2) Geobacillus sp. 95 modifikuoty lipoliziniy fermenty taikymas
PCL hidrolizei (3.1 pav.)

Turimi Geobacillus spp. fermentai:
GDEst-95 (natyvi esteraze)
GD-95RM (modifikuota lipaze)
GDEst-lip (chimerinis esterazés-lipazés dimeras)

Fermenty taikymas: Tiksliné ir atsitiktine
PCL hidrolizeé ir esteriy GDEst-95 mutagenezé
sintezé

IZzvalgos | fermenty
strukttiros-funkcijos rysj
3.1 pav. Supaprastinta darbo eigos schema.

Pirmojoje rezultaty dalyje (skyrius 3.1) pateikiama tikslinés ir atsitiktinés
GDEst-95 esterazés mutagenezés rezultatai, tuo tarpu antroji dalis (skyrius
3.2) skirta PCL hidrolizei ir esteriy sintezei, taikant ankstesniy tyrimy metu
sukurta modifikuota GD-95RM lipaze ir chimerinj fermenta GDEst-lip
(sintetinis GDEst-95 ir GD-95 dimeras). Buvo tikimasi, jog gauti modifikuoti
esterazés variantai taip pat galés biiti naudojami taikomojoje $io tyrimo dalyje
ir apjungs strukttirinius ir funkcinius GDEst-95 fermento tyrimus. Deja, taciau
geb¢jimas skaidyti PCL Siam fermentui nenustatytas, todél galimos tik naujos
izvalgos i §iy fermenty strukttros-funkcijos rysj.
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3.1 GDEst-95 esterazés naujy fenotipy kiirimas ir charakterizavimas
3.1.1 GDEst-95 mutanty kiirimas ir klonavimas

Siame darbe taikytos dvi strategijos, skirtos sukurti GDEst-95 mutantus:
taikiniui specifiné mutagenezé (norint jvertinti numanomy fermento veikimui
svarbiy aminoraig§¢iy poveikj) ir kryptingoji evoliucija (siekiant atrasti naujas
Sio fermento aktyvumui ir funkcionalumui svarbias aminortigstis ar sritis).
AminortigStys-taikiniai specifinei mutagenezei buvo parinkti remiantis
ankstesniy Geobacillus sp. sintetinamy 55 kDa dydzio karboksilesteraziy
tyrimy metu atliktomis analizémis (Liu et al., 2007; Gudiukaite et al., 2017).
Trys aminoriigstys (Gly108, Ala410 ir Leu411) buvo pasirinktos d¢l nedidelio
atstumo iki katalizinio centro (Serl94, Glu310, His409). Ketvirtoji
aminorfigstis kandidaté, Leu226, pasirinkta, kadangi ji lokalizuota ties ertme,
vedancdia j fermento aktyvyjj centrg (3.2 pav.).

3.2 pav. Numanoma GDEst-95 karboksilesterazés struktiira, sukurta naudojant ColabFold.
Katalizinés aminorigitys pazymétos mélyna spalva, zalia spalva pazymétos tikslinés
mutagenezeés aminortigstys, violetiné spalva pazyméta aminortigstys, modifikuotos atsitiktinés
mutagenezés metu. Vizualizuota naudojant PyMOL Molecular Graphics System.
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Taikant persidengian¢io ilginimo PGR po pirmojo etapo pagausinti
Gly108Arg, Ala410Arg, Leu266Arg ir LeudllAla geny fragmentai, kurie
persidengia ties mutacijos sritimis (3.3A ir 3.3B pav.). Skirtingo ilgio PGR
produktai, atitinkantys numanoma geno fragmento dydj (2.4 skyrius 2.2
lentelé) buvo sékmingai padauginti ir i§gryninti i§ agarozés gelio. Po antro
PGR etapo sékmingai pagausinti pilno ilgio genai, turintys mutacijas tikslinéje
vietoje (3.3C pav.). Mutacijy jvedimas patvirtintas atlikus sekoskaita. Gauti
mutantiniai genai jsiiti ] klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt, kuris
transformuotas j E. coli DH5 a lasteles. Teigiami klonai atrinti transformantus
uzséjus ant terpés papildytos ampicilinu ir tributirinu, kaip papildomas
atrankos zingsnis atlikta kolonijy PGR. I$ atrinkty klony i$skirta plazmidiné
DNR, tiksliniai genai iskirpti naudojant restrikcijos endonukleazes, gauti
tiksliniy fragmentai iSgryninti, jsititi i pET-21c(+) raiSskos vektoriy ir
transformuoti j E. coli BL21 (DE3) lasteles. Transformantai atrinkti
analogiskai.

3.3 pav. Pirmojo (A, B) ir antrojo (C) etapo metu taikant persidengiancio ilginimo PGR
metoda gauty GDEst-95 esterazés mutanty geny fragmenty analizé DNR elektroforezéje
agarozés gelyje. A) Gly108Arg (1-2 takeliai) ir Ala410Arg (3-4 takeliai) fragmentai; B)
Leu226Arg (1-2 takeliai) ir Leu411Ala (3-4 takeliai) fragmentai; K — kontrolé be matricos; C)
pilno ilgio Gly108Arg (1 takelis), Ala410Arg (2 takelis), Leu226Arg (3 takelis), Leu411Ala (4
takelis) pagausinti genai. Tiksliniai genai pazymeéti baltu sta¢iakampiu.
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Taikant klaidingaja PGR gauty PGR produkty dydis atitiko tikslinj GDEst-

3 4 5

95 esterazés geno dyd;j (<1500 bp) (3.4 pav.).
M 1 2

3.4 pav. Produktai, gauti po klaidingosios PGR jvedant atsitiktines mutacijas j GDEst-95
gena. Tikslinis genas pazymétas baltu staciakampiu.

Po atsitiktinés mutagenezés gauti GDEst-95 esterazés genai iSgryninti i§
agarozés gelio, jsititi | pTZ57R/T klonavimo vektoriy ir transformuoti j E. coli
DH50 lasteles. Atrankai naudotas substratas vinilo lauratas (1 %). Tai —
vidutinio ilgio (12 anglies atomy riebaly riigs¢iy grandinéje), vandenyje
netirpus vinilo esteris. Dél ilgesnio riebaly riigs¢iy grandinés ilgio Sis
substratas yra hidrolizuojamas sudétingiau negu jprasti lipoliziniy fermenty
atrankai naudojami substratai (pvz.: tributirinas). Sj substrata nutarta naudoti,
siekiant atrinkti didesniu aktyvumu ir/ar pakitusiu substratiniu savitumu
pasizyminc¢ius naujus GDESst-95 esterazés variantus, remiantis formuojamy
hidrolizés zony dydziu ir laiko intervalu, kuris reikalingas, kad hidrolizés
zonos tapty vizualiai matomos. Buvo pastebéta, jog hidrolizés zonos
formuojamos aplink E. coli BL21 (DE3) Iasteles, ekspresuojancias GDEst-95
gena, dazniausiai yra mazesnés (1-2 mm) negu hidrolizés zonos formuojamos
aplinkui atsitiktinius GDEst-95 mutantus. I$ viso atrinktos trys kolonijos,
kurios pasizyméjo didesniy zony formavimu. Atrinkty mutanty: GDEst-RM1,
GDEst-RM2, GDEst-RM3 formuojamy hidrolizés zony dydis po 12 val.
Iasteliy auginimo buvo 2-3 mm. I§ viso atrinktos trys kolonijos, kurios
pasizyméjo didesniy zony formavimu per trumpesnj laiko tarpa. I$ atrinkty
transformanty buvo isskirta plazmidiné DNR ir atlikta sekoskaita. Nustatytos
Sios mutacijos: GDEst-RM1 — Arg75GIn, GDEst-RM2 — Gly20Ser ir
Arg75GIn, GDEst-RM3 — Ser210Gly ir Tyr317Ala. Sie fermentai dél didesnio
aktyvumo hidrolizuojant substratg — vinilo laurata buvo parinkti tolimesniems
tyrimams.
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3.1.2 Mutuoty GDEst-95 baltymy sintezé ir gryninimas

Mutuoti GDEst-95 variantai (Gly108Arg, Alad10Arg, LeudllAla,
Leu226Arg, GDEst-RM1, GDEst-RM2, GDEst-RM3) ekspresuoti E. coli
BL21 (DE3) lastelése naudojant pieno permeatg kaip induktoriy (Greicius et
al., 2023). Pieno permeatas — tai Salutinis pieno perdirbimo produktas,
gaunamas pieno ultracentrifugavimo metu pasalinant pieno riebalus ir
baltymus. Pagrindiné Sio produkto sudedamoji dalis yra laktozé (> 82 %), kuri
tarnauja kaip induktorius ir gali pakeisti brangesnj induktoriy izopropil -D-
1-tiogalaktopiranozidg (IPTG). Ankstesniy darby metu pieno permeatas kaip
induktorius sékmingai pritaikytas rekombinantinés GDEst-95 esterazés, GD-
95RM lipazés ir GDEst-lip sulieto baltymo sintezei (Greicius et al., 2023).
Siame darbe visy tirty fermenty atveju didZiausias baltymo kiekis buvo
nustatytas po 4 val. nuo indukcijos pradzios (pateikiamas GDEst-RM1 (3.5A
pav.) ir GDEst-RM2 (3.5C pav.) indukcijos analizés NDS-PAGE pavyzdys).
Analogiski rezultatai gauti tiriant ir po taikiniui specifinés mutagenezés gautus
GDEst-95 esterazés variantus.

GDEst-RM1
A M 1- 1+ 2- 2+ 4- 4+ B M_FLW1W2W3E1E2 E3 E4 E5

116.0 kDa

66.2 kDa 116.0 kDa

45.0 kDa 66.2 kDa

35.0 kDa
45.0 kDa

25.0 kDa 5.6/ kDs

GDEst-RM2

C M 1- 1+ 2- 2+ 4- 4+ D M FLW1W2W3 E1 E2E3 E4 E5

116.0 kDa

66.2 kDa 116.0 kDa

20408 66.2 kDa

— - - -

35.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

3.5 pav. GDEst-RM1 ir GDEst-RM2 rekombinantiniy baltymy sintezés (A, C) ir gryninimo
(B, D) NDS-PAGE analizé. M — Pierce™ Unstained Protein MW baltymy molekulinés masés
zymuo. A ir C: skaiCiai (1-4) nurodo laika nuo indukcijos pradzios valandomis; + — E. coli
BL21 (DE3) rekombinantinés lastelés paveiktos induktoriumi pieno permeatu (4 mM); - —
kontroliniai lasteliy méginiai, kai pieno permeatas nebuvo naudotas. Baltymy gryninimo IMAC
rezultatai (B, D): FL — pratekéjusiy baltymy frakcija; W1-W3 — praplovimo frakcijos; E1-E5 —
eliucijos frakcijos. Tiksliniai baltymai pazZyméti baltu sta¢iakampiu.
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Tolimesniame etape tiksliniai fermentai buvo sékmingai i$gryninti taikant
imobilizuoty metalo jony giminingumo chromatografija (3.5B ir 3.5D pav.).
Analogiski rezultatai gauti gryninant ir po taikiniui specifinés mutagenezés
gautus GDEst-95 esterazés variantus. Frakcijos, su kokybiskai didziausiu
nustatytu baltymo kiekiu buvo apjungtos ir naudojamos tolimesniuose
eksperimentuose.

3.1.3 Gly108Arg, Alad10Arg, Leu226Arg ir Leu411Ala mutanty
charakterizavimas

Ankstesnis GDESst-95 esterazés charakterizavimas parodé, jog tai —
aukstose temperattrose veikiantis, termostabilus fermentas (Gudiukaite et al.,
2017). Nustatyta, jog Sio fermento savitasis aktyvumas yra 100 U/mg,
optimali veikimo temperattra 60 °C, >50 % aktyvumo fermentas iSlaiko po
inkubacijos 30-70 °C temperatiiros diapozone. GDEst-95 geriausiai skaidé
trumpos riebaly rogsc¢iy grandinés ilgio p-NP esterius, o didZiausias
aktyvumas nustatytas skaidant p-NP butiratg (Cs). Po specifinés mutagenezés
eksperimenty gauti fermento variantai Gly108Arg, Ala410Arg ir Leu226Arg
pasizyméjo mazesniu Savituoju aktyvumu: Glyl08Arg — 2,86 U/mg;
Ala410Arg — 10,95 U/mg; Leu226Arg — 44,23 U/mg (3.1 lentelé). Savitojo
aktyvumo ir fermenty fizikiniy bei cheminiy savybiy analizei pasirinktas
substratas p-NP dodekanoatas, kadangi jis ankstesniuose tyrimuose naudotas
GDEst-95 fermento savybiy vertinimui bei pasizymi maZesne autohidrolize
lyginant su trumpesnés riebaly riigséiy grandinés p-NP esteriais. Dél mazo
aktyvumo GIly108Arg mutantas toliau nebuvo analizuojamas. Tuo tarpu
Leud411Ala mutacija padidino GDESst-95 savitgjj aktyvumg du kartus (3.1
lentelé).
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3.1 lentelé. GDESst-95 ir jos modifikuoty varianty kinetinés savybés. Kinetinés savybés
jvertintos reakcija vykdant 55 °C temperatiiroje, naudojant p-NP dodekanoata kaip substrata.
Fermentai, kuriy aktyvumas padidéjo yra paryskinti. GDEst-95 savybés analizuotos ankstesniy
darby metu (Gudiukaite et al., 2017).

Savitasis v, K K Katalizinis | Aktyvacijos
Baltymas | aktyvumas (umol /ITSXH /mg) | ( m;\"/l) (micri\fl) efektyvumas| energija Ea
(Umg) | g (min“'mM-1)|  (kJ/mol)
Mutantiniai variantai sukurti taikant taikiniui specifing mutageneze

GDEst-95

Gly108Arg | 286000 - - ) - )

GDEst-95 R R

Ala410Arg 10,95+1,15 2,96 2,23 | 1,15x10 5,18x10 85,42

GDEst-95 44,23+14,06 11,86 6,00 | 2,09x10%| 3,49x10° 34,86

Leu226Arg

GDEst-95 . R

Leudl1Ala 200,00+0,00 11,07 4,62 | 2,24x10 4,86x10 11,40

Mutantiniai variantai sukurti taikant klaidingaja PGR
GDEst-RM1(313,00£35,78 16,08 2,59 | 8,84x10%| 3,41x10° 44,13
GDEst-RM2(363,70+43,88 24,57 2,27 | 1,35x10% | 5,95x10° 45,11
GDEst-RM3|160,71+7,28 31,52 9,28 | 4,38x10* | 4,72x10° 12,10
Nemodifikuota Geobacillus sp. 95 esterazé
GDEst-95 |100,00+0,00 5,88 5,88 | 3,27x10% | 5,60x10* 50,30

Abu toliau analizuoti arginino pakaitai (Ala410Arg ir Leu226Arg) turéjo
neigiama poveikj GDEst-95 kataliziniams parametrams. Ala410Arg mutantas
pasizyméjo du kartus sumazéjusia Vmax verte, taCiau taip pat 2,64 karto
sumazgjo ir Michaelis-Menten konstanta (Km) — tai rodo padidéjusj fermento
gimininguma substratui. Zemesnés K vertés leidZia spresti, jog naudojamos
substrato  koncentracijos jprastiems (2,5 mM) yra
pakankamos pasiekti %2 Vmax. Kca sumazéjo 284 kartus, o Katalizinis
efektyvumas 108 kartus. Aktyvacijos energija padidéjo 35,12 kJ/mol.

Leu226Arg mutacijos atveju nustatytas Vmax padidéjimas, taciau Kmy verté
nepakito. Nepaisant padidéjusio reakcijos grei¢io, Kear sumazéjo 1,56 karto, o
katalizinis efektyvumas sumazéjo 16 karty, kas rodo neigiama mutacijos jtaka
GDEst-95 fermento veiklai. Aktyvacijos energija sumazéjo 15,44 kJ/mol.

Leu411 modifikacija j alaning padidino GDEst-95 savitajj aktyvuma, Vmax
padidéjo beveik du kartus, 0 Ky sumazéjo 1,88 kartus. Visgi, Kea ir katalizinis
efektyvumas sumazéjo atitinkamai 14,60 ir 11,52 karto.

Vertinant temperatiiros poveiki fermenty veikimui (3.6A pav.), nustatyta,
kad jvestos mutacijos turéjo neigiama poveikj GDEst-95 aktyvumui Zemose
(30-45 °C) temperatiirose. Optimalios veikimo temperatiros pokytis
nustatytas tik Leu226Arg mutantui (65 °C). AukStesnése temperatiirose

eksperimentams
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(75-85 °C) nustatytas didesnis santykinis Ala410Arg ir Leu226Arg
aktyvumas lyginant su téviniu GDEst-95 fermentu. Nors Leu411Ala mutantas
pasizyméjo padidéjusiu savituoju aktyvumu lyginant su nemodifikuota
GDEst-95 esteraze (3.1 lentelé), visgi, jam budingas mazesnis santykinis
aktyvumas beveik visame analizuotame temperattry diapazone (3.6A pav.).

*

110+

4 GDEst-95

. 1004 4 Ala410Arg
= g0 & Leu226Arg
é 80 ¥ Leud1iAa
= 704
E
£ 601
w
® 50
£ 407
-
2 304
5 20-
o
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30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

A Temperatiira (°C)

110- KK

1007 - CDEst-95
90+ W Alad10Arg
804 - Leu226Arg

704
60
504
404
304
20
104

¥ Leudt1Ala

Liekamasis aktyvumas (%)

50 60
Temperatiira (°C)

30 40 70

80

B

3.6 pav. GDEst-95 tiksliniy mutanty temperatiirinio aktyvumo (A) ir stabilumo (B) analizé.
GDEst-95 vertés analizuotos ankstesniy darby metu (Gudiukaite et al., 2017). * —rodo, jog p <
0,05 lyginant atitinkamy mutanty ir GDEst-95 esterazés santykinio aktyvumo vertes tiriamose
temperaturose.

Rezultatai parodé, jog mutacijos j argining padidino GDEst-95 esterazés
temperatarinj stabilumg (3.6B pav.). Abu mutantai (Leu226Arg ir Alad10Arg)
po inkubacijos 60 °C temperatiiroje i§laiké daugiau negu 85 % aktyvumo. Abu
variantai taip pat pasizyméjo >20 % liekamuoju aktyvumu 70 °C
temperattiroje, tac¢iau po 1 valandos inkubacijos 80 °C temperatliroje visi
fermentai neteko daugiau negu 80 % fermentinio aktyvumo.

Leud11Ala variantas pasizyméjo mazesniu temperatiriniu stabilumu
zemesneése temperatiirose (30-50 °C), taciau islaikeé >50 % aktyvumo 60 °C
temperatiiroje.

61



Substratinio savitumo tyrimai parodé, kad Leu226Arg mutantas
pasizyméjo didesniu santykiniu aktyvumu skaidant p-NP acetats, kiti
mutantiniai variantai pasizyméjo mazesniu savitumu Siam substratui (3.7

pav.).
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3.7 pav. GDEst-95 tiksliniy mutanty substratinio savitumo analizé. GDEst-95 esterazés
vertés analizuotos ankstesniy darby metu (Gudiukaite et al., 2017). * — rodo, jog p < 0,05
lyginant atitinkamy mutanty ir GDEst-95 esterazés santykinio aktyvumo vertes, hidrolizuojant
jvairaus riebaly rugséiy ilgio p-NP esterius.

Gauti rezultatai taip pat parodé, kad jvestos mutacijos padidino Ala410Arg
ir Leud4llAla mutanty gebéjimag hidrolizuoti vidutinio riebaly ragséiy
grandinés ilgio substratg — p-NP dodekanoats.

3.1.4 GDEst-RM1, GDEst-RM2 ir GDEst-RM3 mutanty
charakterizavimas

Visi mutantiniai GDEst-95 esterazés variantai, gauti atlikus atsitikting
mutagenezg, pasizyméjo geresnémis katalizinémis savybémis (3.1 lentelé).
Lyginat su téviniu GDEst-95 fermentu, GDEst-RM1 ir GDEst-RM2 esteraziy
savitasis aktyvumas padidéjo beveik tris kartus (atitinkamai 312 U/mg ir
363 U/mg). GDEst-RM3 aktyvumas padidéjo maziau, ~1,6 karto (161 U/mg).

Analizé parodé, kad GDEst-RM1 ir GDEst-RM2 mutantams biidingos
didesnés Vmax ir mazesnés Kp vertés, lyginant su GDEst-95 (3.1 lentelé).
GDEst-RM1 mutanto Vmaxpadidéjo 2,7 karto, o Km sumazéjo ~2,3 karto. Taip

62



pat apskaiCiuota, kad Sio fermento K padidéjo 2,7 karto, Katalizinis
efektyvumas padidéjo daugiau negu 6 kartus, aktyvacijos energija sumazéjo
6,17 kd/mol. GDEst-RM2 mutanto Vmax verté padidéjo daugiau negu keturis
kartus, o Kn sumazéjo apie 2,5 karto. Katalizinis efektyvumas padidéjo
daugiau negu 10 karty, tuo tarpu aktyvacijos energija sumazéjo 5,19 kJ/mol.
Bendras Vmax padidéjimas ir Ky sumazéjimas yra svarbis fermenty
aktyvumui, kadangi tiek katalizés greitis, tiek substratinis giminingumas yra
padidinami sinergistiskai, taip leidziant greiCiau katalizuoti reakcijas. Tai
lemia ir padidéjusias katalizinés konstantos bei katalizinio efektyvumo vertes.
Svarbu paminéti, jog Sie fermentai turi vieng bendra mutacija (Arg75GIn). Abi
mutacijos (tiek Arg75GiIn, tiek ir Gly20Ser) yra lokalizuotos toli nuo fermento
aktyviojo centro, tad, tikétina, jog Siy mutacijy poveikis veikia fermento
aktyvuma netiesiogiai.

GDEst-RM1 ir GDEst-RM2 taip pat pasizyméjo padidéjusia optimalia
veikimo temperatira (3.8 pav.).
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3.8 pav. Atsitiktiniy GDEst-95 esterazés mutanty temperatirinio aktyvumo (A) ir
stabilumo (B) analizés rezultatai. GDESt-95 vertés analizuotos ankstesniy darby metu
(Gudiukaite et al., 2017). * — rodo, jog p < 0,05 lyginant atitinkamy mutanty ir GDEst-95
esterazés santykinio aktyvumo vertes tiriamose temperatiirose.
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Didziausiu lipoliziniu aktyvumu GDESt-RM1 esterazé pasizyméjo 75 °C
temperattiroje, tuo tarpu GDEst-RM2 esterazés optimali veikimo temperattira
— 70 °C (lyginant su GDEst-95, GDEst-RM1 aktyvumas 75 °C temperatiiroje
padidéjo 25 %). Tiek GDEst-RM1, tiek GDESt-RM2 pasizyméjo didesniu
aktyvumu aukstose temperatarose (75-85 °C).

GDEst-RM1 mutanto atveju temperatiirinis stabilumo profilis zemesnése
temperatiirose (30-50 °C) isliko panasus | GDEst-95, tuo tarpu aukstesnése
temperatirose (60-70 °C temperatiiros intervale) fermentas pasizyméjo
reikSmingai didesniu lieckamuoju aktyvumu. Nors GDEst-RM2 pasizyméjo
didesniu savituoju aktyvumu, Sio fermento temperatiirinis stabilumas
zemesnése (30-50 °C) temperatirose sumazéjo iki ~60 % ir buvo zemesnis
lyginant su téviniu GDEst-95. Nepaisant to, GDEst-RM2 islaiké didesn;j
temperatirinj stabilumg 60-70 °C temperataros intervale, lyginant su GDEst-
95. Visy tirty fermenty liekamasis aktyvumas buvo <10 % po inkubacijos
80 °C temperatiiroje.

GDESst-RM3 mutantinis variantas pasizyméjo auks¢iausia, daugiau nei
5 kartus didesne Vmax reik8§me, taciau Km verté taip pat padidéjo 1,58 karto.
Kear sumazéjo 7,47 karto, o katalizinis efektyvumas beveik 12-kg karty.
Nepaisant to, aktyvacijos energija sumazéjo 38,2 kJ/mol. Sis mutantas taip pat
pasizyméjo padidéjusia optimalia veikimo temperatiira (75 °C) ir didesniu
temperattriniu  stabilumu 60 °C, lyginant su GDEst-95. GDEst-RM3
fermentas taip pat yra vienintelis, kurio aktyvumas buvo nustatytas po
inkubacijos 90 °C temperatiiroje.

Substratinio savitumo analizé¢ parodé, kad visi trys GDEst-95 esterazés
mutantai teiké pirmenybe trumpos riebaly riig§éiy grandinés p-NP esteriams
(3.9 pav.).

1109 >k kk X
100

=3 GDEst-95

mm GDEst-RM1
B3 GDEst-RM2
Ea GDEst-RM3

Santykinis aktyvumas (%)

3.9 pav. Atsitiktiniy GDEst-95 esterazés mutanty substratinio savitumo analizé. GDEst-95
vertés analizuotos ankstesniy darby metu (Gudiukaite et al., 2017). * — rodo, jog p < 0,05
lyginant santykinio substratinio aktyvumo vertes su GDEst-95 santykiniu aktyvumu.
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GDEst-RM1 ir GDEst-RM2 mutantai, kaip ir daugelis zinomy esteraziy,
teikia pirmenybe trumpos riebaly ragséiy grandinés esteriams, vis dél to abu
mutantai  pasizyméjo  reikSmingai  didesniu  santykiniu  aktyvumu
hidrolizuojant p-NP dodekanoatg. Tuo tarpu GDEst-RM3 mutantas parodé
sumazeéjusj giminingumg pP-NP acetatui (Cz). Gauti rezultatai rodo, kad
atsitiktinés mutacijos (Gly20Ser; Arg75GIn; Ser210Gly; Thr317Ala) turi
itakos GDEst-95 esterazés substratiniam savitumui.

3.1.5 Struktiiriné GDEst-95 mutanty analizé

Bioinformatiniai fermento-substrato prijungimo modeliavimo rezultatai
koreliavo su eksperimentiniais rezultatais (3.2 lentelé). Visi atsitiktinés
mutagenezés metu sukurti mutantai (GDEst-RM1, GDEst-RM2 ir GDEst-
RM3) pasizyméjo maZesne laisvaja energija prijungiant skirtingo riebaly
rugséiy grandinés ilgio p-NP esterius. Tai rodo didesnj ligando gimininguma
baltymui.

3.2 lentelé. Nuspéjama skirtingy substraty prijungimo prie fermento laisvoji energija
(kcal/mol). Variantai, pasiZymintys maZesne laisvaja energija (didesniu giminingumu)
paryskinti. p-NP acetatas — Cz, p-NP butiratas — Ca, p-NP heksanoatas — Cs, p-NP oktanoatas —
Cs, p-NP dekanoatas — Cio, p-NP dodekanoatas — Ciz2, p-NP myristatas — C14, p-NP palmitatas
— Cis, p-NP steratas — Cis.

Fermentas/ | GDEst- | GDEst- | GDEst- | GDEst- | Ala410 | Leu226 | Leu4ll

Substratas 95 RM1 RM2 RM3 Arg Arg Ala
C2 -5,28 -4,85 -5,41 -5,38 -5,49 -5,33 -5,27
Cs -5,80 -6,16 -6,33 -5,79 -6,03 -5,89 -6,29
Cs -6,68 -7,04 -7,03 -6,81 -6,89 -5,96 -6,84
Cs -6,91 -7,71 -7,76 -7,34 -7,23 -6,28 -7,70
Cio -7,29 -7,83 -7,77 -7,65 -7,03 -6,56 -8,01
Ci2 -8,12 -8,45 -8,89 -8,46 -6,98 -7,80 -7,53
Cua -7,94 -8,25 -8,37 -8,19 -6,61 -7,83 -6,69
Ci6 -7,35 -7,71 -7,84 -7,62 -6,47 -7,52 -6,13
Cis -5,22 -5,38 -5,95 -5,54 -4,81 -6,12 -3,97

Remiantis padidéjusiu  giminingumu  prijungiamiems  substratams,
atsitiktiniai GDEst-95 mutantai (GDEst-RM1, GDEst-RM2 ir GDEst-RM3),
tikétina, turéty pasizyméti didesniu aktyvumu hidrolizuojant beveik visus p-
NP esterius. Isimtys matomos tik modeliuojant GDEst-RM1 ir p-NP acetato
bei GDESt-RM3 ir p-NP butirato giminingumus, kurie yra mazesni negu
GDEst-95 esterazés. Si hipotezé patvirtinta eksperimentiniais rezultatais:
GDEst-RM varianty fermentinis aktyvumas buvo didesnis negu GDEst-95;
GDEst-RM2 aktyvumas skaidant p-NP dodekanoata padidéjo tris kartus, taip
pat remiantis modeliavimo rezultatais, $is substrato-fermento kompleksas turi
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maziausig laisvaja riSimosi energija (-8,89 kJ/mol). Bendrai didZiausias
numanomas fermenty giminingumas nustatytas vidutinio grandinés ilgio
riebaly ragséiy substratams: p-NP dekanoatui (C10) ir p-NP dodekanoatui
(C2). Dél 8iy priezas¢iy nuspresta aminorfigsciy, formuojanciy rySius
prijungiant substratg, analize atlikti naudojant p-NP dodekanoatg ir GDESst-
RM2 fermentg (3.10A pav.). 3D struktaros, sukurtos naudojant ColabFold
(3.10 pav.) pasizyméjo aukstu tikslumu — aminortigsciy liekany patikimumo
jvertis (vadinamas pLDDT, iSreiSkiamas jverciu nuo 1 iki 100) buvo didesnis
nei 94,0; numanoma Sablono modeliavimo (TM) verté (verté nuo 0 iki 1) buvo
virs 0,940 visuose sugeneruotuose esterazés modelivose. GDEst-RM?2
mutanto LigPlot+ analizé (3.10B ir 3.10C pav.) parodé, kad dvi aminorags¢iy
lickanos (Alal09 ir Tyr311) formuoja vandenilinius rySius su p-NP
dodekanoatu. Alal09 buvo identifikuota kaip svarbi substraty prijungimui
aminortigstis 55 kDa dydzio Geobacillus karboksilesterazése ankstesniy
darby metu (Liu et al., 2007). Tyr311 aminorugstis kol kas néra tirta ir yra
naujas taikinys tolimesniems GDEst-95 esterazés ir kity jai artimy
karboksilesteraziy tyrimams.

Analizuojant aminortigstis, kurios GDEst-95 ir GDEst-RM2 fermentuose
galimai formuoja hidrofobinius ryS$ius su substratu, nustatyta keletas skirtumy
(3.10B ir 3.10C pav.). GDEst-RM2 turi du papildomus kontaktus ir i§ viso,
remiantis modeliu, 16 aminortig§¢iy formuoja hidrofobines sgveikas su p-NP
dodekanoatu (GDEst-95 atveju hidrofobiniy ry$iy formavime su ligandu
dalyvauja 14 aminoriigs¢iy). Tarp Siy varianty nustatyti 5 kontakty skirtumai.
GDEst-95 unikaliis kontaktai buvo Gly113 ir Gly107 (3.10B pav.), tuo tarpu
GDEst-RM2: Leu226, Ala410 ir Leu4l13 (3.10C pav.). Leu226 ir Ala410
aminoriig§ciy svarba analizuota Siame darbe ir abu $iy aminoriig§¢iy mutantai
pasizyméjo sumazgjusiu fermentiniu aktyvumu, taip patvirtinant Siy
aminoriig§¢iy svarbg uztikrinant substraty prijungimg ir substratinj savituma
55 kDa Geobacillus karboksilesterazése. Leu413 formuoja naujg, kol kas
neanalizuota rysj su p-NP dodekanoatu. Si aminorfigstis taip pat gali tarnauti
kaip mutagenezées taikinys tolimesniuose §iy esteraziy tyrimuose.
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@=—=@ Rysiai ligande uisss  Aminoragsciy liekanos formuojanéios

@®—@ Rysiai ne ligande “m< hidrofobinius santykius su ligandu

@-~-® Vandenilinis rydys ir jo @ Atomai formuojantys hidrofobinius
ilgis kontaktus

3.10 pav. GDEst-RM2 numanoma 3D strukttira su prijungta p-NP dodekanoato molekule
(violeting) (A) ir LigPlot+ GDEst-95 (B) bei GDEst-RM2 (C) esterazés analizé. Skirtingos
aminoragséiy liekanos, formuojancios hidrofobinius kontaktus su ligando molekule, pazymétos
meélynai (unikalios GDEst-95) arba raudonai (unikalios GDEst-RM2).

Analizuojant tikslinius mutantus, tiek substrato-prijungimo modeliai, tiek
ir eksperimentiniai rezultatai parodé reikSmingg laisvosios riS§imosi energijos
padidéjima ir aktyvumo sumaZzéjimg lyginant Ala410Arg mutantg su
nemodifikuota GDESst-95 esteraze. Leu4llAla mutanto, kuris pasizyméjo
padidéjusiu savituoju aktyvumu, laisvoji riSimosi energija su trumpos ir
vidutinés riebaly rugsc¢iy ilgio grandinés substratais (Cs-C1g) sumazéjo, taciau
prijungiant ilgesn¢ riebaly rugséiy granding turincius substratus (C > 10)
matomas laisvosios energijos padidéjimas. Glyl08Arg analizé nesuteike
patikimy rezultaty, todél jie néra pateikiami.
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3.2. GDEst-lip, GD-95RM ir GDEst-95 lipoliziniy fermenty pritaikymas
poliesteriy skaidymui

Kita Sios disertacijos darby kryptis — Geobacillus fermenty gebéjimo
skaidyti poliesterius jvertinimas. Kaip pirminis poliesteris tyrimams
pasirinktas PCL, kadangi tai vienas daZniausiy, bioskaidziy poliesteriy
naudojamy norint parodyti tiriamy fermenty potenciala skaidyti plastikus.
Siame darbe kaip nauji perspektyviis biokatalizatoriai poliesteriy skaidymui
testuoti ankstesniy darby metu sukurti ir charakterizuoti GDEst-lip, GD-
95RM ir GDEst-95 lipoliziniai fermentai. GDEst-lip — tai chimerinis
baltymas, sudarytas i§ Geobacillus sp. 95 kamieno esterazés (GDEst-95) ir
lipazés (GD-95). Abejy geny atviro skaitymo rémeliai buvo padauginti
naudojant pradmenis, jterpianCius Sacl restrikcijos endonukleazés
atpazjstama seka atitinkamo geno 5’ arba 3’ gale. Genai kartu susiati naudojant
T4 ligaze | vieng bendra atviro skaitymo rémelj, baltymo domenai perskirti
dviejy aminoriigsciy skirtuku (glutamo raigsties ir leucino), dél naudojamos
restrikcijos endonukleazés. Lyginant su téviniais fermentais, §is sulietas
baltymas pasizymi didesniu aktyvumu (600 U/mg), tarpiniu giminingumu
ilgos riebaly ruigsties grandinés (C > 12) substratams bei tarpiniu aktyvumu
aukstose (65-70 °C) temperatirose (Gudiukaite et al., 2017). Didelis
aktyvumas, gebéjimas veikti aukStose temperatiirose ir organiniy tirpikliy
aplinkoje skatina vertinti ir plésti §io fermento pritaikymo spektra.

Kitas tiriamas fermentas GD-95RM — modifikuotas GD-95 lipazés
(Gudiukaite ir kt., 2014) variantas, gautas po klaidingosios PGR eksperimenty
ir pasizymintis trimis aminortigS¢iy pakaitais: Glul00Lys; Phel54Val;
Vall74lle. Si modifikuota lipazé pasizymi didesniu santykiniu aktyvumu
(1400 U/mg), Zzemesne optimalaus veikimo temperatira, Zemesniu
temperatiriniu stabilumu ir didesniu giminingumu ilgos riebaly rugsties
grandinés (C > 10) substratams (Druteika et al., 2020). Tiek GDEst-lip, tiek
GD-95RM fermentas pasirinkti Siam darbui, kadangi pasizymi dideliu
santykiniu aktyvumu ir aktyvumu aukstose temperatiirose. Tai pirmieji
tyrimai, skirti jvertinti galimybe, taikyti Geobacillus bakterijy lipolizinius
fermentus poliesteriniy (ateityje galimai ir kity) plastiky degradacijai.

3.2.1 Optimaliy PCL hidrolizés salygy nustatymas

PCL pléveliy hidrolizés eksperimentams GDEst-lip, GD-95RM ir GDEst-
95 sintezés ir gryninimo salygos buvo optimizuotos ankstesniy darby metu
(Gudiukaite et al., 2017; Druteika et al., 2020; Greicius et al., 2023). Atlikta
NDS-PAGE parodé, jog gryninimas taikant IMAC buvo sékmingas (3.11
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pav.). Pateikta tik GDEst-lip ir GD-95RM fermenty analizé, kadangi
tolimeniuose tyrimuose poliesteriy degradacijos potencialg parodé tik Sie
fermentai.

A
M E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9
116 kDa == —
— —
66.2 kDa =
F -
- |
B E1 E2 E3 E4 M E5 E6 E7 E8 E9

¥
=
358

3.11 pav. GDEst-lip (A) ir GD-95RM (B) gryninimo NDS-PAGE analizé. M — Pierce™
Unstained Protein MW molekulinés masés Zymuo; E1 — E9 eliucijos frakcijos, tiksliniai
baltymai pazyméti balta spalva.

Gauty baltymy dydziai atitiko teorinj GDEst-lip (98 kDa) ir GD-95RM
(43 kDa) fermenty molekulinj dydj. Frakcijos, kuriose po NDS-PAGE buvo
matomas tikslinis baltymas, buvo sumaisytos ir naudotos tolimesniuose PCL
degradacijos eksperimentuose (skyriai 3.2.2; 3.2.3 ir 3.2.4).

Norint nustatyti optimalias PCL hidrolizes salygas, jvertintas temperatiiros
poveikis (30 °C ir 50 °C), fermento kiekis (0,05/ 0,1/ 0,15 mg) ir hidrolizés
laikas (1/ 2/ 4/ 8/ 24 val.), reikalingas suskaidyti skirtingos molekulinés masés
(Mn 45000 ir Mn go00) PCL pléveles (3.3 lentelé).

Rezultatai parodé, kad GD-95RM lipazé ir GDEst-lip sulietas fermentas
sékmingai gali degraduoti PCL pléveles (3.3 lentel¢). Geobacillus sp. 95
esteraz¢ reikSminga PCL pléveliy degradacija nepasizyméjo, todeél
tolimesniuose tyrimuose nenaudota.
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3.3 lentelé. GD-95RM ir GDEst-lip gebé&jimo vykdyti PCLasooo ir PCLsoooo pléveliy degradacija

optimizavimas.

Fermento Hidrolizés efektyvumas, %
. Temperatura,
Fermentas kiekis oc
misinyje, mg PCLuaso00 PCL o000
0,05 67,67+£10,02 61,50+4,95
0,1 50 84,00+1,00 76,00+5,66
0,15 85,00+4,00 82,00+1,41
GD-95RM 0,05 30,00+8,46 39,40+5,13
0,1 30 78,33£8,02 71,00£8,49
0,15 73,00£12,17 78,50£3,54
0,05 55,50+11,96 71,00£3,27
0,1 50 67,67+10,02 84,00+4,24
. 0,15 87,67+10,97 85,50+10,61
GDEst-lip 0,05 2033:153 | 16,80£3,70
0,1 30 22,33+2,52 18,50+0,71
0,15 20,00+5,20 24,5045,57

Tyrime nutarta testuoti 30 °C ir 50 °C temperattra, kadangi Zemesniy
temperatiiry naudojimas sumazina reakcijos energetinius kastus, tuo tarpu $iy
fermenty optimali veikimo temperatiira yra aukstesné (GD-95RM — 50 °C ir
GDEst-lip — 60 °C). Svarbu paminéti, jog aukStesnése temperatiirose
(> 60 °C) PCL pradeda lydytis, tad jas testuoti néra prasminga. Norint taikyti
Siuos fermentus pramoniniuose procesuose galima modeliuoti dvejas
strategijas: a) naudoti aukStesng temperatirg ir mazesng baltymo
koncentracija arba b) naudoti Zemesng temperatiirg ir didesnj baltymo kiekj.
Rezultatai parodé, kad po 24 val. degradacijos 50 °C temperataroje, abu
fermentai hidrolizavo daugiau negu 40 % PCL plévelés masés naudojant
0,05 mg fermento. 30 °C temperatiroje GD-95RM (0,05 mg/mL) ir GDEst-
lip (visos testuotos baltymo koncentracijos) hidrolizavo 20-40 % PCL pléveliy
maseés per 24 val. (3.3 lentel¢).

Remiantis gautais duomenimis, 0,1 mg yra pakankamas ir optimalus GD-
95RM fermento Kiekis, galintis efektyviai suskaidyti 70 % PCL plévelés
masés 30 °C temperatiiroje. ReikSmingas skirtumas skaidant PCL pléveles
naudojant 0,1 mg ar 0,15 mg fermento nebuvo nustatytas. ReikSmingy
skirtumy taip pat nenustatyta ir skaidant skirtingos molekulinés masés PCL
pléveles.

Pléveliy pavirSiaus poky¢iai po poveikio GDEst-lip ir GD-95RM
fermentais vertinti taikant SEM. Prie$ degradacija PCL plévelés pasizyméjo

70



vientisu pavir§iumi, kuris nepakito per 24 val. nuo inkubacijos pradZios
buferiniame tirpale be fermento (3.12 pav.). Aukstesné temperatiira (50 °C)
taip pat neturéjo reik§mingo poveikio plévelés struktiirai.

Mn=45000 Mn=80000

T=30°C

T= 50 °C

3.12 pav. Skirtingy PCL pléveliy (Mnasooo it Mnsoooo) SEM mikroskopijos analize.
Kontroliniai méginiai, kur PCL plévelés nepaveiktos fermentais. Naudotas 5000 karty
didinimas.

SEM analizé atskleidé, kad net poveikis maziausia testuota GDEst-lip
koncentracija (0,05 mg) ir reakcija vykdant 30 °C temperatiiroje sukelia PCL
pléveliy pavirSiaus nelygumus (3.13 pav.). Naudojant didesnj fermento kiekj
(0,15 mg) ir aukstesne reakcijos temperatirg netolygumai matomi visame
vizualizuotame plévelés plote, 0 tai atitinka daugiau nei 75 % PCL plévelés
masés sumazejimo.
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Mn=45000 Mn=80000

T= 30 °CE
0,05 mg
GDEst-lip

T= 50 °C &=
0,15 mg
GDEst-lip

3.13 pav. Skirtingy PCL pléveliy (Mnasooo ir Mnsoooo), paveikty skirtinga GDEst-lip
koncentracija ir esant skirtingai reakcijos temperatirai, SEM analizé. Naudotas 5000 karty
didinimas.

Vertinant GD-95RM lipazés poveiki PCL pléveléms (3.14 pav.) ir ji
lyginant su GDEst-lip fermentu, SEM analizéje matomi reikSmingi skirtumai.
GD-95RM lipaze paveiktos PCL plévelés pavirSius buvo labiau grublétas ir
netolygus. Tai koreliuoja su PCL hidrolizés optimizavimo eksperimenty
duomenimis, kai analizuotomis salygomis GD-95RM lipazé degradavo vir$
70 % PCL plévelés biomasés.

Mn=45000 Mn=80000

T= 30 °C [i¢
0,05 mg
GD-95RM

3.14 pav. Skirtingy PCL pléveliy (Mnasooo ir Mnsoooo), paveikty skirtingu GD-95RM kiekiu,
SEM analizé. Naudotas 5000 karty didinimas.
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Naudojant didesnes GD-95RM fermento koncentracijas (0,1 — 0,15 mg)
pastebétas ertmiy formavimasis PCLasooo ir PCLgoooo pléveliy pavirsiuje (3.14
ir 3.15 pav.). Tikétina, jog PCL pléveliy degradacija vyksta netolygiai per visa
plévelés pavirsiy, besiformuojancios ertmés didéja, kol virsta kiaurymémis.
Tuo tarpu GDEst-lip pasizymi $velnesne degradacija (3.15 pav.). Svarbu
paminéti, jog GD-95RM lipazé pasizymi didesniu savituoju aktyvumu (~1400
U/mag), lyginant su GDEst-lip (600 U/mg). Tikétina, jog tai nulemia skirtinga
abiejy fermenty poveikj PCL pléveliy pavirSiui ir PCL degradacijos
efektyvuma.

Mn=80000

GD-95RM
T= 30 °C
0,15 mg fermento

GDEst-lip
T= 30 °C
0,15 mg fermento

SU70 5.0kV 5 3mm x100 SEM 500um

3.15 pav. PCL pléveliy, paveikty GD-95RM ir GDEst-lip fermentais (24 val.) pavirsiaus
analizé taikant SEM. Naudotas 100 karty didinimas. Pateikiama PCL Mnsoooo analizé, kadangi
su PCL Mnusooo gauti analogiski rezultatai.

Kadangi fermentiné PCL degradacija buvo nustatyta visomis testuotomis
reakcijos salygomis, tolimesniems eksperimentams pasirinkta naudoti
0,05 mg atitinkamo fermento kiekj, reakcijg vykdyti 30 °C temperattroje.
Nors $ios salygos nebuvo optimalios, jos leidzia jvertinti kity faktoriy, pvz.
alkoholiy (3.2.2 skyrius) poveiki $iy fermenty aktyvumui ir PCL degradacijos
efektyvumui. Naudojant didesnes fermenty koncentracijas, fermenty
aktyvacijos atveju, didelé tikimybé, jog visa plévelé bus suskaidyta ir
nepavyks jvertinti degradacijos skirtumy.
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3.2.2. Alkoholiy poveikis GD-95RM ir GDEst-lip fermenty vykdomai
PCL pléveliy degradacijai

Ankstesniy tyrimy metu nustatyta, kad Geobacillus sp. 95 sintetinami
lipoliziniai fermentai bei jy variantai, sukurti taikant baltymy inzinerijos
metodus, pasizymi stabilumu organiniuose tirpikliuose, o kai kuriais atvejais
organiniai tirpikliai net gali pagerinti $iy fermenty aktyvumga. Parodyta, kad
GD-95RM ir GDEst-lip yra stabili arba aktyvuojama 25 ar 50 % metanolyje
ir etanolyje (Savickaite et al., 2021a). Buvo iskelta hipotezé, kad tam tikry
organiniy tirpikliy — alkoholiy — naudojimas gali padidinti ir PCL pléveliy
degradacijos efektyvuma. Taip pat buvo jvertinta, ar PCL pléveles veikia
patys alkoholiai.

Sio eksperimento metu jvertinta 25 % ir 50 % (v/v) metanolio, etanolio,
izopropanolio, 2- butanolio, 1-oktanolio ir izoamilo alkoholio poveikis GD-
95RM ir GDEst-lip geb¢jimui skaidyti PCL pléveles (3.16 pav.). PCL pléveliy
degradacija nebuvo nustatyta naudojant tiriamuosius fermentus ir 2-butanolj,
1-oktanolj ir izoamilo alkoholj.

Siekiant pateikti standartizuotg skaidymo efektyvumo jvertinimg ir geriau
palyginti tarpusavyje tiek paciy fermenty efektyvuma, tiek alkoholiy jtaka,
jvesti SPD (standartiniai PCL degradacijos vienetai) sagvoka. SPD leidzia
pateikti, koks PCL kiekis miligramais yra suskaidomas per 24 valandas,
naudojant 1 mg fermento, 30 °C temperatiiroje. Pradiné PCL pléveliy masé
gali skirtis, todél SPD jvedimas leidzia tiksliau jvertinti skaidymo
efektyvumg. Rezultatai parodé, kad naudojant GDEst-lip, be papildomy
organiniy tirpikliy, vidutinés SPD vertés skaidant PCLasooo ir PCLsgoooo
atitinkamai sieké 145,5 mg ir 134,0 mg (3.16A ir 3.16B pav.). Remiantis
gautais rezultatais galima teigti, kad 25 % metanolio, 25 % etanolio, 25 %
izopropanolio ir 50 % metanolio turéjo teigiamg poveiki GDEst-lip
katalizuojamai PCL hidrolizés reakcijai. Teigiamas poveikis nustatytas
nepriklausomai nuo naudojamos PCL plévelés vidutinés molekulinés masés
(vienintelé i8imtis nustatyta skaidant PCLsggooo pléveles, naudojant 25 %
metanolj — nors vidutiné SPD verté buvo didesné, rezultatai néra statistiskai
reik§mingi (3.16B pav.)) Didziausios SPD reikSmés nustatytos reakcijos
misinj papildzius 50 % metanoliu ir sieké 442,7 mg ir 472,0 mg (atitinkamai
skaidant PCLaso00 ir PCLgoooo). Tai rodo PCL pléveliy skaidymo efektyvumo
padidéjima, atitinkamai, 3 ir 3,5 karty.

Vidutinés SPD reiksmés naudojant GD-95RM, be papildomy organiniy
tirpikliy, sieké 264,0 mg ir 280,7 mg, hidrolizuojat PCLasooo it PCLsoooo
pléveles. Skaidant PCLusooo pléveles (3.16C pav.) statistiSkai reikSmingas
teigiamas poveikis nustatytas reakcijos misinj papildzius 25 % metanolio,
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25 9% etanolio ar 50 % metanolio. Didziausia SPD verté nustatyta naudojant
25 % etanolj — 706,0 mg (SPD padidéjo 2,7 karto). Naudojant 25 %
izopropanolj statistiSkai reikSmingas skaidymo efektyvumo padidéjimas
nenustatytas. Skaidant PCLgoaoo pléveles (3.16D pav.) statistiskai reikSmingas
organiniy tirpikliy poveikis nustatytas tik naudojant 25 % etanolj — 646,0 mg
(SPD padidéjo 2,3 karto). Taikant kitus organinius tirpiklius statistiSkai
reik§mingo SPD padidéjimo nenustatyta. Tiek GDEst-lip, tiek GD-95RM
fermento atveju 50 % etanolio ir izopropanolio visiSkai slopino PCL pléveliy
degradacijos reakcija (3.16 pav.).
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3.16 pav. Trumpos grandinés anglies atomy ilgio alkoholiy poveikis PCL pléveliy
hidrolizei naudojant GDEst-lip (A, B) ir GD-95RM (C, D) fermentus. Mn — vidutiné¢ PCL
molekuliné mas¢; SPD — standartizuoti PCL degradacijos vienetai; met — metanolis; isp —
izopropanolis; et — etanolis. * — p < 0,05; ** — p <0,01; *** — p <0,001; ns — rezultatai néra

statistiSkai reikSmingi.

Gauti rezultatai parodé¢, kad alkoholiai gali reikSmingai pagerinti GDEst-
lip ir GD-95RM fermenty gebéjima hidrolizuoti PCL pléveles. Tolimesniuose
tyrimuose pasirinkta naudoti GDEst-lip ir 50 % metanolio derinj bei GD-
95RM derinti su 25 % etanolio koncentracija.
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PCL plévelés, paveiktos alkoholiais ir tiriamais fermentais taip pat buvo
analizuotos taikant SEM (3.17 pav.). Reiksmingy skirtumy analizuojant
kontrolines, vien tik alkoholiais paveiktas PCLasooo i PCLgoooo pléveles, tiek
SEM analizés metu, tiek vertinant masés pokytj, nenustatyta (3.17 pav.). Tai
rodo, jog nustatyti poky¢iai yra dél fermenty veiklos ir alkoholiai, labiausiai
tikétina, veikia aktyvuodami GDEst-lip ir GD-95RM fermentus, o ne
darydami poveikj pac¢ioms PCL pléveléms. Naudojant organiniy tirpikliy ir
fermenty derinj pléveliy pavirSius tapo netolygus ir grublétas (3.17 pav.).
Vizualiai PCL pléveliy pavirSiaus nelygumai, yra ryskesni, reakcijos misinj
papildzius organiniu tirpikliu, abiejy fermenty atveju (3.14 ir 3.17 pav.).

Kontrolé 0,05 mg fermento

+25%
CH5CH,OH

+ 50 %
CH;0H

3.17 pav. PCLsoooo pléveliy, paveikty GD-95RM ir etanoliu (25 %) bei GDEst-lip ir
metanoliu (50 %) analizé, taikant SEM. Kontrolé — PCLsgoooo plévelés paveiktos tirpalu be
fermento. Reakcijos vykdytos 24 val., 30 °C temperatiroje. Naudotas 5000 karty didinimas.

Tiek liekamoji PCL pléveliy masé, tiek ir SEM analizé rodo efektyvesnj
pléveliy skaidyma reakcijos miSinj papildzius organiniais tirpikliais. Gauti
rezultatai leidzia teigti, jog naudojant mazesnes fermento koncentracijas ir
tinkamg organinj tirpiklj galima gauti efektyvy PCL pléveliy skaidyma.

3.2.3. PCL pléveliy skaidymo dinamikos analizé

Norint jvertinti galimybe suskaidyti PCL pléveles per trumpesnj laiko tarpa
bei nustatyti, ar bégant laikui keiCiasi degradacijos greitis ir efektyvumas,
buvo atliktas PCL pléveliy skaidymo dinamikos jvertinimas. Eksperimentai
atlikti naudojant didesn¢ fermento koncentracija — 0,5 mg, kadangi reakcija
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vykdyti trumpiau, bet naudoti didesne baltymo koncentracijg gali buti dar
viena realaus fermenty taikymo strategija. PCL pléveliy degradacijos
dinamika analizuota tiek pléveles paveikus vien tik tiriamy fermenty tirpalu,
tiek reakcijos misinj papildzius organiniu tirpikliu (GDEst-lip atveju 50 %
metanoliu; GD-95RM — 25 % etanoliu). Degradacija vertinta 8 valandy
intervale (po 1, 2, 4 ir 8 valandy poveikio), reakcija atlickant 30 °C
temperatiroje, taip siekiant sudaryti maziausiai kasty reikalaujancias salygas
poliesteriy skaidymui. Remiantis gautais rezultatais, GDEst-lip (0,5 mg) gali
suskaidyti 40 % (PCLusooo) ir 36 % (PCLsoooo) per 8 valandas (3.18 pav.).
Reakcijos misinj papildzius 50 % metanoliu gautas ~2,25 kartus didesnis
PCLus000 masés pokytis (suskaidyta 90 % plévelés) (3.18A pav.) ir 2 kartus
didesnis masés pokytis (suskaidyta 70 % plévelés) PCLsgoooo atveju (3.18B
pav.). Vizualiniai morfologijos pokyc¢iai pateikiami 3.18C paveiksle.
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3.18 pav. Degradacijos dinamika skaidant PCLasoo0 (A) ir PCLsoooo (B) pléveles, naudojant
tik GDEst-lip fermenta bei reakcijos miSinj papildzius 50 % metanolio, bei vizualiniai PCLsoooo
plévelés skaidymo poky¢iai (C). * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001.

GD-95RM (0,5 mg) per 8 valandas suskaidé 30 % PCLuasooo (3.19A pav.)
ir 50 % PCLsgoooo (3.19B pav.). Reakcijos misinj papildzius 25 % etanolio
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hidrolizés greitis padidéjo daugiau negu 2,5 karto PCLasgooo atveju ir daugiau
negu du kartus PCLgoooo atveju (3.19 pav.). Skaiciavimai parodé, kad taikant
GD-95RM ir 25 % etanolio derinj SPD sieké 706,00 mg lyginant su
264,00 mg hidrolizuojant PCLussoo00 pléveles bei 646,00 mg lyginant su
280,7 mg hidrolizuojant PCLsgoo0o. Abejais atvejais per 8 valandas PCL plévelé
buvo pilnai suskaidyta. Vizualiniai PCLgoooo plévelés pokyciai pateikiami
3.19C paveiksle.
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3.19 pav. Degradacijos dinamika skaidant PCLaso00 (A) ir PCLsoooo (B) pléveles, naudojant
tik GD-95RM fermenta bei reakcijos misinj papildZius 25 % etanolio bei vizualiniai PCLgoooo
plévelés skaidymo poky¢iai (C). * — p <0,05; ** —p <0,01; *** —p <0,001.

Remiantis gautais rezultatais galima daryti prielaida, jog naudojant GDESst-
lip ir GD-95RM fermentus PCL pléveliy skaidymas vyksta gana pastoviu
grei¢iu. Méginiuose, kurie nebuvo papildyti organiniu tirpikliu, matomas
linijiskas pléveliy masés mazéjimas. Gauti rezultatai taip pat rodo, kad
skaidymo dinamika nepriklauso nuo naudojamo PCL Mn, kadangi gauti labai
artimi grafiky profiliai. Hidrolizés miSinj papildzius atitinkamu organiniu
tirpikliu naudotas fermenty kiekis (0,5 mg) yra pakankamas 8 valandy bégyje
suskaidyti didZigja dalj plévelés, o GD-95RM atveju net ir per 4 valandas buvo
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suskaidyta daugiau negu 80 % PCL plévelés maseés. Natiiralu, kad sumazéjus
substrato kiekiui reakcija pradeda 1ététi, todél skaidymo dinamika atitinka
neigiamos eksponentinés funkcijos forma.

3.2.4. PCL hidrolizés produkty ir gauty esteriy nustatymas

Siekiant nustatyti PCL degradacijos produktus, buvo atlikta didelio
naSumo skys¢iy chromatografija su tandemine masiy spektrometrija (HPLC-
MS). Remiantis PCL struktira, numanomas galutinis PCL hidrolizés
produktas yra 6-hidroksiheksoniné rugstis (6HHA) (PubChem Identifikacijos
numeris: CID 14490) ir jos oligomerai (3.4 lentelé).

3.4 lentelé. Linijiniy, vandenyje tirpiy PCL degradacijos produkty piky priskyrimas pagal
masés-kruvio santykj (m/z).

| o | e
6HHA CsH1103 132 133
6HHA dimerai C12H210s 246 247
6HHA trimerai CigH3107 360 361
6HHA tetramerai C24H4109 474 475

HPLC-MS analizé leido nustatyti 6HHA (m/z= 133) ir jos oligomerus —
dimerusi (m/z= 247), trimerus (m/z= 361) ir tetramerus (m/z= 475), gautus po
PCL pléveliy hidrolizés eksperimenty. Rezultatai parodé, kad po poveikio
GD-95RM susidaro 6HHA dimerai ir 6HHA trimerai (nustatyti didziausi
intensyvumo pikai) (3.20A pav.). Tikétina, jog Sie junginiai yra pagrindiniai
galutiniai hidrolizés produktai PCL pléveliy skaidymui naudojant GD-95RM
lipazg. Nors GDEst-lip pasiZyméjo mazesniu hidrolizés efektyvumu (3.3
lentel¢, 3.16 pav.), naudojant §] fermenta dominuojantis PCL pléveliy
skaidymo produktas yra 6-hidroksiheksoniné rugstis (3.20A pav.).
Kontroliniy méginiy HPLC-MS analizé parodé galima nezymia autohidrolize
(1 priedas. 1 pav.), visgi kontroliniuose méginiuose susiformavusiy 6HHA
monomery ir oligomery intensyvumas gerokai mazesnis, 0 tai rodo mazesng
$iy junginiy koncentracija méginyje. Vertinant hidrolizés metu susidaranciy
skaidymo produkty HPLC-MS profilius, reikSmingy skirtumy skaidant
PClL.as000 ar PCLgoooo pléveles nenustatyta.

79



GDEst-lip GD-95RM
Mn 45000 Mn 80000 Mn 45000 Mn 80000
64634 57905 278860 151122
. n=1 r r‘
s miz=133 | i
>g ‘ “
13 J J %, SRS R
- | \
3 s ] n=2 I
4 = m/z = 247 i i
\ c I
{ ° \
) ﬁ A / o T )
= £ n=3
— 2 m/z = 361 )
° ] \
e “‘ I
3 - \
E n=4
m/z = 475
min 50 75 = VSOI_A 75 = 07 7 o . 1.
B GDEst-lio, 50 % Kontrolé C GD-95RM, 25 % Kontrolé
metanolis etanolis
2 965046 178123 2 790549 218919
B n=1 <’ n=t
i =2|miz=133 2 |miz=133
( ‘Q 2
\ £l n=2 £ n=2 I
{ § m/z=247 § miz=247 A\ N
/ ﬁ n=3 | - - £ | n= 3 | ,"
= £ |mlz=361 I\ ) i\ £ m/z= 361 :‘\L J
& e —  __}_ 2| n-s |
5 |miz=475 ) N 5 I miz=415 A
= - .- A
z cwo N=1 s 1o n=1
L] miz=147 e [ m/z=161 A
n=2 @ | n=2
2 |miz=261 g |miz=215 f\ A
g — & N J
g1 n=3 ( w n=3
s miz=375 N \ 13 e ‘ m/z = 389 A A
LA =ik o % n=4
N m/z=489 | m/z=503
min - 5 Fr min %6 75 ) 75

3.20 pav. PCLuasooo ir PCLsoooo pléveliy hidrolizés produkty analizé HPLC-MS, degradacijai
naudojant tik GD-95RM ir GDEst-lip fermentus (A) bei reakcijos misinj papildzius alkoholiu:
GDEst-lip + 50 % metanolio (B) ir GD-95RM + 25 % etanolio (C). ,,n“ — oligomera sudaran¢iy
6HHA molekuliy skaicius. Piky intensyvumas (y aSies skalé) pateikiama raudonais skaiciais
vir$ grafiky.

Kaip buvo aptarta anksciau, lipoliziniai fermentai gali atlikti esterinimo ir
peresterinimo reakcijas (skyrius 1.1.3). Reakcijos miSiniuose esantis
metanolis arba etanolis gali pakeisti vandenj ir atlikti nukleofiling ataka j
fermento-substrato kompleksg, taip iSlaisvinant esterj ir regeneruojant
fermenta. Lipoliziniai fermentai taip pat gali atlikti tiesioging esteriy sintezés
reakcija, kai fermentas suformuoja esterinj ry$j tarp alkoholio ir
karboksirfigities. Siuo atveju buvo nuspresta jvertinti, ar vykdant PCL
hidroliz¢ organiniy tirpikliy aplinkoje susiformuoja ne tik 6HHA, bet ir jos
esteriai. Esteriai yra pla¢iai naudojami maisto ir kosmetikos pramonés
sektoriuose, norint suteikti norimus kvapus arba skonius. Etil-6-
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hidroksiheksanoatas yra randamas Bordo vynuose (Villiére et al., 2019), yra
naudojamas in vitro alergijy diagnostikoje, ruosiant specifinio giminingumo
reagentus arba sintetinant tarpinius junginius (fenolio karbonato esterius)
vaisty gamyboje (Ostergaard ir Larsen, 2007). Vykdant PCL hidrolize,
naudojant GD-95RM ir GDEst-lip fermentus, kai reakcijos aplinkoje yra
alkoholiy, galima biity ne tik paSalinti PCL atliekas, bet kartu sukurti ir
didesne ekonoming verte turin¢ius 6HHA riigsties esterius vieno kombinuoto
proceso metu. Rezultatai parodé, kad PCL pléveliy degradavimo miSinius
papildzius alkoholiais, abiejy fermenty atveju susidaro ne tik PCL
degradacijos produktai — 6HHA, jos dimerai ar trimerai, bet taip pat yra
aptinkami ir etil-6-hidroksiheksanoatas ar metil-6-hidroksiheksanoatas,
priklausomai nuo naudojamo alkoholio (3.20B ir 3.20C pav.). Reakcijy metu
susidare etil-6-hidroksiheksanoato ir metil-6-hidroksiheksanoato buvo
identifikuoti remiantis zZinoma molekuline mase PubChem duomeny bazéje
(identifikaciniai numeriai: CID 357781 ir CID 3083855, atitinkamai). Nors
kontroliniuose méginiuose taip pat nustatytas esteriy susidarymas, gauty
produkty intensyvumo pikai reakcijos miSiniuose su fermentais yra
reik§mingai didesni. Siy tyrimy metu gauti rezultatai pirma karta parodé
galimg modifikuoty Geobacillus sp. lipoliziniy fermenty ne tik panaudojima
efektyviam PCL skaidymui, bet ir kombinuotai esteriy sintezei.
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4. APTARIMAS

Nors fermentai yra pladiai taikomi pramonéje, o biokatalizatoriai
atstovauja pramonés Sakg, kurios verté siekia milijardus (Badenhorst ir
Bornscheuer, 2018), geresnémis savybémis pasizyminc¢iy fermenty inZinerija
vis dar iSlieka viena pagrindiniy priemoniy kurti geresnémis savybémis
pasizymincius biokatalizatorius. Viena didziausiy Siy dieny problemy, kurig
fermentai galéty padéti iSspresti, yra plastiko tarSa. Nors daugelio plastiky
skaidymas vis dar isSliecka problematiskas, fermentai (lipazés, esterazés,
kutinazés ir PETazés) jau yra parod¢ nemenka potencialg hidrolizuojant
esterines jungtis turinéius plastikus. Visgi, kaip ir bet koks jrankis, tiek
fermentai, tiek poliesteriy skaidymo procesas gali ir turi bati toliau
optimizuojami. Tai galima daryti tiek taikant esamas baltymy inzinerijos
strategijas, tiek ieSkant naujy, netirty arba menkai tirty fermenty. Tokios
inovacijos yra reikalingos ne tik norint pagerinti esamus procesus, ta¢iau, taip
pat gali biiti pradzia, siekiant Zinomus fermentus panaudoti naujose srityse.
Sioje disertacijoje nagrin¢jami du lipoliziniy fermenty aspektai: 1) taikant
kryptingaja evoliucijg ir racionalius metodus analizuota menkai tirta
Geobacillus sp. 95 sintetinama 55 kDa dydZio esterazé, taip pat 2) jvertintas
modifikuoty Geobacillus sp. 95 lipoliziniy fermenty gebéjimas skaidyti
polikaprolaktong ir kartu formuoti jo skaidymo produkty esterius, taip
pritaikant ziedinés ekonomikos principus.

Esterazé GDEst-95 pirma karta buvo apraSyta ankstesniy darby metu
(Gudiukaite et al., 2017) — tai karboksilesteraziy klasei priskiriamas
fermentas, iSsiskiriantis savo dydZziu — dauguma literatiroje apraSyty
Geobacillus spp. esteraziy pasizymi mazesniu dydziu — 35 kDa. Taip pat,
struktiiriSkai labai panasi esterazé — Est55, kity autoriy buvo parodyta, kaip
perspektyvus ~ fermentas  farmacijoje. Si 55 kDa  Geobacillus
stearothermophilus karboksilesterazé¢ pasizyméjo gebéjimu katalizuoti
irinotekano (CPT-11) hidrolize j 7-etil-10-hydroksikamtoteking (SN-38) —
topoizomerazés I inhibitoriy, naudojama vézio terapijoje (Liu et al., 2007).
Tolimesniy tyrimy metu GDESt-95 fermentas sékmingai pritaikytas baltymy
inzinerijos eksperimentuose: GDEst-95 esterazé buvo sulietas su GD-95
lipaze, taip gaunant GDEst-lip sulieta fermenta, pasizymintj pramonei
patraukliomis savybémis (aktyvumu aukStose temperatirose, dideliu
savituoju aktyvumu, temperatiriniu stabilumu ir atsparumu organiniams
tirpikliams) (Gudiukaite et al., 2017). Sio tyrimo metu GDEst-lip fermentas
taip pat buvo sékmingai pritaikytas PCL pléveliy skaidymui ir esteriy sintezei
organiniy tirpikliy aplinkoje.
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Norint geriau suprasti GDEst-95 fermento veikimg buvo atlikta tiksliné
numanomy svarbiy aminorigs¢iy mutagenezé. Remiantis ankstesniy darby
analize, tikslinei GDEst-95 mutagenezei pasirinkti taikiniai: Gly108, Ala410,
Leu226 ir Leu41l (Gudiukaite et al., 2017). Gly108 lokalizuotas santykinai
netoli katalizinio serino (Ser194). Remiantis trima¢iu modeliu, atstumas tarp
$iy aminoriigi¢iy yra apie 4 A ir yra maZzesnis negu atstumas tarp Ser194 ir
His409, atsakingo wuz serino deprotonavimag ir vandens/alkoholio
stabilizavimg $iems atakuojant fermento-acil kompleksa (Aranda et al., 2014).
Taigi, buvo keliama hipotez¢, kad modifikacija Sioje padétyje galéty turéti
didelj poveikj fermento veikimui arba substrato riSimuisi. Atsizvelgiant j tai,
jog glicinas yra maziausia aminortigstis, nutarta ja pakeisti j didesne, arginino
aminoriigst] ir jvertinti Soninés grupés jtaka substrato prijungimui ir GDEst-
95 esterazés aktyvumui. Taip pat svarbu aspektas — remiantis LED duomeny
baze, Salia Glyl08 esanti Alal09 lickana yra atsakinga uz oksianijoninés
ertmés formavima, todél Gly108 Arg modifikacija galéty trikdyti pereinamyjy
reakcijy stabilizavima.

Ala410 yra lokalizuota Salia katalizinio His409. Paprastai, vertinant
aminortgsties poveikj fermento veikimui, ji yra kei¢iama j alaning, kadangi
tai maza, inertiSka, trumpa Soning grandine turinti aminorugstis, leidzianti
jvertinti kaip Soninés grupés pasalinimas paveikia fermento veikima, tuo paciu
iSlaikant identiskga aminoriig§¢iy sekos ilgj. Kadangi aminortigstys Gly108 ir
Ala410 yra labai panasios struktiiros, buvo nuspresta Ala410 taip pat pakeisti
1 didesne arginino aminortgst;.

Argininas taip pat naudotas kaip Leu226 pakaitas. Leu226 yra lokalizuotas
netoli ertmés, vedancios link fermento aktyviojo centro ir iSkelta hipotezé, jog
§i aminorfigitis gali biiti svarbi, atpaZjstant arba prisiriSant substratg. Si
aminoriig§tis pakeista argininu, norint jvertinti, kokj poveikj didesné
aminoriigstis turés substrato prisiri§imui. Kita leucino aminoriigstis, Leu411,
yra lokalizuota netoli katalizinio His409 ir pakeista j alaning, norint jvertinti
Sios aminorugsties poveikj katalizei.

Ivertinus pakaity poveiki fermento aktyvumui nustatyta, kad Gly108Arg ir
Ala410Arg pakeitimai turéjo didziausig neigiama poveikj. Fermento, turin¢io
Gly108Arg mutacijg, savitasis aktyvumas sumazéjo daugiau negu 95 %, 0
Ala410Arg mutacija fermento savitajj aktyvuma sumazino beveik 90 %. Visi
Kiti pakaitai turéjo mazesnj neigiama poveikj, tikétina, dél mazy atstumy tarp
Gly108 ir Ala410, bei Ala410 ir His409. Leu226Arg pakaitas GDEst-95
fermentinj aktyvumg sumazino 56 %. Tikétina, jog fiziSkai didesné arginino
aminorfigStis uzstojo fermento aktyvyjj centrg, taip trukdydama substrato
prisijungimui. Nepaisant sumazéjusio aktyvumo, fermento Vmax verté
padidéjo du kartus, o Km reik§mingai nepasikeité. Argininas yra ne tik didelé,
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tadiau tai taip pat teigiamai jkrauta ir hidrofiliné aminortigstis. Sios savybés
yra svarbios fermento veikimui — teigiamas kravis gali padéti stabilizuojant
substrata, fermentinés reakcijos pereinamasias stadijas, arba padéti
nukreipiant substratg link katalizinio centro (Son et al., 2023). Hidrofilinés
aminoriig§tys Yyra svarbios baltymy saveikai su vandeniu ir tam tikras
hidratacijos lygis yra reikalingas fermentiniam veikimui (Nakagawa ir
Tamada, 2021).

Siekiant jvertinti kity, taikant bioinformatikos metodus neaptikty, bet
potencialiai GDEst-95 fermento funkcionalumui svarbiy pakaity poveiki,
atlikta klaidingoji PGR. Taikant §j metoda gauti ir atrinkti trys GDEst-95
variantai, pasizyméje geresnémis Katalizinémis savybémis: GDEst-RM1
(fermente nustatyta viena mutacija Arg75GIn), GDEst-RM2 (fermente
nustatytos dvi mutacijos Gly20Ser ir Arg75GIn), GDEst-RM3 (Ser210Gly ir
Thr317Ala mutacijos). GDEst-RML1 ir GDEst-RM2 pasizyméjo beveik tris
kartus padidéjusiu savituoju aktyvumu, padidéjusiu temperattiriniu aktyvumu
(GDEst-RM1 optimali veikimo temperattra padidéjo 10 °C, GDEst-RM2 —
15 °C) ir temperatiiriniu stabilumu 60-70 °C diapozone. Siy fermenty
kinetiniai parametrai taip pat pageréjo: Vmax padidéjo 2,7 karto (GDEst-RM1)
ir 4,2 karto (GDEst-RM2), 0 K sumazéjo apie 2 kartus (tiek GDEst-RM1,
tiek GDEst-RM2 atveju), o tai rodo naujyjy fermenty padidéjusj gimininguma
naudotam substratui. Siy konstanty padidéjimas saglygojo ir padidéjusj
katalizinj efektyvuma (apie 6 ir 10 karty, atitinkamai GDEst-RM1 ir GDEst-
RM2), o aktyvacijos energija sumaz&jo apie 6 kJ/mol. Abu mutantai
pasizyméjo viena bendra mutacija — Arg75Gln ir gana panaiu kataliziniy
savybiy poky¢iu, todél tikétina, kad biitent §i mutacija 1émé geresnes fermento
savybes. Arg75 aminoraigstis yra lokalizuota baltymo pavirSiuje, toliau nuo
aktyviojo centro ir kol kas nebuvo pasiiilytas jos vaidmuo ir svarba atpazjstant
ir prijungiant substratg. Tiek argininas, tiek gliutaminas yra polinés
aminortgstys ir daznai sutinkamos baltymy pavirsiuje, todél daznai gali
pakeisti viena kitg be didesnio neigiamo poveikio baltymo funkcijai (Barnes
ir Gray, 2003). Vienas galimy paaiskinimy yra kriivis — glutaminas yra
neutrali aminorigstis, tuo tarpu argininas yra teigiamg kriivj turinti
aminoriigstis. Galimai krGvio paSalinimas $ioje vietoje pakeicia baltymo
susilankstyma, arba palengvina substrato patekima link katalizinio centro.
Atliekant paieska LED duomeny bazéje, artimiausia seka GDEst-95 esterazei
yra Geobacillus stearothermophilus karboksilesteraz¢ Est50. Sistema
automatiSkai anotuoja Kkatalizinés triados ir oksianijoninés ertmés
aminorigs¢iy liekanas, taciau taip pat iSskiria 62-80 pozicijas, kaip
formuojancias nepatvirtinta dangtelj. Nors, remiantis literatiiros duomenimis,
Sios struktiros GDEst-95 neturi, potenciali tolimesniy tyrimy eiga galéty biti
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jvertinimas, kokj poveikj kity, $iai strukttrai priklausanéiy aminoriigséiy
pakeitimas, paSalinimas, ar pakeitimas kity fermenty dangteliy sekomis, turéty
Sio fermento aktyvumui ir katalizinéms savybéms.

Gly20Ser funkcija Siuo metu néra aiski ir reikalauja atskiros analizés,
norint nustatyti, koks yra atskiras §iy mutacijy poveikis — sudétinis ar
epistatinis. Siuo metu galima postuluoti, jog §ios aminoriigsties pakeitimas j
poling galéjo teigiamai paveikti baltymo susilankstymg arba hidratacijg ir tai
lémé pageréjusig katalizing funkcija bei fizikines ir chemines GDESt-RM2
fermento savybes.

GDEst-RM3 fermento atveju savitasis aktyvumas padidéjo 60 %, Vmax ir
Km taip pat pasieké didZiausias vertes i$ visy analizuoty GDEst-95 varianty
(atitinkamai 31,52 umol x min™ x mg™ ir 9,28 mM). Nors reakcijos greitis ir
padidéjo, Km vertés rodo sumazéjusj gimingumg substratui. Taigi, taskinés
mutacijos, sumazinanc¢ios Km, bet islaikanios Vmax verte galéty buti
naudojamos tolimesniam §io fermento gerinimui. Viena i§ Siame fermente
jvykusiy mutacijy yra Thr317Ala. Ankstesniy darby metu Thr317
aminoriig§tis buvo jvardinta kaip galimai svarbi suriSant tetraetilenglikolj
(Gudiukaite et al., 2017). Alanino $oniné grandiné yra mazesné negu treonino,
todél galimai Sis pasikeitimas praplatino substrato suriSimo kiSene. Yra
zinoma, kad erdvesni aktyvieji centrai gali padéti fermentui prisijungti
jvairesnius substratus arba pagerinti kataliz¢ (Boyko et al., 2020). Kita
mutacija, Ser210Gly, yra pavirSinés, toliau nuo aktyviojo centro esancios
mazos, hidrofilinés aminortigsties pakeitimas maza, labiau hidrofobine
aminoriig§timi. HidrofobiSkumas gali neigiamai paveikti fermento
susilankstyma ar hidratacija, ypa¢ fermento pavirsiuje.

Bioinformatiné substrato risimosi su fermentu analizé parodé, jog GDEst-
RM1 ir GDESt-RM2 pasizyméjo mazesne laisvaja energija (didesniu
fermento-substrato komplekso stabilumu), lyginant su GDEst-95. Lyginant
Siuos modifikuotus variantus tarpusavyje, reikSmingi ri§imosi energijos
skirtumai nebuvo nustatyti. Vienintelé iSimtis nustatyta vertinant fermenty
geb¢jima prisijungti p-NP acetata: GDEst-95 apskaiciuota laisvoji energija —
-5,28 kcal/mol; GDEst-RM1 — -4,85 kcal/mol (aukstesné — maZesnis
fermento-substrato komplekso stabilumas) ir GDEst-RM2 — -5,41 kcal/mol.

GDEst-RM2 mutanto LigPlot+ analizé parodé, jog dvi aminoriigstys
formuoja vandenilinius rySius su substratu: Tyr311 ir Alal09. Ankstesnés
Geobacillus sp. 55 kDa esteraziy analizés (Liu et al., 2007; Gudiukaite et al.,
2017) metu Alal09 taip pat identifikuota kaip Siy esteraziy veiklai galimai
svarbi aminortig§tis. Manoma, jog ji gali stabilizuoti Cys408 aminortgst;,
kurios liekana yra randama oksianijoninéje ertméje. Oksiduotoje biisenoje
Cys408 gali blokuoti fermento aktyvyjj centrg ir tarnauti kaip reguliacinis
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elementas (Liu et al., 2007). Remiantis LED duomeny baze, biitent Alal09
yra viena i§ aminoriig§¢iy, formuojanciy fermento oksianijoning ertme.
Jokiuose ankstesniuose darbuose Tyr311 nebuvo identifikuota kaip substrato
suri§imui svarbi aminoriigstis. Si aminortigitis formuoja vandenilinj rysj su
p-NP nitro grupés deguonies atomu. Tai galéty turéti stabilizuojantj poveik]j ir
paaiskinti GDEst-RM2 padidéjusj aktyvuma. Vis dél to, Siuo metu negalima
tiksliai atsakyti, ar Si sgveika reikSminga stabilizuojant karboksilesterius,
neturin€ius nitro grupiy. Nitrogrupés taip pat randamos esteriuose, kurie
naudojami kaip insekticidai (pvz.: parationo, metil parationo, fenitrotiono),
tod¢l tokia sgveika galéty biiti svarbi tiriant tokiy fermenty galimg
panaudojima bioremediacijoje.

LigPlot+ analizé taip pat parodé kelis aminortgséiy, atsakingy uz
hidrofobines sgveikas, skirtumus tarp GDEst-95 ir GDESt-RM2 fermenty.
GDEst-95 unikalios aminortgstys: Glyl107 ir Glyl13. Glyl07, remiantis
ankstesniy darby metu atlikto modeliavimo rezultatais, buvo identifikuota,
kad aminortgstis svarbi 2-trimetilamonio etil tiolio prijungimui (Gudiukaite
etal., 2017), tuo tarpu Gly113 svarba iki Siol nebuvo tirta ir yra ateities tyrimy
objektas. GDEst-RM2 pasizyméjo trijomis unikaliomis aminoragstimis,
dalyvaujanéios formuojant hidrofobines saveikas su substratu: Leu226,
Ala410 ir Leud13. Leu226 ir Ala410 buvo analizuotos $io darbo kontekste ir
gauti rezultatai patvirtina jy svarbg suriSant substratg. Leu413 nebuvo
identifikuota kaip svarbi aminoriigstis nei vienos ansktesnés analizés metu.
Apibendrintai galima teigti, kad Gly113 ir Leu413 yra nauji aminorags¢iy
kandidatai tolimesniems tyrimams.

I§ fermenty evoliucijos pusés, baltymo sekos erdvé yra jvardijama, kaip
visos jmanomos aminortig§¢iy sekos kombinacijos. Paprastai jos iSreiskiamos
kaip 20", kur n — baltymo aminortig§¢iy skaicius. Tai reiskia, jog GDEst-95
sekos erdvéje yra 20%% = 8,18 x 10%7 (palyginimui, yra laikoma, jog visatoje
yra 10 — 10% atomy). Svarbu paminéti, jog dauguma atsitiktiniy
aminortigs§¢iy kombinacijy nesuformuos funkcionaliy baltymy, o sekos
erdvése yra menkas kiekis funkcionaliy baltymy (Keefe ir Szostak, 2001;
Tracewell ir Arnold, 2009). Nors paprastai laikoma, jog evoliucija pasirenka
labiausiai prisitaikiusius individus (arba S$iuo atveju aktyviausias
makromolekules), daznai jie gali buti izoliuojami vietinése prisitaikymo
reljefo virStinése (t.y bet kokie pasikeitimai sekoje prives prie mazesniu arba
identisku aktyvumu pasizyminéiy varianty) (Yubero et al., 2017). Tokioje
situacijoje, esant nuolatiniam spaudimui (temperatiirai, pH, maisto medziagy
trokamui ar bet kokiam kitokiam veiksniui), baltymai, pasizymintys mazesniu
aktvyumu, nebus jtvirtinti populiacijoje ir tikétina, jog populiacija su labiau
aktyviais fermento variantais jg nukonkuruos ir grj$ i vietinj maksimuma.
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Tokiu atveju populiacijai praktiSkai néra galimybiy gauti fermenta,
pasizymintj didesniu aktyvumu (Carpenter et al., 2023). Baltymy inZinerija
leidzia apeiti §j ribojima ir leidZia analizuoti fermenty variantus, kurie galimai
negaléty susidaryti gamtoje. Taip pat ji leidzia mums pasirinkti parametrs,
pagal kurj vertinsime baltymo prisitaikyma (aktyvumas, temperatiirinis
stabilumas, substratinis specifiSkumas ir t.t) (Tracewell ir Arnold, 2009).
[vairiy GDEst-95 parametry analizé pateikta 4.1 paveiksle.

Fermentas Genotipo  Fenotipo

bz Sl Prisitaikymas
322 108 U/mg¥ | -ND
Glyl108Arg -GC|CGC|- -HGRAF- Ket - ND 3¢ - ND
1228 410 Umg ¥ § -0
Ala410Arg -A|CCG|GC- -CHRLE- Ko, & ¥ A
677 226 Umg ¥ § M
Leu226Arg -TT|CGC|C- -ALRLR- Koo & 2% A
1232 411 U/mg * (& -0
Leud11Ala -|GCT|CGA- -HAAEL- Kot W ¥ W
224 75 U/mg r L *
GDEst-RM1 -GG|CAG|- -LGOMS- Koo A 3¢ A
58 20
amo “AAIAGC|- -NESVF- Umg * § T
GDEst-RM2 224 75 Keat AN -0
-GG|CAG|- -LGQMS- cat
-cC|86GC|- -EAGGL- umg & & A
GDEst-RM3 949 317
-G|GCG|G- -TLADP- K & 36 A
Legenda:

} - optimali veikimo temperatira lyginant su GDEst-95
¥¢ - temperatirinis stabilymas, lyginant su GDEst-95

A - parametras padidéjo

¥ - parametras sumazéjo

0 - parametras nebuvo paveiktas

ND - paramatras nebuvo analizuotas

4.1 pav. Tirty GDESst-95 genotipo-fenotipo erdvés pozicijy vizualizacija. Raudonos raidés
nurodo pakeistus nukleotidus ir aminortigstis.

Antrasis $iy tyrimy aspektas — Geobacillus sp. 95 kamieno lipoliziniy
fermenty pagrindu sukurty fermenty (GDEst-lip sulieta esterazé/lipazé bei
GD-95RM lipaz¢) gebéjimo hidrolizuoti poliesterius, jvertinimas. Sie
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fermentai sukurti ir gana plaiai analizuoti ankstesniy darby metu tiek
fundamentiniu, tiek praktinio taikymo aspektais (Gudiukaité et al., 2014;
Gudiukaite, 2016; Gudiukaite et al., 2017; Malunavicius et al., 2018; Druteika
etal., 2019, 2020; Savickaite et al., 2021a, 2021b). Taigi, buvo nutarta jvertinti
galimybe juos taikyti naujoje srityje — poliesteriy degradacijoje. Sie fermentai
pasirinkti, kadangi abu pasiZymi geresniu aktyvumu negu jy téviniai variantai,
pasizymi gebéjimu veikti placiame temperatiry spektre, iSlieka stabiliis
auks$tesnése temperatiirose, taip pat pasizymi stabilumu ir geresniu aktyvumu
organiniuose tirpikliuose (Savickaite et al., 2021a). Abu Sie fermentai taip pat
pasiZymi gebé¢jimu sintetinti jvairiy riebaly rigs¢iy esterius (Druteika et al.,
2020; Savickaite et al., 2021b).

Polikaprolaktonas (PCL) — tai biodegradabilus ir neimunogeninis
polimeras, placiai taikomas biomedicinoje (kaip veikliyjy medziagy nesiklis
arba pastolis audiniy inZinerijoje) (Almeida et al., 2019). Sio polimero
biodegradacija gali trukti 2-3 metus (Almeida et al., 2019), taciau kaip buvo
uzsiminta ankciau (skyrius 1.1.7), atlikti tyrimai dirbtinio gélo arba jiros
vandens pavirSiuje per metus neparodé reikSmingo Sio polimero masés
sumazejimo (Bagheri et al.,, 2017). PCL yra dalinai kristalinis, alifatinis
(linijinis) poliesteris, pasizymintis geru tvirtumu, atsparumu cheminéms
medziagoms ar tirpikliams (Deshmukh et al.,, 2017). PCL gali buti
sintetinamas skirtingos molekulinés masés: nuo trapios struktiros (Mw =
15000 g/mol) iki minkstos, dalinai kristaliskos (M > 40000 g/mol). PCL taip
pat pasizymi geromis mechaninémis savybémis, gali tarnauti kaip
plastifikatorius, arba maiSomas su kitais biologiniais polimerais (Deshmukh
et al., 2017). PCL naudojamas kuriant aplinkai netarSias sistemas; vienas
tokios sistemos pavyzdys — Han ir kt. sukurtas PCL ir diatomito filtras, skirtas
i§ vandens pasalinti mikroplastikus ir sunkiyjy metaly jonus (Han et al., 2023).
Nors PCL ir pasizymi daugeliu naudingy savybiy, kol kas jo taikymas yra
ribotas. Paprastesné §io polimero pasalinimo metodika, ar net pridétinio
produkto sukiirimas i$ §io polimero atlieky, galéty prisidéti prie platesnio §io
polimero naudojimo ir pritaikymo. PCL skaidantys fermentai taip pat gali
tarnauti kaip pirmasis zingsnis ieSkant arba kuriant kitus poliesterius (PLA
arba PET) skaidancius fermentus.

Atsizvelgiant j turimus duomenis, apskaiciuotas teorinis PCL kiekis, kuris
galéty bati suskaidomas naudojant GDEst-lip ar GD-95RM fermentus.
Nustatyta, kad GD-95RM (1 mg) per 24 val. 30 °C temperatiiroje galéty
suskaidyti 264,0 mg PCLusoqo ir 280,7 mg PCLsgoooo. Teoriskai GDESt-“p (1
mg) galétq suskaidyti 145,5 mg PCLa4so00 ir 134 mg PCLsgoooo pléveliy masés.
Kadangi abu fermentai 90-100 % santykinio aktyvumo pasiekia 50 °C
temperatiroje, tikétina, jog Sioje temperatiiroje biity galima pasiekti dar
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didesnes PCL skaidymo vertes. Siame darbe PCL degradacijos
eksperimentams pasirinkta 30 °C temperatira, kadangi zemesné temperatiira
turi savy privalumy — pramoniniuose procesuose tai sumazina kaing, o taip pat
supaprastina proceso valdymg. Vykdant hidrolize 55 °C temperatiiroje
pastebétas PCL plévelés lydymasis ir sumazgjes skaidymo efektyvumas
(rezultatai nepateikti), todél tikétina, jog degradacija aukStesnéje
temperatiiroje jmanoma tik iki tam tikros ribos. Nustatytas didesnis GD-
95RM suskaidomos PCL pléveliy kiekis lyginant su GDEst-lip fermentu,
labiausiai tikétina, yra susij¢s su didesniu §io fermento savituoju aktyvumu.
Idomus skirtumas nustatytas lyginant $iy fermenty PCL hidrolizés reakcijos
produktus — mazesniu aktyvumu pasizyminc¢io GDEst-lip fermento PCL
pléveliy skaidymo produktai yra beveik isskirtinai monomerai, tuo tarpu po
GD-95RM lipazés vykdomos reakcijos misinyje vyrauja dimerai. Ankstesniy
darby metu buvo parodyta, jog GDEst-lip pasizymi dvejais, funkcionaliais
lipazés ir esterazés aktyviaisiais centrais (Savickaite et al., 2021b). Kaip buvo
aptarta (skyrius 1.1) lipazés gali efektyviai skaidyti netirpius ir ilgesnés
grandinés substratus, tuo tarpu esterazés teikia pirmenybe¢ vandenyje tirpiems
substratams. Galima kelti hipoteze, jog lipazés aktyvusis centras yra
atsakingas uz greita ilgy grandiniy PCL skaidyma, ta¢iau skaidymo greitis
létéja, mazéjant ilgagrandzio substrato Kiekiui ir daugéjant trumpagrandziy
produkty. Esterazés aktyvusis centras negali skaidyti ilgagrandzio PCL:
GDEst-95, ar kiti Sio fermento variantai negali skaidyti PCL (rezultatai
nepateikti), taciau galimai gali skaidyti susidarancius oligomerus ir tai daryti
efektyviau negu GD-95RM lipazé. Reakcijos miSinio papildymas esteraze,
arba analogisky eksperimenty atlikimas naudojant MutEst-lip (GDEst-lip
variantas su nefunkcionuojanéiu esterazés aktyviuoju centru) leisty geriau
suprasti $io fermento veikimo dinamikg. Gauti rezultatai taip pat iliustruoja
potencialig suliety fermenty naudg — vienas fermento domenas atlieka
netirpaus substrato skaidymg etapa, taip sukurdamas prieinamg substrata
antrgjam domenui.

Reik$mingas skirtumas, vertinant skirtingos vidutinés molekulinés masés
PCL pléveéliy skaidymo efektyvuma, nenustatytas. Sis rezultatas sutampa su
kity autoriy atlikta analize, kurios metu skirtingos molekulinés masés PCL
(33000/ 57000/ 76000 g/mol) degradacija vyko beveik identisku greic¢iu (Ma
et al., 2020). Remiantis HPLC-MS analize, PCL hidrolizés miSiniuose rasta
tiek 6HHA monomery, tiek ir jos oligomery, o tai rodo, jog polimero grandiné
yra skaidoma atsitiktinése vietose. Tokiu atveju polimerizacijos laipsnis —
monomery kiekis makromolekuléje, oligomere, bloke arba grandinéje
(Jenkins et al., 1996) — neturés didelés jtakos hidrolizés efektyvumui, juolab,
kad vertinamas ne suskaidyty moliy skai¢ius, o masés pokytis. Siame darbe,
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norint tiksliau jvertinti ir palyginti tiriamy fermenty efektyvuma,
hidrolizuojant PCL, jvesta SPD savoka. SPD leidzia jvertinti skaidymo
efektyvuma jj normalizuojant 1 mg baltymo, ypac atsizvelgiant | varijuojantj
naudojamos plévelés pradinj svorj.

Degradacijos misinj papildzius alkoholiais nustatytas reikSmingas PCL
degradacijos efektyvumo padidé¢jimas. Tai koreliuoja su ankstesniy tyrimy
metu nustatytu GD-95RM aktyvumo padidéjimu naudojant 25 % etanolj
(Druteika et al., 2020). Nepaisant to, skaidant p-NP esterius, GDEst-lip
aktyvumas naudojant 25 % etanolj ar metanolj nepadidéjo, taciau padidéjo
naudojant n-butanolj arba izopropanolj (Gudiukaite et al., 2017). Imobilizavus
§j fermenta, jis yra aktyvuojamas naudojant tiek 25 %, tiek 50 % etanol;j arba
metanolj (Savickaite et al., 2021a). Organiniy tirpikliy naudojimas gali
padidinti substrato arba reakcijos produkty tirpumg bei uztikrinti reakcijos
pusiausvyros nukreipimg ] esteriy sintezés pusg.

Yra zinoma, jog PCL degradacija gali uztrukti skirtinga laiko tarpa,
priklausomai nuo skaidymo sglygy ir naudojamy fermenty. Baker ir kt. atliko
skirtingy kutinaziy palyginima skaidant PCL. Savo tyrimo metu jie analizavo
Alternaria brassicicola, Aspergillus fumigatus (AfC), Aspergillus oryzae
(AoC), Humicola insolens (HIiC) ir Fusarium solani kutinazes. Skaidymui
buvo naudojamas 1 cm?, 250 um storio plévelé, sverianti 30-35 mg, skaidymui
naudota 8,8 uM kutinazés. Sio tyrimo metu gauta, jog HiC suskaidé visa
plévelés mase per 3 val., o AfC ir AoC per 6 val. (Baker et al., 2012). Tai,
remiantis literatiros duomenimis, geriausias zinomas PCL hidrolizés
rezultatas. Nors minéto tyrimo metu visa PCL plévelés masé buvo suskaidyta
greiciau negu naudojant GD-95RM ar GDEst-lip fermentus, Siuos rezultatus
tarpusavyje lyginti gana sudétinga, kadangi naudojamos skirtingos fermento
kiekio iSraiSkos. Preliminariais skai¢iavimais Siame darbe naudota 0,05 mg
GDEst-lip kiekis, 3 mL taryje atitikty 0,303 uM, o GD-95RM - 0,388 uM.
Tai rodo, kad GDEst-lip ir GD-95RM lipoliziniai fermentai Siai dienai
pralenkia daugumg literatiiroje apraSyty poliesteraziy. Tolimesnis tyrimy
etapas galéty buti Siy fermenty testavimas, tobulinimas (esant poreikiui) ir
pritaikymas PLA ir/ar PET hidrolizei.

Gauti rezultatai rodo, kad GDEst-lip ir/ar GD-95RM fermentai galéty
prisidéti ne tik utilizuojanti PCL atliekas, taCiau taip pat atliepty ziedinés
ekonomikos principus — leisty panaudoti atliekas, kaip Zaliavas naujy
produkty sintezei. Tai leisty ne tik sumazinti aplinkos tar$a, taciau taip pat
suteikty galimybe sumazinti tokiy produkty kaing, energijos sgnaudas ir
anglies pédsaka. Po skaidymo gaunama 6HHA toliau galéty biiti verciama j
kitus produktus (pvz.: 6-aminoheksaning rtigstj, heksametilendiaming arba
1,6-heksandiolj), kurie yra svarbiis pramonéje. PCL hidrolizés miSinj
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papildzius etanoliu ar metanoliu, ne tik biity pagreitinamas degradacijos
procesas, taCiau taip pat atsirasty galimybé vienos reakcijos metu gauti 6 HHA
esterius. Etil-6-hidroksiheksanoatas gali buti naudojamas kaip reagentas,
norint sintetinti Kitus pramonei svarbius junginius: etil-6-hidroksiheksanoata
— komercinj kvapiklj (Etil-6-acetoksilheksanoatas); taip pat, kaip jau buvo
minéta, jis gali bati naudojamas vaisty prekursoriy sintezéje (Ostergaard ir
Larsen, 2007).

Gauti rezultatai iliustruoja tiek Gebacillus sp. sintetinamy lipoliziniy
fermenty pramoninio panaudojimo potenciala, tiek ir skirtingy mutagenezés
metody: kryptingosios evoliucijos ir tikslinés mutagenezés svarba norint
modifikuoti turimus fermentus, siekiant sukurti geresnémis savybémis
pasizymincius biokatalizatorius.

91



ISVADOS

Tikslinés mutagenezés tyrimai parodé, jog netoli aktyviojo centro esanciy
Gly108 ir Ala410, bei ties aktyviojo centro plySiu esancios Leu226
pakeitimai j argining turéjo neigiama, o Leud411 pakeitimas j alaning —
teigiamg poveikj GDEst-95 aktyvumui.

Taikant klaidinggja PGR sukurti trys geresnémis savybémis pasizymintys
GDEst-95 variantai: GDEst-RM1, GDEst-RM2 ir GDEst-RM3. Gauti
fermento variantai pasizyméjo didesniu savituoju aktyvumu, Vmax bei
aukStesne optimalia veikimo temperatira lyginant su nemodifikuota
GDEst-95.

GD-95RM ir GDEst-lip geba hidrolizuoti PCL pléveles: GD-95RM 1 mg
fermento per 24 val. gali hidrolizuoti ne maziau nei 264,0 mg PCL
plévelés masés; GDEst-lip 1 mg fermento per 24 val. gali hidrolizuoti ne
maziau nei 145,5 mg PCL plévelés masés.

Reakcijos miSinio papildymas trumpos anglies atomy grandinés
alkoholiais reik§mingai pagerina GD-95RM ir GDEst-lip fermenty
gebéjima hidrolizuoti polikaprolaktong. GD-95RM (1 mg) reakcijos
misinj papildzius 25 % etanolio, per 24 val. gali suskaidyti 2,4 karto
didesnj PCL kiekj (646,0 mg); GDEst-lip (1 mg) reakcijos misinj
papildzius 50 % metanolio, per 24 val. gali suskaidyti 3 kartus didesnj
(442,7 mg) PCL plévelés kiekj.

Reakcijos misinj papildZzius organiniais tirpikliais, tiek GD-95RM, tiek
GDEst-lip geba vykdyti metil- arba etil- hidroksiheksoninés riigsties
oligomery esteriy sintezg.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

List of abbreviations

6HHA — 6-hydroxyhexanoic acid

APS — ammonium persulfate

Da — dalton (non-SlI system unito f mass 1 Da = 1,66054x10%q)
DMSO - dimethyl sulfoxide

d.H20 — deionised wated

G — standard acceleration of gravity (1 g = 9,80665 m/s?)

GDP — gross domestic product

HPLC-MS — high performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry

IMAC — immobilised metal ion affinity chromatography
IPTG — Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside

Kecat — turnover number

Km— Michaelis-Menten constant

LB — lysogeny broth

m/z — mass/charge ratio

Mn — molar mass distribution

Mw — molecular mass

MWCO — molecular weight cut-offOTgoo — optical density, measured at 600
nm

OECD - The Organisation for Economic Co-operation and Development
PCL — polycaprolactone

PCR — polymerase chain reaction

PLA — polylactic acid

pLDDT - predicted local distance difference test

p-NP — para-nitrophenol
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rpm — revolutions per minute

SDS - sodium dodecyl sulphate

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
SEM - scanning electron microscopy

SOC - super optimal broth with catabolite repression
SPD - standardized PCL degradation units

TEMED — N,N,N’,N’- tetramethylethylenediamine
TM — template modeling score

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethane

v/v —volume in volume

Vmax— Maximum reaction rate

w/v — weight in volume

A —wavelenght

AMINO ACID ABBREVIATIONS
Arg, R —arginine
Asn, N — asparagine
Asp, D — aspartic acid
Gly, G —glycine
His, H — histidine
Leu, L — leucine
Lys, K —lizine
Ser, S — serine
Sm — any small amino acid

X —any amino acid
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INTRODUCTION

Since the industrial revolution humanity has made huge strides in the fields
of technology, medicine, and economy. Many of these advancements allow
us, on average, to live much longer, and more comfortable lives. That being
said, in the XXI century we are forced to come to terms with the negative
externalities that have come from this progress. Air and water pollution,
deforestation, large amounts of waste that persists in the environment for
hundreds of years damage not only the global biosphere, but also the quality
of human life. According to the Organization for Economic Co-operation and
Development) (OECD), air pollution alone causes a global GDP loss of 3.5%
(1768 billion US dollars) (Roy and Braathen, 2017). While this pollution is
the consequence of the industrial production of goods, we require this process
to provide better quality of life to as many people as possible. Thus novel,
innovative solutions, that would allow us to maintain high industrial capacity,
while providing reduced negative externalities, are urgently needed.

One possible solution to relieve some of these burdens are enzymes.
Enzymes are biocatalysts (usually proteins), that are found in all living
organisms. Their main function is to increase the rate of chemical reactions in
biological systems. Compared to regular chemical catalysts, enzymes possess
three main beneficial qualities — they are very efficient in improving reaction
rates (in some cases more than 10'7 times) (Radzicka and Wolfenden, 1995);
specificity — enzymes, depending on their function, can bind a wide, or narrow
spectrum of substrates; and regulation — certain enzymes can be controlled
with additional molecules, like cofactors or by being inhibited by their
synthesis products (Price et al., 1999). As enzymes usually do not cause
environmental harm, are biodegradable and can be reused, they are of great
interest for their possible industrial, environmental and medicinal
applications. Enzyme applications are one of the most perspective and
ecologically friendly solutions to current and future problems.

Lipolytic enzymes are a group of hydrolases that cleave ester bonds in
lipids. These enzymes are well known for their ability to hydrolyse various
compounds, as well as form ester bonds (usually between carboxylic acids and
alcohols). In recent years, there has been a growing interest in utilising these
enzymes for polyester plastic biodegradation. The ability to efficiently remove
these plastics would not only significantly reduce global pollution but could
also allow the utilisation of the degradation products in synthesising new
value-added products.
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Emphasis is placed not only on the discovery of novel enzymes, but also
on the modification of currently used biocatalysts. By applying protein
engineering strategies, it is possible to create desired enzyme modifications
and improve enzyme activity, stability, substrate specificity and other
properties that are important for a given application. These modifications
allow circumventing natural enzyme limitations and to create biocatalysts
designed for solving specific problems.

Directed evolution is the modification of enzymes in vitro by mimicking
the process of natural evolution. Enzymes are randomly modified and selected
by desired criteria. Several advantages made directed evolution a preferred
method for enzyme modification. Directed evolution does not require
extensive knowledge about the structure of the enzyme, this method allows to
identify amino acid substitutions that are not identified by homology
comparison. Coupled with high-throughput screening, large libraries of
enzyme variance can be analysed at a quick pace — many mutants can be
screened. Several iterations of mutagenesis can be performed, until the desired
criteria are reached and an enzyme with the best properties is received. The
main disadvantage of this method is the requirement of high mutant library
generation, as well as the requirement for high-throughput screening methods
to screen for the best possible enzyme variants.

The term “Directed evolution” did not only borrow the second word from
the field of evolution. As the interdisciplinarity of biological sciences
increased, terms and concepts from the fields of evolution were applied to
protein engineering. One such example are the terms “genotype-phenotype
space” and “fitness landscape”. These concepts are a novel way to look at
protein engineering when applying mutagenesis and choosing selection
strategies. Questions like why certain properties are preserved in proteins,
while others are lost; what are the epistatic effects (in this context — the
different overall effect of several mutations when compared to the perceived
sum of individual mutations); what selection criteria and strategies should be
applied when screening. These questions can be applied not only to living
organisms, but to macromolecules as well, including enzymes.

In this dissertation an emphasis is given to the lipolytic enzymes (lipases
and carboxylesterases) of Geobacillus origin. Due to their capability to
function and remain stable at higher temperatures, catalyse hydrolysis, ester
synthesis and transesterification reactions, these enzymes have intriguing
fundamental reseach and industrial application potential. However due to a
lack of knowledge, the aim of this work is to improve the understanding of
lesser known 55 kDa Geobacillus carboxylesterases as well as evaluating the
application of Geobacillus lipolytic enzymes in polyester recycling.

96



Thesis objective: generate and characterise novel Geobacillus sp. 95
carboxylesterase variants, as well as evaluate the capability of modified
Geobacillus sp. 95 lipolytic enzymes (GDEst-lip and GD-95RM) to perform
combined polycaprolactone hydrolysis and ester synthesis.

Tasks formulated to achieve the thesis objective:

1. Modify Geobacillus sp. 95 carboxylesterase (GDEst-95) using site-
directed mutagenesis and evaluate novel amino acids important for
enzyme activity;

2. Using a directed evolution approach, modify Geobacillus sp. 95
carboxylesterase (GDEst-95) with the intention of creating enzyme
variants with improved activity or substrate specificity;

3. Evaluate the capability of GD-95RM and GDEst-lip (modified
enzymes, based on Geobacillus sp. 95 lipolytic enzymes) to degrade
polycaprolactone;

4. Evaluate the effect of organic solvents on the enzymatic degradation
of polycaprolactone, and identify esters formed.

Scientific novelty:

In the past several years increased attention is being given to reducing
anthropogenic pollution, as well as emphasising circular economy principles.
One of the most prominent pollutants globally is plastic waste and there are
many incentives to reduce or utilise plastic waste more efficiently. A highly
perspective solution to this problem is microbial enzymes. There are
expectations that such enzymes could not only degrade plastic waste to less
harmful products, but that those products could then be utilised in value added
manufacturing.

In this work previously generated enzymes based on native Geobacillus
sp. 95 lipolytic enzymes: a modified lipase GD-95RM (Druteika et al., 2020)
and a fused esterase-lipase GDEst-lip (Gudiukaite et al., 2017) were evaluated
for their ability to hydrolyse polycaprolactone (PCL). For the first time, it was
determined that both enzymes are able to efficiently hydrolyse PCL, and that
the degradation efficiency is significantly enhanced with the addition of
organic solvents: ethanol and methanol. It was also determined that the
addition of these solvents the enzymes can perform the esterification of the
degradation products (6-hydroxyhexanoic acid (6HHA) and its oligomers).
This is a first-time example of not only Geobacillus lipolytic enzyme
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application in polyester degradation, but also shows the novel capability of
utilising these enzymes for generating value added products using polyester
waste. Based on the results obtained and data from literature, these enzymes
are one of the most efficient known biocatalysts for PCL degradation.

In addition, by applying site-specific mutagenesis as well as directed
evolution methods, further analysis of the 55 kDa carboxylesterase from
Geobacillus sp. 95 was performed, to further understand the genotype-
phenotype space of this enzyme. Based on earlier analysis, several amino
acids —suspected of being important for catalysis, were modified and four new
mutant variants were generated: Gly108Arg, Ala410Arg, Leu226Arg and
Leud411Ala. Based on the obtained activity results Gly108 and Ala410 are
amino acids important for enzyme function, while Leud411lAla mutant
possessed improved activity and catalytic characteristics. While Geobacillus
sp. carboxylesterases are analysed in literature, most research is directed into
30-35 kDa sized enzymes, while only several works analyse the larger 55 kDa
Geobacillus carboxylesterases: two of the most in depth analysis of these
enzymes are already more than 15 years old. This work furthers our
understanding of these less known enzymes, provides better understanding of
their structure-function relationships, and is a starting point of their genotype-
phenotype space analysis.

Using error-prone PCR, 3 new GDEst-95 variants were generated: GDEst-
RM1, GDEst-RM2, GDEst-RM3. All three variants showed improved activity
and catalytic properties. Interestingly, two variants: GDEst-RM1 (Arg75GIn)
and GDEst-RM2 (Gly20Ser and Arg75GIn) possessed not only a common
mutation, but both amino acid substitutions occurred at distal sites on the
protein surface. The results obtained allow us to claim, that amino acid
substitutions at the protein surface can lead to improved biocatalysts.
Comparing GDEst-95 and GDEst-RM2 by ligand-protein interaction analysis,
shows that the mutations influenced substrate binding and different
interactions are observed between the substrate and protein, as well as the
different amino acids in the active site. These results provide a basis for further
GDEst-95, as well as other 55 kDa carboxylesterase research.

This work provides new theoretical observations about relatively unstudied
carboxylesterases, emphasises the importance of surface amino acids for
enzyme activity, and shows the potential application of Geobacillus lipolytic
enzymes in polyester plastic utilisation by circular economic principles.
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Statements to be defended:

1. Glyl08, Ala410, Leu226, Leu41l are important amino acids for
the activity of GDEst-95 carboxylesterase; modifications at these
sites can significantly influence enzyme activity.

2. Modifications of amino acids, located at distal distance from the
enzyme active centre can lead to improvements in the catalytic
properties of GDEst-95 carboxylesterase.

3. Modified Geobacillus lipolytic enzymes GD-95RM and GDEst-
lip are competitive polyesterases, that can efficiently degrade
polycaprolactone.

4. GD-95RM and GDEst-lip can efficiently perform hydrolysis of
polycaprolactone and synthesis of methyl- and ethyl- esters of the
resulting degradation products.

MATERIALS AND METHODS

Acetonitrile, formic acid, p-Nitrophenol, p-nitrophenyl (p-NP) acetate, p-
NP butyrate, p-NP hexanoate, p-NP octanoate, p-NP dodecanoate, p-NP
myristate, p-NP palmitate and p-NP stearate, polycaprolactone (average
molecular weight (Mn) 45.000), polycaprolactone (Mn 80.000) and vinyl
laurate were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Company, Switzerland.

Agarose, PageBlue™ Protein Staining Solution, PageRuler™ Unstained
Broad Range Protein Ladder, Pierce™ Prestained Protein MW Marker,
Pierce™ Unstained Protein MW Marker, SnakeSkin dialysis tubing (3500
MWCOQ), and tributyrin were purchased from Thermo Scientific™, US.

DreamTag DNA polymerase, CloneJET PCR Cloning Kit, GeneJET Gel
Extraction Kit, GeneJET PCR Purification Kit, GeneJET Plasmid Miniprep
Kit, GeneRuler™ 1 kb DNA ladder, InsTAclone PCR Cloning Kit, Restriction
endonucleases FastDigest Ndel and FastDigest Sall, and other reagents
required for gene cloning experiments were purchased from Thermo Fisher
scientific, Lithuania.

Bis-acrylamide was purchased from  AppliChem, Germany.
Tetramethylethylenediamine (TEMED) was purchased from Bio-Rad, USA.

Decanol was purchased from Alfa Aesar by Thermo Fisher Scientific,
Germany. LACTOPRIMA LAC MPP85 (milk permeate powder MPP85),
which was used as an inducer, was obtained from BaltMilk (Company “Pienas
LT”, Kaunas, Lithuania).
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6-hydroxyhexanoic acid was purchased from BLD Pharmatech Ltd.,
China.

Agar-Agar, ampicillin sodium salt, Butanol (99%), dimethyl sulfoxide
(DMSO0), ethanol (99%), ethidium bromide, glycine, HCI (37%), imidazole,
isopropanol (99%), methanol (99%), NaCl, peptone, ROTI®Garose-His/Ni
Beads, Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane), yeast extract and all other
reagents and chemicals used in this study were purchased from Carl Roth
Gmbh& Co. Kg, Germany unless otherwise specified.

All chemical reagents used in this study were of analytical grade.

Bacterial strains, cultivation conditions and plasmids

Bacterial strains used in this work:

Escherichia coli DHSa: ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endA1 hsdR17 phoA supE44 gyrA96 A-thi-1 relAl (Thermo Fisher Scientific,
JAV);

E. coli BL21 (DE3): hsdD gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lacUV-T7 gene 1
(Thermo Fisher Scientific, JAV).

Cultivation conditions:

All microorganisms used in this work were cultivated in Lysogeny broth
(LB) (Bertani, 1951). The medium was composed of 1% peptone; 0.5% yeast
extract; 0.5% NaCl. For making solid media agar is added to a final
concentration of 1.5%. Media was sterilised by autoclavation: 121 °C, 1 atm,
20 min. After autoclaving media is supplemented by ampicillin (final
concentration 100 pg/mL) and poured into sterile Petri dishes. For
recombinant bacteria screening solid media was supplemented with tributyrin
or vinyl laurate (final concentration of either was 1% (v/v)).

Plasmids used in this work:

pET-21c(+) plasmids with inserted genes encoding either GD95-RM lipase
(Druteika et al., 2020), esterase GDEst-95 (GeneBank number: KX013768.1)
or the fused GDEst-lip lipolytic enzyme GDEst-lip (Gudiukaite et al., 2017)
were created in previous works.
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Vectors used in this work:

For cloning PCR products directly pJET1.2/blunt (part of the CloneJET
PCR cloning Kit) and pTZ57R/T (from InsTAclone PCR cloning kit) were
used.

Genes coding proteins of interest were ligated into the pET-21c(+) vector
(Novagen).

DNA manipulation

GeneJET Plasmid Miniprep Kit was used for plasmid DNA extraction.
GeneJET Gel Extraction Kit was used to recover DNA fragments from
agarose gels. Procedures were carried out according to the manufacturer
recommendations. For E. coli DH5a and E. coli BL21 (DE3) transformation,
electroporation was used. Electrocompetent E. coli DH5a and E. coli BL21
(DE3) cells were prepared using the protocol by Sambrook and Russel
(Sambrook and Russel, 2001).

Modifcation of Geobacillus sp. 95 esterase by site-directed
mutagenesis

Site-directed mutagenesis was performed by using the overlap extension
strategy (Ho et al., 1989). pET-21c(+) vector with inserted native GDESst-95
gene was used as the template. Mutations were introduced in two steps: during
the first step fragments overlapping over the mutation site, and possessing the
changed nucleotides are generated. During the second step fragments are used
as the matrix for amplification and a full-length gene is synthesised, using
unmodified primers that are used for standard gene amplification. Site-
directed mutagenesis reaction mix was composed of 0.5 uM of forward and
reverse primer; 1x Phusion High-Fidelity PCR Master Mix; 1 pg plasmid
DNA; d.H,O to the desired volume. Reaction conditions: 1) primary
denaturation — 98 °C, 30 s; 2) secondary denaturation — 98 °C, 10 s; 3) primer
annealing — 65-70 °C (depending on primer), 30 s; 4) extension — 72 °C, 40 s;
5) final extension — 72 °C, 10 min. Steps 2—-4 were repeated 35 times. A PCR
mixture without template DNA was used as a negative control. All PCR
products were analysed in agarose (0.8%) gel DNA electrophoresis (running
conditions: 6 V/cm, 1x TAE buffer (40 mM Tris; 20 mM acetic acid; 1 mM
EDTA)). For visualization 0.5 pg/mL of ethidium bromide was added to the
gel. After the first PCR the desired PCR products were excised and purified
from gel using GeneJET Gel Extraction Kit according to the manufacturer
recommendations. The purified products were used for the second round of
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PCR, the reaction conditions were not altered, save for the annealing
temperature which was changed to 62 °C.

Modification of Geobacillus sp. 95 esterase by random
mutagenesis

Error-prone PCR was performed using DreamTag DNA polymerase and
an increased MgCl, concentration. The reaction mix contained: 1x
DreamTaq™ buffer; 1.25 U DreamTaq polymerase; 4 uM MgClz; dNTP mix
(0.2 mM of each nucleotide), 1 pg of template DNA. Reaction conditions: 1)
Primary denaturation — 95 °C, 2 min; 2) Secondary denaturation 95 °C, 30 s;
3) primer annealing 63 °C — 30 s; 4) extension — 72 °C, 3 min; 5) final
extension 72 °C, 7 min. Steps 2-4 were cycled 35 times. PCR products were
analysed using agarose gel electrophoresis as described previously. After
DNA electrophoresis, the desired PCR products were purified from gel as
described previously.

Cloning of new GDEst-95 variants

After site-directed mutagenesis resulting full length genes were ligated into
pJET1.2/blunt cloning vector according manufacturers recommendations. The
reaction mixture contained: 1x Reaction buffer, pJET1.2/blunt vector and
PCR product in a molar ratio of 1:4, 1 U T4 DNA ligase, d.H2O to final
volume.

PCR products resulting from random mutagenesis were ligated into
pTZ57R/T vector by using the TA cloning system. The reaction mix
contained: 1x T4 DNA ligase buffer, pTZ57R/T vector, and PCR product in
amolar ratio of 1:4, 1 U T4 DNA ligase and d.HO to final volume of 20 pL.
In both cases ligation was performed at 4 °C, overnight. Afterwards ligase was
inactivated by incubating the mixture at 70 °C for 5 min.

Ligation mixtures were transformed into E. coli DHSo cells by
electroporation: 4 pL of ligation mixture was added to 40 pL of prepared
electrocompetent cells and transferred to electroporation cuvettes. The cells
were subjected to an electric field (1500-1700 V, 5 ms) and immediately 460
pL of SOC medium was added (2% peptone; 0.5% yeast extract; 0.05% NaCl;
25 mM KCI; 10 mM MgCl;; 10 mM MgSOs; 20 mM glucose). The
suspension was collected, incubated for 1 hour at 37 °C, and then plated of
solid LB media supplemented with ampicillin (100 pg/mL) and an appropriate
substrate: 1.5% (v/v) tributyrin or vinyl laurate. Gene insertion was confirmed
by formation of tributyrin or vinyl laurate hydrolysis zones around the
respective colonies, and additionally by colony PCR. Colony PCR was
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performed as described previously, using DreamTag polymerase, however no
additional MgCl, was added and instead of DNA, biomass of 1 colony was
added to the PCR mixture, and a longer initial denaturation time (5 min) was
used.

Selected transformant colonies were inoculated into 5 mL of LB medium
with ampicillin (100 pg/mL), grown overnight, and plasmids were extracted
using GeneJET plasmid miniprep Kkit, according to the manufacturers
recommendations. Inserted genes were sequenced (Azenta Life Sciences,
Germany).

Afterwards, restriction of genes of interest was performed using FastDigest
(FD) Ndel and Sall restriction endonucleases. The reaction mixture contained:
1 pg plasmid DNA, 1U FD Ndel, 1U FD Sall, 1x FastDigest Green buffer,
d.H,0 to desired volume. A pET-21c(+) vector was identically digested. After
restriction, genes of interest were purified from agarose gel (as described) and
ligated into the digested pET-21c(+) expression vector. Ligation mixture was
composed of: 1.25 U T4 DNA ligase, DNA insert-vector in a ratio of 5:1, 1x
T4 DNA ligase buffer, d.H.O to final volume. Ligation mixtures were
incubated at 4 °C overnight and transformed to E. coli BL21 (DE3) cells as
described previously. Positive transformants were screened by
tributyrin/vinyl-laurate hydrolysis on LB plates with ampicillin, or by colony
PCR as described previously. Transformants grown on LB plates
supplemented with vinyl laurate were selected based on the size and the time
taken for clear hydrolysis zone development. E. coli BL21 (DE3) cells
expressing unmodified GDEst-95 were used as a baseline for comparison.

Protein expression and purification

E. coli BL21 (DE3) cells harbouring plasmids with desired modified
GDEst-95, GD-95RM or GDEst-lip genes, were grown overnight in 5 mL
liquid LB medium with ampicillin (100 pg/mL). Afterwards they were
inoculated into two culture flasks with 150 mL fresh LB medium with
ampicillin (100 pg/mL) (starting ODeoo = 0.02-0.04). Cells were grown
(37 °C, 180 rpm), and optical density measured, until it reached 0.4.
Afterwards milk permeate was added to a final concentration of 4 mM
(Greicius et al., 2023) into one of the cultures (the other culture was used as
uninoculated control). Samples from both growth cultures were taken at the
moment of induction, and after 1-, 2- and 4-h postinduction. Then, the cells
were centrifuged (12,000 x g, 2 min), supernatant discarded and 100 pL of
SDS-PAGE loading buffer (50 mM Tris-HCI buffer (pH 6.8), 2% sodium
dodecyl sulphate, 10% glycerol, and 0.02% bromophenol blue) was added.
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Collected samples were analysed by 12% SDS-PAGE using Laemmli’s
discontinuous Tris-Glycine buffer system (Laemmli, 1970) to determine
optimal induction time. Resolving gel composition was: 12% acrylamide
(mixture of acrylamide with bis-acrylamide in a ration 29:1), 0.38 M Tris-HCI
pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.04% TEMED. Concentrating gel
composition was identical, except 5% acrylamide mixture, and 0.13 M Tris-
HCI pH 6.8 was used. SDS-PAGE was carried out using the Mini-PROTEAN
system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pierce™ Unstained Protein MW
Marker was used as a molecular weight marker. Gels were stained using
PageBlue™ Protein Staining Solution, according to the manufacturer’s
recommendations.

For protein purification, immobilised metal affinity chromatography
(IMAC) with ROTI®Garose-His/Ni Beads was used. After protein synthesis
induction, E. coli BL21 (DE3) cells were harvested by centrifugation at
8000 x g for 10 min, then resuspended in 1.5 mL Tris-HCI buffer (50 mM,
pH 8) and 0.02 g of lysozyme was added. The suspension was sonicated on
ice using ultrasound sonicator VC 750S (Sonics and Materials, US) for 10 min
(amplitude 38%, 10 s sonication, 20 s cooling). Cell debris were removed by
centrifugation (12,000 x g, 10 min), and the supernatant was transferred to the
column (previously equilibrated with Tris-HCI, 50 mM, pH 8). Unspecifically
bound proteins were washed away using Wash Buffer (Tris-HCI 50 mM, pH 8
with 50 mM imidazole) and target protein was eluted using elution buffer
(Tris-HCI 50 mM, pH 8 with 250 mM imidazole). Samples were analysed
using SDS-PAGE as previously described. After SDS-PAGE analysis,
fractions with highest observed protein content and purity were mixed and
placed in a dialysis membrane (SnakeSkin dialysis tubing 3500 MWCO). The
membrane with target enzymes was submerged in a buffer solution (Tris-HCI,
50 mM, pH 8; 1:100 sample to buffer ratio). Desalting was performed for 24 h,
changing the buffer solution after 12 h. Afterwards the sample was collected,
and protein concentration was determined using spectrophotometric
measurements at 280 nm (molecular weight and molar extinction coefficient
were calculated based on the known GDEst-95 amino acid sequence).

Enzyme assays and characterisation

For determining enzyme activity p-NP dodecanoate was used (Gudiukaite
etal., 2014). For a reaction 890 pL buffer (Glycine-NaOH, 50 mM, pH 9) was
mixed with 100 pL of the p-NP dodecanoate (2.5 mM, dissolved in DMSO)
and incubated at 55 °C for 10 min. Afterwards 10 pL of purified enzyme
solution was added and the reaction was incubated for 5 min. Reaction mixture
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without enzyme added was used as a blank. After incubation the absorbance
(A =420 nm) was measured. A calibration curve was used to determine the
released p-nitrophenol amount. One unit is defined as the amount of p-NP
(M) released in 1 min using 1 mg of enzyme.

The effect of different temperatures on enzyme activity was determined by
performing the described enzyme assay at different temperatures (30-90 °C).
For thermostability determination, 50 uL. of enzyme were incubated for 1 h at
30-90 °C and then the reaction was performed as described. For substrate
specificity determination different acyl-chain length p-NP esters were used:
p-NP acetate (C;), p-NP butyrate (Cs), p-NP dodecanoate (Ci2), p-NP
myristate (Ci4), p-NP palmitate (Cis), p-NP stearate (Cig). Due to
autohydrolysis at higher temperatures, hydrolysis of C, and C, substrates were
measured using phosphate buffer solution (K:HPOs;, 2.14 mM; KH;POs,
28.5 mM; pH 7).

To determine Vmax and Kn enzymatic assay using different concentrations
of p-NP-dodecanoate (1.25-50 mM) was performed. The results were plotted
on a linearized Lineweaver-Burk plot. Based on these values Kear and Kea/ K
were calculated. Activation energy was measured after performing reaction at
40; 50; 60; 70 °C and evaluating the p-NP amount after 0; 2; 4 min.
Calculations were performed based on the Arrhenius equation.

Bioinformatic analysis

Three-dimensional (3D) structures of all target esterases were generated
via ColabFold (https://github.com/sokrypton/ColabFold). Ligand structures
for docking were collected from the NCBI PubChem Compound database.
The docking experiments were performed using GNINA 1.0 (McNutt et al.,
2021). Target protein preparation for docking was conducted via
AutoDockTools (The Scripps Research institute,
https://ccsh.scripps.edu/projects/docking/ (Morris et al., 2009)). For more
accurate docking, the docking grid box of 20 x 20 x 20 with zero grid spacing
was positioned in the centre of the target protein active site. For the docking,
default settings of GNINA 1.0 were used except for increased exhaustiveness
from 16 to 32 (McNutt et al., 2021). All possible hydrogen bonds or
hydrophobic interactions between the enzymes and the substrates were
generated via LigPlot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/LigPlus/) (Laskowski ir Swindells, 2011). All 3D structures of
protein-ligand complexes were generated with the PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.5.0, (Schrédinger, LLC).
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PCL film hydrolysis using lipolytic enzymes

The PCL films used for the enzymatic degradation were prepared by
solvent casting method (Tang et al., 2004; Abdel-Motaal et al., 2014; Khan et
al., 2019). PCL pellets (Mnasooo and Mnggooo) Were dissolved in chloroform
(10% wi/v) by mixing. 2 mL of the solution were transferred to a glass Petri
dish (5 cm diameter) and left to dry overnight. The dry films were removed,
cut into smaller pieces (with a surface area of approximately 500 mm?) and
weighed (average weight and width of the cut films was found to be 0.044 £+
0.005 g and 0,1+0.01 mm respectively).

PCL films were transferred to 15 mL test tubes and 3 mL of enzyme
solution: Tris-HCI (50 mM, pH8) with different amounts (0.05/ 0.1/ 0.15 mg)
of enzyme (purified GD-95RM or GDEst-lip) was added. A sample with no
added enzyme is used as a control. Samples were incubated at different
temperatures (30 and 50 °C) with stirring (130 rpm). After 24 hours PCL films
were removed, washed with d.H,O, dried and weight difference (%) was
evaluated.

Influence of organic solvents on PCL film hydrolysis

The effect of organic solvents on PCL degradation was evaluated by
adding different organic solvents (methanol, ethanol, isopropanol, 2-butanal,
1-octanol and isoamyl alcohol (final concentration of 25% or 50% (v/v)) to
the enzyme mixture. Enzyme amount used was 0.05 mg. Degradation was
performed at 30 °C, with shaking (130 rpm), for 24 h. After incubation, the
films were removed, washed with deionized water, dried, and weighted. Two
types of control reactions were performed in this study:1) reaction without
organic solvent and 2) reaction without enzyme. Degradation efficiency was
evaluated using standardized PCL degradation units (SPD). SPD is defined as
the amount of PCL, degraded in a 24-hour period, at 30 °C, using 1 mg of
enzyme.

Degradation dynamics were also analysed at 1-, 2-, 4-, and 8-hour
intervals. Hydrolysis was carried out under optimized conditions using 0.5 mg
of enzyme. This was done both by affecting PCL films only with target
enzyme and in combination organic solvent and enzyme (50% methanol and
GDEst-lip; 25% ethanol and GD-95RM).
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Analysis of PCL degradation and esterification products using
HPLC-MS

HPLC-MS analysis was performed by senior scientist dr. Jonita
Biochemistry, Department of Molecular Microbiology and Biotechnology.

Soluble fractions from previously described PCLasgo and PCLsoooo
degradation experiments were analysed. The samples were mixed with an
equal volume of acetonitrile and centrifuged for 10 min at 8000 x g. The
samples were analysed using an HPLC-MS system equipped with a
photodiode array detector and mass spectrometer (LCMS-2020) with an
electrospray ionization (ESI) source. The chromatographic separation was
conducted using a YMC Pack Pro C18 column (3 x 150 mm) at 40 °C and a
mobile phase that consisted of 0.1% formic acid water solution (solvent A)
and acetonitrile (solvent B) delivered in the 5-95% gradient elution mode.
Mass scans were measured from m/z 50 up to m/z 800 at a 350 °C interface
temperature, 250 °C desolvation line (DL) temperature, +4.500 V interface
voltage, and neutral DL/Qarray, using N2 as nebulizing and drying gas. Mass
spectrometry data were acquired in both positive and negative ionization
modes. The data were analysed using LabSolutions liquid chromatography-
mass spectrometry (LCMS) software. 6HHA was identified based on the
commercially available standard. Masses of ethyl-6-hydroxyhexanoate (CID
357781) and methyl-6-hydroxyhexanoate (CID 3083855) were identified by
PubChem database.

Scanning electron microscopy (SEM) analysis

SEM analysis was performed by Andrius PakalniSkis at Vilnius University,
Institute of Chemistry and Geosciences, Institute of Chemistry.

The surface morphology of the polymer films was analysed using a field
emission scanning electron microscope SU-70. Samples were measured using
an accelerating voltage of 5 kV, under a high vacuum and different
magnifications (100 and 5000x). Prior to analysis, all samples were coated
with a 5 nm thick layer of Au, using a Q150T ES sputter.

Statistical analysis

All guantitative experiments were performed in triplicate, and the average
values were derived. Data was analysed using GraphPad Prism 9.0 for
Windows operating system, GraphPadSoftware, Boston, Massachusetts,
USA (https://www.graphpad.com/). Statistical significance was evaluated
using T-test (https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm).
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RESULTS

Cloning and sequence analysis of esterase GDEst-95 mutants

In this work two strategies for generating GDEst-95 mutants were used:
site-directed mutagenesis (to evaluate previously analysed candidate amino
acids) and random mutagenesis to screen for possible, unpredicted improved
variants. First, to generate site specific mutants of GDEst-95 esterase overlap-
extension PCR was used. Amino acids for mutagenesis were chosen based on
earlier analysis of 55 kDa carboxylesterases produced by Geobacillus bacteria
(Gudiukaite et al., 2017; Liu et al., 2007). Three of the four amino acids
(Gly108, Ala410 and Leu411) were chosen based on their proximity to the
active site residues of GDEst-95 (Serl94, His409, Glu310). The other
candidate amino acid, Leu226, is located near the edge of the grove that forms
and where the catalytic residues are located. The first PCR round provided
gene fragments that overlap over the mutation site (Fig. 1A and B). PCR
products of different lengths, that corresponded to their theoretical size, were
successfully amplified. The second PCR provided full length genes with
mutations at the target sites (Fig. 1C). Sequence analysis confirmed the
desired amino acid substitutions at the target sites.

AML2 34 p 1 234K
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Fig. 1 First (A, B) and second (C) round of overlap extension PCR for generating site-
directed GDEst-95 mutants. A) Amplification of Gly108Arg fragments (lanes 1-2), Ala410Arg
fragments (lanes 3-4), B) amplification of Leu226Arg fragments (lanes 1-2), Leu411Ala (lanes
3-4), K — control PCR sample without DNA template; C) Full length gene of Gly108Arg (line
1), Ala410Arg (line 2), Leu226Arg (line 3), Leud11Ala (line 4); M — GeneRuler™ 1 kb DNA
ladder. Genes of interest are marked in white.
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In this work random mutagenesis was performed by using error-prone
PCR, using a Taq type polymerase, while also increasing the Mg?*
concentration. All products corresponded to the size of the parental gene
(=1500 bp) (Fig. 2).

M 1 2 3 4 5

Fig. 2 PCR products obtained after error-prone PCR. Gene of interest is highlighted in
white. M — GeneRuler™ 1 kb DNA ladder.

Genes obtained after error-prone PCR genes were ligated into pTZ57R/T
cloning vector, transformed into E. coli DH5a cells and screen on solid media
containing vinyl-laurate (1%). Vinyl laurate is a medium-acyl chain length
water-insoluble vinyl ester and should be more difficult to hydrolyse by
esterases. Thus, it is a suitable substrate to easily screen for more active
esterase variants or new enzyme variants with broader substrate specificity.
Hydrolysis of vinyl-laurate is also unlikely in deleterious mutants and can thus
help avoid false positive selection. It was observed that while hydrolysis zones
can be observed when the parental enzyme GDEst-95 is expressed, the zones
themselves are usually smaller (1-2 mm). Contrarily, three transformants
(named GDEst-RM1, GDEst-RM2 and GDEst-RM3) showed clear, larger
(2-3 mm) halos around colonies after overnight growth. Plasmids extracted
from these colonies were purified and genes of interest sequenced. Sequence
analysis showed only several point mutations: Arg75GIn substitution in
GDEst-RML1 esterase; two, Gly20Ser and Arg75GIn, substitutions in GDESst-
RM2 esterase; two, Ser210Gly and Tyr317Ala, substitution in GDEst-RM3.
As these enzymes showed higher activity on vinyl-laurate they were selected
for further analysis.

Expression analysis and purification of GDEst-95 mutants

For protein synthesis, milk permeate was used as an inducer. Milk
permeate is a by-product formed during milk ultrafiltration, composed of
>82% lactose. It serves as a novel, effective and cheap alternative, to other
more commonly used inducers (like IPTG or lactose), and its use for
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heterologous enzyme synthesis has already been shown (Greicius et al., 2023).
Protein expression was successful, and the highest protein production was
observed after 4 h post induction, for all analysed enzymes. As an example,
analysis of GDEst-RM1 and GDEst-RM2 esterases is presented (Fig. 3A
and C).

GDEst-RM1
A M 1- 1+ 2- 2+ 4- 4+ B M _FLW1W2W3E1E2 E3 E4 E5

116.0 kDa

66.2 kDa 116.0 kDa
66.2 kDa

45.0 kDa

35.0 kDa

45.0 kDa

25.0 kDa

35.0 kDa

GDEst-RM2

C M 1- 1+ 2- 2+ 4 4+ D M FLwW1w2W3 E1 E2 E3 E4 E5
116.0 kDa

66.2 kDa 116.0 kDa

45.0 kDa WE5ibh

p— - - -

Fig.3 Protein expression (A, C) and purification (B, D) analysis of GDEst-RM1 and GDEst-
RM2 enzymes. M — Pierce™ Unstained Protein MW Marker. A and C: numbers (1-4) indicate
the time in hours after the start of induction; + — milk permeate was added; - — control samples,
where milk permeate was not added. GDEstRM1 and GDEst-RM2 esterases were purified
using IMAC. C and D: FL — unbound protein flow through, W1-3 — wash fractions, E1-E5 —
elution fractions.

35.0 kDa

25.0 kDa

Next, the target new esterases were successfully purified using IMAC (Fig.
3B and D). The highest amount of target protein was observed in elution
fractions 2, 3 and 4. Protein expression and purification results of site-specific
GDEst-95 mutants were equivalent.

Characterisation of Gly108Arg, Ala410Arg, Leu226Arg, and
Leud11Ala mutants

Previous analysis of GDEst-95 biochemical characteristics (Gudiukaite et
al., 2017) revealed that it is a thermoactive and thermostable enzyme. Specific
activity was determined to be 100 U/mg. Optimal temperature of GDEst-95
was determined to be 60 °C, and it retained >50% of its activity after 30 min
incubation at 30-70 °C temperature range. The enzyme displayed highest
preference for short chain acyl-esters, specifically p-NP butyrate. After
directed mutagenesis experiments, Gly108Arg, Ala410Arg and Leu226Arg
mutants displayed reduced specific activity (Table 1).
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Table 1. Kinetic properties of GDEst-95 esterase and its mutants. For kinetic analysis, a
temperature of 55 °C and p-NP dodecanoate as substrate were used. Improved variants are

bolded. GDEst-95 was anal

sed in a previous work (Gudiukaite et al., 2017).

Specific V. K Keat Catalytic | Activation
Enzyme activity max " | efficiency | energy Ea
(U/mg) | (emel/min/mg) | (MM) | (min®) | vy (kd/mol)
Mutant variants creating using site-specific mutagenesis
GDEst-95
Gly108Arg | 286000 - ] - ] )
GDEst-95 s 5
Ala410Arg 10.95+1.15 2.96 2.23 | 1.15x10 5.18x10 85.42
GDES-95 | 14 2341406  11.86 6.00 | 2.00x105 | 3.49x10° | 34.86
Leu226Arg
GDEst-95 . 5
Leud11Ala 200.00+0,00 11.07 462 | 2.24x10 4.86x10 11.40
Mutant variants create using error-prone PCR
GDEst-RM1(313.00+35.78 16.08 2.59 | 8.84x105 | 3.41x10° 44.13
GDESst-RM2(363.70+43.88 24.57 2.27 | 1.35x10% | 5.95x10° 45.11
GDEst-RM3|160.71+7.28 31.52 9.28 | 4.38x10* | 4.72x10° 12.10
Unmodified GDEst-95
GDEst-95 |100.00+0.00 5.88 5.88 | 3.27x10% | 5.60x10* 50.30

Gly108Arg retained only 2.86% activity, Ala410 — 10.95%, and
Leu226Arg — 44.23%. However, Leu411Ala mutant displayed increased
activity by approximately two-fold, respectively. Due to low activity
Gly108Arg was excluded from further experiments.

Both arginine mutations had a negative effect on kinetic parameters of
GDEst-95 esterase. The data analysis revealed that Ala410Arg mutant
possessed twofold reduced Vmax, however, Ky, was reduced by approximately
2.64 times (Table 1). It is possible that lower concentrations of substrate are
enough to reach 1/2 of Vmax for this mutant. It was also observed that K¢ was
reduced by >284-fold and catalytic efficiency by 108-fold for Ala410Arg
mutant. It suggests that Ala410 amino acid is very important for GDEst-95
esterase functionality. It was also detected that after Ala changes to Arg,
activation energy was increased by 35.12 kJ/mol.

Contrarily, Leu226Arg mutant demonstrated twofold increased Vmay,
however changes of K were negligible. However, K¢ was reduced by 1.54
times, catalytic efficiency was reduced by 16-fold. Activation energy for
Leu226Arg was reduced by 15.44 kJ/mol.

After Leu411 substitution to Ala, an increase in activity was observed. Vmax
increased by almost twofold, and Ky was reduced by 1.28 times. Ke and
catalytic efficiency were reduced by 14.6 times and 11.52 times respectively.
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Based on thermoactivity analysis (Fig. 4A), mutated GDEst-95 variants
displayed reduced relative activity at lower temperatures (30-45 °C). The
optimal temperature activity increased for mutant Leu226Arg (65 °C). At
higher temperatures (75-85 °C) relative activity was higher for Ala410Arg,
and Leu226Arg mutants than the parental GDEst-95. The analysis also
suggested that, despite having the highest specific activity of Leu4llAla
mutant, it had lower relative activity than GDEst-95 at almost all tested
temperatures (Fig. 4A).
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Fig. 4. Thermoactivity (A) and thermostability (B) analysis of site-directed GDEst-95

mutants. * — shows p < 0.05 when target mutant is compared to GDEst-95 esterase. GDEst-95
was analysed in a previous work (Gudiukaite et al., 2017).

Temperature stability was improved of both arginine mutations,
Ala410Arg and Leu226Arg (Fig. 4B). Higher than 85% activity was retained
after incubating at 60 °C. Leud411Ala mutants displayed less temperature
stability at lower temperatures (30-50 °C) but retained >50% activity at 60 °C.
Leu226Arg, Leud11Ala mutants displayed >20% remaining activity at 70 °C
temperature, however after 1 h incubation at 80 °C all enzymes lost >80%
enzymatic activity.

Mutations did not have a significant effect on substrate specificity (Fig. 5),
however, Leu266Arg variant displayed an increased preference to p-NP
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acetate (C2), while all other variants showed reduced preference to this

substrate.
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Fig. 5 Substrate specificity analysis of site-directed GDEst-95 mutants. * — shows p < 0.05
when target mutant compared to GDEst-95 esterase. GDEst-95 was analysed in a previous work
(Gudiukaite et al., 2017).

Ala410Arg and Leud4llAla variants also showed higher preference for
p-NP dodecanoate (Fig. 5).

Characterisation of GDEst-RM1, GDEst-RM2 and GDEst-RM3
esterases

All variants that were obtained after random mutagenesis of GDEst-95
esterase displayed improved catalytic properties. Compared to GDEst95,
specific activity of GDEst-RM1 and GDEst-RM2 enzymes was increased
more than threefold: 312 U/mg and 363 U/mg, while GDEst-RM3 showed
improved specific activity of about 1,6 times (Table 1).

Both GDEst-RM1 and GDEst-RM2 mutants had improved Vpmax and Ky
values (Table 1). Vmax of GDEst-RM1 esterase increased about 2.7 times,
while Ky, was reduced by approximately 2.3 times. K value was increased
2.7 times, while activation energy was reduced by about 6.17 KJ/ mol. GDEst-
RM2 esterase displayed an increased Vmax more than fourfold, while K, was
reduced (similarly to GDEst-RM1) about 2.5 times. Catalytic efficiency
increased by more than tenfold, while activation energy was reduced by
approximately 5.19 kJ/mol. Increases in Vmax and decreased Kn are both
important for enzyme activity, as catalysis rate and substrate affinity are
increased in conjunction, thus allowing for faster reaction rates. This leads to
increased catalytic constant (Kca) and catalytic efficiency (Kca/Km). It should
be noted that both enzymes possessed one common mutation (Arg75GIn)
mutations (Gly20Ser and Arg75GIn) are distal mutations located on the
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protein surface, so it is more likely they provide an indirect effect on enzyme
activity.

GDEst-RM1 and GDEst-RM2 enzymes also displayed higher optimal
temperature (Fig. 6 A). GDEst-RM1 had 100% relative activity at 75 °C, while
GDEst-RM2 optimal activity was 70 °C (compared to GDEst-95 optimal
temperature activity of 60 °C). Thermostability analysis (Fig. 6 B) showed
that GDEst-RM1 had similar thermostability to GDEst-95 at lower
temperature ranges (30-50 °C) and retained higher lipolytic activity after
incubation at 60-70 °C temperatures. GDEst-RM2 showed reduced
thermostability than either of the tested enzymes at the lower temperature
range (30-50 °C) maintaining approximately 50% specific activity. However,
this relative activity was maintained up to 70 °C. All enzymes showed <10%
relative activity at 80 °C (Fig. 6B).

11093k *k * dk ok kKKK
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Fig 6. Thermoactivity (A) and thermostability (B) analysis of random GDEst-95 mutants.
* — shows p < 0.05 when target mutant is compared to GDEst-95 esterase. GDEst-95 was
analysed in a previous work (Gudiukaite et al., 2017).

GDEst-RM3 mutant showed the highest Vmax increase by more than
fivefold, however Ky was increased by 1.58 times. Obtained results also
proposed that GDEst-RM3 mutant displayed 7.47 times lower K, and
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catalytic efficiency was reduced by almost twelvefold. Activation energy was
reduced by 38.2 kJ/mol. This mutant also displayed the higher optimal
temperature — 75 °C, and maintained higher temperature stability at 60 °C.
Ser210Gly/Tyr317Ala variant was the only mutant that displayed activity at
90 °C.

Substrate specificity analysis showed that all three new carboxylesterases
showed preference to short acyl-chain esters (Fig. 7).

110- Xk Xk b S
100 - T m 3 GDEst-95
< 904 g B GDEst-RM1
g 801[7] E B3 GDEst-RM2
S 70| g mm GDEst-RM3
3 604| E
| E
e . i
£ 40 i i
s 01| g g
X 204 | g
10 i i
0 | | | = |-|.L| = r
i & o N 8 &
) @ A A
& > al el >
(5 ) © o8 & &
§ Qv QO (6‘0 QO\ Qé\'
Q Qe bob eQ N Q#
03 < Q

Fig 7. Substrate specificity analysis of random GDEst-95 mutants. * — shows p < 0.05 when
target mutant compared to GDEst-95 esterase. GDEst-95 was analysed in a previous work
(Gudiukaite et al., 2017).

The obtained results of substrate specificity coincide with substrate
specificity of GDEst-95, as well as with most esterases. GDEst-RM1 and
GDEst-RM2 had the highest affinity for short-chain acyl esters, however these
variants did show increased hydrolysis of p-NP dodecanoate. The data
analysis proposed that longer than 12 carbon atoms acyl-chain ester hydrolysis
was not significantly affected (Fig. 7). GDEst-RM3 showed a lower
preference for p-NP acetate than GDEst-RM1 and GDEst-RM2 esterases. The
results show that the random mutations (Gly20Ser; Arg75GIn; Ser210Gly;
Thr317Ala) can influence substrate specificity of GDEst-95 esterase.

Structural analysis of GDESst-95 mutants

The computational docking experiment correlated with the experimental
results, showing that the random mutated GDEst-95 esterases have higher
activity towards medium to long chain (C¢-C14) ester compounds (Table 2).
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Table 2. Predicted molecular docking binding free energy (kcal/mol) of GDEst-95 esterase
and its mutants for different p-NP esters. Variants with increased specific activity are bolded.

Enzyme/ GDEst- GDEst- | GDEst- | GDEst- | Ala410 | Leu226 | Leu4ll

Substrate 95 RM1 RM2 RM3 Arg Arg Ala
C2 -5.28 -4.85 -5.41 -5.38 -5.49 -5.33 -5.27
Cs -5.80 -6.16 -6.33 -5.79 -6.03 -5.89 -6.29
Cs -6.68 -7.04 -7.03 -6.81 -6.89 -5.96 -6.84
Cs -6.91 -7.71 -7.76 -7.34 -7.23 -6.28 -7.70
Cio -7.29 -7.83 -7.77 -7.65 -7.03 -6.56 -8.01
Cuw -8.12 -8.45 -8.89 -8.46 -6.98 -7.80 -7.53
Cus -7.94 -8.25 -8.37 -8.19 -6.61 -7.83 -6.69
Cis -7.35 -7.71 -7.84 -7.62 -6.47 -7.52 -6.13
Cis -5.22 -5.38 -5.95 -5.54 -4.81 -6.12 -3.97

From the docking results it can be observed that the GDEst-RM1 variant
with one random mutation (Arg75GIn) and double mutants GDEst-RM2
(Gly20Ser and Arg75GIn) and GDEst-RM3 (Ser210Gly and Thr317Ala)
should exhibit higher enzymatic activity towards all p-NP esters compared to
the parental GDEst-95 enzyme. Comparing GDEst-95, GDEst-RM1, GDEst-
RM2 and GDEst-RM3 docking results, free energy of all substrates was lower
for in all cases, except when docking p-NP acetate to GDEst-RM1 and p-NP
butyrate to GDEst-RM3. This hypothesis was proven with experimental
results — the enzymatic performance of the GDEst-RM variants was higher
than GDEst-95, and GDEst-RM2 esterase even showed a three-fold increase
lipolytic activity. The highest predicted binding affinity of the compared
enzymes was towards either p-NP decanoate (Cio) or p-NP dodecanoate (C12)
and it was decided to conduct further experimental analysis with the later
substrate.

The ColabFold generated 3D structure of GDEst-RM2 was chosen for
further analysis (Fig. 8). It is worth noting that all the 3D models were of high
accuracy — the per-residue confidence metric called pLDDT (1-100) was
above 94.0 and the predicted TM-score (0-1) was above 0.940 for all
generated esterase models. LigPlot+ analysis of GDEst-RM2 esterase
(Fig. 8B) showed two amino acids possibly forming hydrogen bonds with
p-NP dodecanoate: Alal09 and Tyr311. While Alal09 has been identified as
important in previous works, Tyr311 has not previously analysed and can be
an object for future research. Several changes in non-ligand residues involved
in hydrophobic contacts were also observed in LigPlot+ results (Fig. 8B and
C). GDEst-RM2 had two additional contacts, for a total of 16 amino acid
interactions (GDEst-95 had 14). Both variants also differed in residues that
had the interactions, in total there were 5 differences. GDEst-95 had unique
Gly113 and Gly107 interactions (Fig. 8B), while GDEst-RM2: Leu226,
Ala410, and Leu413 (Fig. 8C). Leu226 and Ala410 were analysed in this
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work, and their mutants had reduced lipolytic activity. This interaction also
suggested their importance in catalysis. Leu413 in a novel interaction, that to
our knowledge no previous authors have mentioned as an amino acid
important for catalysis.
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Fig. 8 3D structure of GDEst-RM2 esterase (A) and LigPlot+ analysis of GDEst-95 (B) and
GDEst-RM2 (C) esterases. Non-ligand residues involved in hydrophobic contacts that differ
are circled in blue (GDEst-95) and red (GDEst-RM2).

When analysing site-specific mutants, both docking and experimental
results showed increased binding energy, and reduced affinity (Table 2). One
exception is the Leu411Ala mutation, which showed increased specific
activity and possessed higher affinity towards short chain p-NP esters (Ca-
Cuo), but not towards longer chain p-NP esters (C>10). Leu411Ala docking
results also show reduced free energy for short to medium acyl chain length
substrates (Cs-Cio), but higher free energy for binding longer acyl chain
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substrates (>10). Docking analysis of Gly108Arg did not yield reliable results
and are not provided.

Determination of cost-attractive conditions for PCL film hydrolysis

Conditions for GDEst-95, GD-95RM and GDEst-lip synthesis and
purification were optimised in previous works (Druteika et al., 2020; Greicius
et al., 2023; Gudiukaite et al., 2017). Both GD-95RM and GDEst-lip are
modified proteins generated in previous works. GD-95RM (Druteika et al.,
2020) is a modified Geobacillus sp. GD-95 lipase, acquired after error-prone
PCR differing from the native enzyme by three amino acid substitutions
(Glul00Lys; Phel54Val; Vall74lle) and possessing higher activity. GDEst-
lip is a fused heterodimer of GDEst-95 esterase and GD-95 lipase through a
restriction endonuclease site (Gudiukaite et al., 2017). Both proteins showed
highesr activity than their native counterparts and were further analysed for
PCL degradation applications in this work.

Protein synthesis and purification were successfully carried out (Fig. 9),
however the results are only provided for GDEst-lip and GD-95RM, as
GDEst-95 did not show any activity against PCL films.
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Fig. 9 GDEst-lip (A) and GD-95RM (B) purification analysis using SDS-PAGE. M -
Pierce™ Unstained Protein MW molecular mass marker; E1 — E9 eliution fractions, proteins
of interest are highlighted in white.

Both proteins corresponded to their theoretical weight: GDEst-lip — 98 kDa
(Fig. 9A) and GD-95RM — 43 kDa (Fig. 9B). The purification fraction with
higest observed amount of target enzyme was collected, mixed and used for
further experiments.
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Firstly, different temperatures (30 °C and 50 °C), amounts of enzyme
(0.05/ 0.1/ 0.15 mg) were tested to determine the optimum degradation
conditions. Both tested enzymes displayed the capability to degrade PCL films
of different molecular weight (Table 3), while GDEst-95 did not show
significant PCL film biodegradation and was not analysed further.

Table 3. The capability of GD-95RM and GDEst-lip to perform degradation of PCL4so00
and PCLsoooo films.

Hydrolysis efficiency, %
Enzyme Temperature,
Enzyme o
amount, mg C

PCL 45000 PCLsoo0o
0.05 67.67+10.02 61.50+4.95
0.1 50 84.00+1.00 76.00+5.66
0.15 85.00+4.00 82.00£1.41
GD-95RM 0.05 30.00+8.46 39.4015.13
0.1 30 78.334£8.02 71.00£8.49
0.15 73.00£12.17 78.50+3.54
0.05 55.50+11.96 71.00£3.27
0.1 50 67.67+10.02 84.00+4.24
. 0.15 87.67x10.97 85.50+10.61
GDEstlip 0.05 2033t153 | 16.80%3.70
0.1 30 22.33£2.52 18.50+0.71
0.15 20.00£5.20 24.50+£5.57

Results showed that after 24 h at 50 °C, both enzymes hydrolysed >40%
of PCL films using 0.05 mg of the enzyme. At 30 °C, both GD-95RM and
GDEst-lip enzymes (0.05 mg) were able to hydrolyse 20-40% of PCL films
within 24 h (Table 3). The obtained data also indicated that 0.1 mg is a suitable
amount of enzyme to degrade PCL films efficiently, as the weight of PCL
films decreased by >70%, except for GDEst-lip capability to degrade PCL at
30 °C temperature. No significant differences between degradation using
0.1mg and 0.15 mg of enzymes were detected. Also, no significant
differences in enzyme hydrolysis efficiency were found between PCLs000 and
PCLsooo0.

The surface morphology changes of the PCLaso00 and PCLggooo films before
and after hydrolytic degradation were investigated using SEM. Before
degradation, PCL films had a relatively homogeneous surface which was not
affected after 24-hour incubation in buffer solution without the enzymes
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(Fig. 10). Before degradation PCL films displayed a smooth surface that was
not affected by incubation in buffer solution, at either tested temperature.

Mn=45000 Mn=80000

T=30°C

T= 50 °C

Fig. 10 Different PCL film (Mnasooo and Mnsoooo) SEM analysis. Control samples, where
PCL films were not effected by enzymes. 5000x magnification.

The analysis indicated the presence of surface irregularities and roughness
when only 0.05 mg of GDEst-lip was used, and the reaction was performed at
30 °C (Fig. 11). Using larger amounts of enzyme (0.15 mg) and higher
temperature (50 °C) causes irregularities to appear throughout the visualised
film and coincides with a 75% reduction the mass of the PCL film.

Mn=45000 Mn=80000

T= 30 °CE=
0.05 mg
GDEst-lip

T= 50 °C
0.15 mg
GDEst-lip

Fig. 11 SEM analysis of different PCL films (Mnasooo and Mnsoooo) effected by varying
concentrations of GDEst-lip at different temperature. 5000x magnification.
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SEM analysis of GD-95RM effect on PCL films showed a better
performance in PCLagoooo degradation resulting in increased hole formation.
The >70% degradation lead to a structure loss of PCL films (Fig. 12).

Mn=45000 Mn=80000

T=30°CH
0.05 mg
GD-95RM

Fig. 12 SEM analysis of different PCL films (Mnasooo and Mnsoooo) effected by varying
concentrations of GD-95RM. 5000 magnification.

Using higher enzyme concentration (0.1-0.15 mg) formation of crater-like
structures was observed on the surface of both PCLasgo0 and PCLgoooo (Fig. 13).
It appears likely that degradation occurs unevenly, and the size of the craters
increases, until gaps are formed. GDEst-lip showed less deformation of PCL
films than GD-95RM, likely due to the latter’s lower enzymatic activity

(~600 U/mg) compared to GD-95RM (~1400 U/mg).
Mn=80000

GD-95RM
T= 30 °C
0.15 mg fermento

GDEst-lip
T=30°C
0.15 mg fermento

5.3mm x100 SE(M)

(Mnsoooo) effected by 0.15 mg of GD-95RM

Fig. 13 SEM analysis of different PCL films
or GDEst-lip. 100x magnification.
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As degradation of PCLasgo and PCLsoooo films was achieved after
enzymatic treatment at all tested conditions, for further experiments, an
enzyme amount of 0.05 mg was chosen, and hydrolysis was carried out at
30 °C to reduce temperature costs and to have a more precise system to
investigate the effect of organic solvents.

Effect of organic solvents on PCL hydrolysis

It is known that various alcohols can have a beneficial effect on the
hydrolytic activity of lipolytic enzymes. Moreover, the addition of alcohols
can allow for an esterification reaction to occur which leads to the formation
of desirable esters. In this study, the effect of 25% and 50% (v/v) methanol,
ethanol, 2-propanol, 2-butanol, 1-octanol, and isoamyl alcohol on the ability
of GD-95RM and GDEst-lip enzymes to degrade PCL films was evaluated
(Fig. 14). No PCL hydrolysis was observed in the presence of 2-butanol; 1-

oktanol; or isoamyl alcohol.
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Fig. 14 Effect of short chain alcohols on PCL hydrolysis using GDEst-lip (A, B) and GD-
95RM (C, D). Mn — average PCL molecular mass; SPD — standardized PCL degradation units;
met — methanol; isp — 2-propanol; et — ethanol. Error bars display standard deviation. Statistical
significance was calculated using t-test. * —p <0.05; ** —p <0.01; *** — p <0.001; ns — results

are not statistically significant.
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To be able to evaluate and compare the results of PCL hydrolysis
standardized PCL degradation units (SPD) were used. The average SPD of
GDEst-lip was 145.5 mg and 134.0 mg for PCLaso0o (Fig. 14A) and PCLgoo00
(Fig. 14B), respectively. The results indicated that 25% methanol, ethanol, 2-
propanol, and 50% methanol statistically significantly increased the
degradation ability of GDEst-lip toward PCLasoo (Fig. 14A). Similar results
were obtained in PCLsoooo hydrolysis, with one exception — no statistically
significant results were observed when using 25% methanol (Fig. 14B). Using
50% methanol the SPD of GDEst-lip increased 3.0 and 3.5-fold, reaching
442.7 mg (PCLuaso00) and 472.0 mg (PCLsooco), respectively. The average SPD
of GD-95RM was 264.0 mg and 280.7 mg for PCLusooo and PCLsoooo,
respectively. A statistically significant increase of PCLaso00 hydrolysis using
GD-95RM was observed using 25% methanol or ethanol and 50% methanol
(Fig. 14C). The only statistically significant increase in PCLgoooo hydrolysis
was observed using 25% ethanol (Fig. 14D). After addition of 25% ethanol in
the reaction mixture, SPD increased 2.7 and 2.3-fold, reaching 706.0 mg
(PCLuasooo) and 646.0 mg (PCLsoooo), respectively. PCL film degradation was
inhibited when using 50% 2-propanol or ethanol in all tested reactions. PCL
films retrieved after degradation experiments were analysed using SEM
(Fig. 15). As very similar efficiency and mode of PCLasooo and PCLsgoooo
hydrolysis were obtained, the results are presented only for PCLsoo00

Control 0.05 mg enzyme

+25%
CH5CH,0H

+ 50 %
CH,0H

SUi05 SEOM

Fig. 15 SEM analysis of PCLasoooo films surface after the 24-h treatment with GDEst-lip and
GD-95RM in combination with selected alcohols.

SEM analysis indicated increased porosity, surface irregularities, and
roughness. The hydrolysis pattern and PCL film surface changes were very
similar when using either enzyme or alcohol. SEM analysis also demonstrated
that ethanol (25%) and methanol (50%) did not affect PCL film surface and
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the degradation of polyester polymers was achieved mainly by enzymatic
hydrolysis. The mass loss in control samples was also not observed.

Degradation dynamics of PCL films by GD-95RM and GDEst-lip
enzymes

Based on the obtained results, PCLaso00 and PCLgoooo degradation dynamics
were evaluated using 50% methanol in the reaction mixture for GDEst-lip
enzyme and 25% ethanol for GD-95RM lipase The amount of the target
enzyme was increased to 0.5 mg in order to reduce the time required for PCL
decomposition. The degradation dynamics were evaluated within the first 8 h
of treatment. The dynamics of PCL degradation catalysed by both enzymes
were also assessed without the addition of alcohols. Results suggested that
GDEst-lip (0.5 mg) can degrade about 40% (PCLs000) and 36% (PCLsgoooo) Of
a PCL film within 8 h (Fig. 16). The addition of 50% methanol causes an
approximately two-fold increase in PCL degradation rate and after 8-hour
incubation, 90% (PCLaso0o, Fig. 16A) and 70% (PCLsoooo, Fig. 16B) of the
films are hydrolysed. The visual changes of PCLsgoooo films during GDEst-lip-
catalysed hydrolysis is presented (Fig. 16C).
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Fig. 16 degradation of PCLaso0o0 (A) and PCLsoooo (B) films using GDEst-lip fused enzyme
and visual changes of PCLgoooo films after treatment (C). Mn — average PCL molecular mass.
Error bars display standard deviation. Statistical significance was calculated using t-test. * — p
<0.05; ** —p <0.01; *** - p <0.001.
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GD-95RM (0.5 mg) can degrade approximately 30% (PCLuso00, Fig. 17A)
and 50% (PCLsoooo, Fig. 17B) of a PCL film during an 8-hour period. The
addition of ethanol at a final concentration of 25% increased hydrolysis rate
almost three-fold (PCLu4sooo) and two-fold (PCLsooco), respectively (Fig. 17).
In both cases, the PCL film was completely degraded within 8 h. The visual
changes of PCLsgooo films during GD-95RM enzymatic hydrolysis are
presented (Fig. 17C).
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Fig. 17 Degradation of PCLasooo (A) and PCLsoooo (B) films using GD-95RM lipase and
visual changes of PCLsoooo films after treatment (C). Mn — average PCL molecular mass. Error
bars display standard deviation. Statistical significance was calculated using t-test. * — p < 0.05;
** _p<0.01; ***—p<0.001.

Based on these results it can be assumed that GDEst-lip and GD-95RM
enzyme hydrolysis occurs at a relatively constant rate. In samples that did not
contain organic solvents a linear mass reduction of PCL films is observed. The
dynamic of PCL hydrolysis does not seem to be related to the average
molecular weight of PCL. Addition of organic solvents significantly increases
PCL degradation and in 8 hours most of film is completely hydrolysed. GD-
95RM with the addition of organic solvents can hydrolyse >90% of PCL film
mass in 4 hours. During hydrolysis using organic solvents the reaction clearly
slows down during the course of the reaction, but this is to be expected, as the
amount of substrate in the sample also decreases.
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Identification of hydrolysis products and ester synthesis

In studying the hydrolysis of PCL films, it was decided to investigate the
products formed during enzymatic degradation. The PCL hydrolysis mixtures
were analysed by HPLC-MS. Based on PCL structure, the predicted products
of PCL hydrolysis were 6HHA (PubChem Identifier: CID 14490) and its
oligomers. After the HPLC-MS analysis, 6HHA (m/z = 133) and its oligomers
dimer (m/z = 247), trimer (m/z = 361), and tetramer (m/z = 475) were detected
for both enzymes and both types of PCL films (Fig. 18A). Using GD-95RM,
the highest intensity peaks were observed for 6HHA dimer and 6 HHA trimer,
suggesting that these compounds dominated as the final hydrolysis products
of PCL films, while using GDEst-lip resulted in the production of 6 HHA
monomer (Fig. 18A).
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Fig 18. HPLC-MS analysis of PCL films hydrolysis products (A) and compounds produced
during the degradation of PCLsoo0o film by GDEst-lip (0.05 mg) in 50% methanol (B) and by
GD-95RM (0.05 mg) in 25% ethanol (C). The reactions have been performed for 24 h, at 30 °C
temperature with agitation (130 rpm). “n” represents the number of molecules constituting the
oligomer. The intensity of the peaks on the y-axis is presented in red.
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If alcohols are present in the reaction mixture ethyl or methyl esters of
6HHA could potentially be produced. The 6 HHA esters production during
degradation of PCLsoo in a reaction mixture composed of 0.05 mg GDEst-
lip and 50% methanol (Fig. 18B) or GD-95RM and 25% ethanol (Fig. 18C)
are presented as examples as very similar results were obtained using
PCLusooo. It was observed that after supplementing the reaction mixture with
alcohols, both types of PCL hydrolysis products, 6 HHA, its dimers, trimers,
and tetramers and their corresponding esters, are produced (Fig. 18B and C).
Ethyl 6-hydroxyhexanoate and methyl 6-hydroxyhexanoate have been
identified based on mass available at PubChem Identifier: CID 357781 and
CID 3083855, respectively. After 24-hour degradation using GDEst-lip and
methanol (Fig. 18B), the major products were dimers and trimers of 6HHA.
Even though there are peaks observed in the control samples their intensity is
much lower compared to samples after degradation; thus, GDEst-lip can
successfully catalyse PCL hydrolysis and ester synthesis. The product profile
observed after GD95-RM hydrolysis was very similar to that of GDEst-lip,
except in the control samples, more 6HHA dimers are observed (Fig. 18C).
This could be in part due to the influence of ethanol. Nevertheless, the relative
intensity of peaks representing target products was much higher in the
degradation mixtures compared to the intensity of peaks in control reactions
(Fig. 18C). This concludes that GD-95RM can be defined as an attractive
polyesterase for PCL hydrolysis and ester production.

DISCUSSION

While enzymes are commonly used throughout various industries, and
biocatalysts make up a multi-billion-dollar industry (Badenhorst and
Bornscheuer, 2018), one of the most common ways to generate new enzymes
is still protein engineering. One of the biggest current challenges that
humanity is facing, in which novel enzymes could help — is plastic pollution.
While certain enzymes have been documented to be able to hydrolyse various
polyesters there still is a lack of both fundamental and practical knowledge
about possible application of enzymes from certain bacteria (for example
Geobacillus sp.). New enzyme variants based on improvements done to
current ones by site-specific or random mutagenesis could first be a possible
solution to the plastic pollution problem, but it can also be the first step in
utilising enzymes in different, novel ways. In this dissertation two aspects of
lipolytic enzymes are presented: 1) structure-function relationship of poorly
understood 55 kDa carboxylesterase found in the genus Geobacillus; 2) the
ability of modified Geobacillus sp. 95 lipolytic enzymes to perform hydrolysis
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of polyesters and produce esters in accordance with the principles of circular
economy.

Carboxylesterase GDEst-95, first described in earlier works (Gudiukaite
etal., 2017) — is a carboxylesterase, synthesised by Geobacillus sp. 95 strain,
that possesses a unique protein size of 55 kDa. Most similar carboxylesterases
analysed in literature are of 35 kDa in size. GDEst-95 has successfully been
expressed in E. coli and used for protein engineering experiments: a chimeric
protein GDEst-lip was created by fusing the coding sequence of this enzyme
with GD-95 (a lipase synthesised by Geobacillus sp. 95). A highly similar
esterase was analysed for its ability to hydrolyse the prodrug irinotecan (CPT-
11) into the active form 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38) a
topoisomerase | inhibitor used in cancer therapy (Liu et al., 2007)).

To better understand this enzyme site-directed mutagenesis of possible
amino acids, important for enzyme activity was performed. In this work
Gly108Arg, Ala410Arg, Leu226Arg and LeudllAla substitutions were
analysed. Gly108Arg and Ala410Arg mutations had the significant negative
impact on enzyme activity; Leu226Arg substitution reduced enzyme activity
by about 56% and Leu411Ala mutation actually had a positive effect on
enzyme activity. It is likely that the larger arginine substitution had a negative
impact on the structure of the binding site in the case of Gly108Arg and
Ala410Arg mutations. Mutation Leu226Arg could have had a smaller impact,
and improved certain characteristics, since arginine is also a positively
charged amino acid, and this property can be important for stabilising
transition states, or orienting the substrate toward the active site, at locations
near the protein surface (Son et al., 2023).

To evaluate currently unknown amino acid substitution effect on GDEst-
95 activity, random mutagenesis was performed. Three variants were selected
and further analysed: GDEst-RM1 (one mutation Arg75GIn); GDEst-RM2
(two mutations Gly20Ser and Arg75GIn); and GDEst-RM3 (two mutations
Ser210Gly and Thr317Ala). GDEst-RM1 and GDEst-RM2 both possessed an
almost threefold increase in specific activity, improved temperature activity
(optimum working temperature for GDEst-RM1 increased by 10 °C and by
GDEst-RM2 by 15 °C) and temperature stability at 60-70 °C range. The
catalytic parameters of these enzymes were also improved (Vmax increased by
2.7 and 4.2 times respectively while K was reduced by approximately 2
times). Catalytic efficiency increased by approximately 6 and 10 times
respectively for GDEst-RM1 and GDEst-RM2, and activation energy was
reduced by 6 kJ/mol. Since Arg75 is a common amino acid, that was mutated
in this experiment it is likely that this mutation is responsible for most of the
positive effect on enzyme activity. The effect of Gly20Ser mutation is
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currently unknown and requires further analysis. GDEst-RM3 enzyme had in
increase in specific activity by 60%, Vmax and Kn values
(31.52 umol x min-* x mg? ir 9.28 mM, respectively) also reached their
highest observed values using this enzyme. While the reaction rate increases
the affinity for the substrate was reduced. Further mutagenesis, that improves
Km, while not reducing Vmax could help create an even more active GDEst-95
variant.

Docking analysis confirmed that GDEst-RM1 and GDEst-RM2 had lower
binding energies with different p-NP esters when compared to GDEst-95.
Both enzymes possessed similar values. GDEst-RM2 was used in LigPlot+
analysis, and it was shown that two novel amino acids form hydrogen bonds
Tyr311 and Alal109. Ala109 had been identified as a possibly important amino
acid in previous works (Gudiukaite et al., 2017; Liu et al., 2007) and can
stabilise Cys408, a residue found at the active site. Cys408 is found in the
active stie and is an important regulatory element (Liu et al., 2007). Tyr311
has not been identified as an important residue in previous works and appears
to form a hydrogen bond with the nitro group of p-NP. This could have a
stabilising effect on the carboxylesterase, however, does this influence
remains to be seen. LigPlot+ analysis also identified unique hydrophobic
interactions between p-NP dodecanoate and GDEst-95 (Gly107 and Gly113)
or GDEst-RM2 (Leu226, Ala410 and Leu413). Leu226 and 410 were analysed
in this work, and this highlights the importance of these amino acids, while
neither Gly113 or Leu413 have been experimentally analysed to evaluate their
importance and are objects of further research.

It is usually thought that evolution selects for the most adapted population
(or in our case macromolecules), often they can become confined in local
optimums of the fitness landscape (that is to say, any single mutations is going
to have a deleterious or neutral effect) (Yubero etal., 2017). In such conditions
proteins that are less active will not be fixed in a population, and more active
unmodified variants will outcompete any mutants. In such conditions there are
few practical ways for a more active variant to emerge, even if such a structure
exist on the sequence space (Carpenter et al., 2023). Protein engineering
allows us to bypass this limitation and analyse various enzyme variants that
would not be observable in nature. It also allows us to choose a particular
parameter, that we use to evaluate enzyme fitness (activity, temperature
stability, substrate specificity etc.) (Tracewell and Arnold, 2009). A summary
of various GDEst-95 parameters evaluated is presented in figure 19.

129



Enzyme Genotype  Phenotype
name space space

Fitness
322 108 U/mg & J -ND
Glyl08Arg -GC|CGC|- -HGRAF- Ke - ND 3% - ND
1228 410 Umg ¥ | -0
Ala410Arg -A|CCG|GC- -CHRLE- K ¢ o A
677 226 umg ¥ | A
Leu226Arg -TT|CGC|C- -ALRLR- Kook W 3 A
1232 a11 umg A | -0
Leud411Ala -|GCT|CGA- -HAAEL- Koe & 3 W
224 75 umg A | P
GDEst-RM1 -GG|CAG|- -LGOMS- Koo A % A
-AA[AGC|- -NEGVF- Ume t &7
GDEst-RM2 p— = Ke 4 %-0
-GG|CAG|- -LGQMS- et
-cclGGCl- -EAGGL-  umg & ?
GDEst-RM3 949 317
-G|GCG|G- -TLADP- Kat & 36 A
Legend:

§ - optimal activity temperature, compared to GDEst-95
X¢ - temperature stability, compared to GDEst-95

A - parameter was increased

J - parameter was decreased

0 - parameter was not affected

ND - paramater was not analysed

Fig 19. Visualisation of analysed points in the GDEst-95 genotype-phenotype space. Red
letters indicate the modified nucleotides and amino acids.

The second aspect of this work is analysis of modified Geobacillus sp. 95
lipolytic enzymes GD-95RM and GDEst-lip for polycaprolactone hydrolysis
and ester synthesis. Both enzymes were chosen because they possessed the
attractive catalytic properties. Both enzymes could efficiently hydrolyse PCL
films of different average molecular weight. Theoretically 1 mg of GD-95RM
can hydrolyse (in 24 hours, at 30 °C) 264.0 mg of PCLusoo0 and 280.7 mg of
PCLsoooo film mass. Theoretically 1 mg of GDEst-lip can hydrolyse (in 24
hours, at 30 °C) 145.5 mg PCLusoo0 and 134 mg of PCLgoooo film mass. As both
enzymes display 90-100% activity at higher temperatures it is likely that even
higher hydrolysis rates could be achieved — however lower temperature help
reduce the resource cost of this process and is an important consideration for
industrial applications.

While GDEst-lip was less efficient at reducing PCL film mass (likely due
to the difference in enzyme activity) HPLC-MS analysis revealed that this
enzyme produced 6HHA monomers almost exclusively, while GD-95RM
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produced mostly trimers and dimers. As GDEst-lip possesses two active
enzymes (an esterase and a lipase) is hypothesised, that the lipase domain
cleaves the insoluble PCL film, while when soluble dimers and trimers are in
the solution the esterase domain completes the hydrolysis (as esterases are
usually seen as showing preferences for soluble short chain esters, while
lipases show preference for insoluble longer chain esters). The fact that
GDEst-95 does hydrolyse PCL films seems to favour this theory. A similar
experiment where GD-95RM s supplemented with GDEst-95 at the end of
hydrolysis could help answer this question.

A significant positive effect in PCL films degradation was observed when
the reaction mixture was substituted with alcohols. This correlates with earlier
works (Druteika et al., 2020; Gudiukaite et al., 2017; Savickaite et al., 2021a).
Organic solvent can help increase the solubility of substrates or products and
could also change the reaction conditions to favour ester synthesis. Higher
hydrolysis rates and ester synthesis were observed after substituting the
enzymes with 25% ethanol (GD-95RM) and 50% methanol (GDEst-lip).

The obtained results show that GDEst-lip and GD-95RM could not only
be used to hydrolyse PCL waste, but also be used in circular economic
principles by allowing to utilise PCL waste for the synthesis of novel products.
This would not only reduce environmental pollution, but would allow to
reduce the price, energy costs and carbon footprint of processes involved in
the manufacture of such waste. 6HHA could further be converted to other
industrially important products (6-hydroxyhexanoic acid; hexamethyldiamine
or 1,6-hexanediol). 6HHA esters like ethyl-6-hydroxyhexanoate could be used
as a reagent for synthesising other industrially important compounds: ethyl-6-
acetohexanoate or could be used as a precursor in pharmaceutical synthesis
(Ostergaard and Larsen, 2007).

The results obtained illustrate the possible industrial application of
Geobacillus sp. lipolytic enzymes and the potential of different mutagenesis
methods: site-specific and random mutagenesis to acquire more information
about lesser-known enzymes and modify currently available enzymes.
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CONCLUSSIONS

Site-specific mutagenesis of amino acids Gly108 and Ala410 located near
the active centre, and Leu226 substitutions to arginine had a negative,
while Leu411 substitution to alanine had a positive effect on GDEst-95
activity.

Using error-prone PCR three GDEst-95 variants: GDEst-RM1, GDEst-
RM2, GDEst-RM3, with improved properties were generated. The
mutated variants possessed improved Vmax and have a higher optimal
working temperature when compared to unmodified GDEst-95.
GD-95RM and GDEst-lip can perform PCL film hydrolysis: 1 mg of GD-
95RM can degrade more than 264.0 mg of PCL weight; GDEst-lip 1 mg
can degrade more than 134.0 mg of PCL weight.

The addition of organic solvents can significantly improve PCL film
hydrolysis by using GD-95RM or GDEst-lip enzymes. After adding 25%
ethanol to the PCL degradation mixture GD-95RM enzyme (1 mg) can
degrade 2,4 times more of PCL (646.0 mg), after adding 50% methanol —
GDEst-lip (1 mg) can degrade 3 times more than of PCL (442.7 mg).
Adding organic solvents to the reaction mixture, results in synthesis of
ethyl-hydroxyhexanoate or methyl-hydroxyhexanoate by both GD-95RM
and GDEst-lip.
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