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SANTRUMPOS

APS — amonio persulfatas;

BLASTp — aminoriigs¢iy seky palyginiy paieSkos programa (angl. Nucleotide BLAST);
DFF — diizopropilfluorfosfatas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

EDTA - etilendiamintetraacto riigstis;

FMSF — fenilmetansulfonilfluoridas;

LB — mitybinis lizogeninis bulijonas (angl. lysogeny broth), turintis Lennox, Burtani ir Luria
variacijas.

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

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

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforeze;

PrPSc — prioninis baltymas;

TAE — Tris-Acetatinis-EDTA buferinis tirpalas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis.



IVADAS

Keratinas — tai netirpus fibrilinis baltymas, kurio tvirta struktiira padaro jj sunkiai skaidomu
substratu placiai paplitusiems proteoliziniams fermentams (Nnolim, Udenigwe ir kiti, 2020).
Keratinazés priklauso proteaziy klasés fermentams, kurie gali skaidyti keratino turin¢ius substratus,
tokius kaip plunksnos, nagai, ragai, vilna ir kitos panasios struktiiros, kurios nuolat kaupiasi gamtoje
(Q. Li, 2021). Sie fermentai yra laikomi labai vertingais daugelyje biotechnologiniy procesy ne tik
dél to, jog geba skaidyti sudétingos struktiiros substratus, bet ir dél didelio stabilumo ekstremaliomis
saglygomis, nes pasizymi placiu temperatiros bei pH diapazonu. Keratininiy atlieky kaupimasis
gamtoje yra opi tarSos problema. Kadangi Siy atlieky deginimas reikalauja dideliy iSlaidy, Sios
atliekos daZniausiai biina laikomos sgvartynuose, o tai sukelia jvairias ekologines ir sanitarines
problemas, kurios gali neigiamai paveikti ekosistemas ir kelti didelj pavojy Zmoniy ir gyvuliy
sveikatai. Dél Sios priezasties yra reikalingi atlieky Salinimo biidai, kurie biity saugiis, ekonomiSkai
pagristi ir nepavojingi aplinkai (Abdel-fattah ir kiti, 2015). Mikroorganizmy sintetinamos keratinazes
geba keratino turincias atliekas paversti  pridétinés vertés produktus, tokius kaip bioaktyvis peptidai
(Q. Li, 2021). Sie mazos molekulinés masés hidrolizés produktai gali veikti kaip daugelio fiziologiniy
procesy ir endokrininés, imuninés, kraujotakos, nervy ir virSkinimo sistemy reguliatoriai. Daugelis
bioaktyviy peptidy gali turéti antioksidacinj, prie§veézinj, prieSuzdegiminj ir antimikrobinj poveikius
(Biatkowska ir kiti, 2017; Zaky ir kiti, 2022). Keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai gali
biiti naudojami ne tik siekiant sumazinti aplinkos tar$a, skaidant keratino turin¢ius substratus, taciau
ir panaudojant farmacijos, medicinos, kosmetikos, tekstilés, zemés iikio pramongje. Literatiiroje yra
pabréziamas cheminiy medziagy pakeitimas keratinazémis, nes, lyginant su chemikalais, fermentai
yra ekologiski, biologiskai skaidiis, negamina kenksmingy Salutiniy produkty ir demonstruoja labai
efektyvius rezultatus (Ul Haq ir Akram, 2019).

Nepaisant tam tikros pazangos, padarytos atliekant struktiirinius keratinaziy tyrimus ir
biochemin;j §iy fermenty charakterizavima, tyrimai siekiantys detaliau iStirti keratinazes, vis dar yra
reikalingi (Q. Li, 2021). D¢l did¢jancios keratinaziy paklausos pramongje, daugumos tyrimy démesys
skiriamas fermenty gamybos pagerinimui. Keratinaziy biosintezé naudojant heterologines sistemas
yra perspektyvus jrankis pasiekti §j tiksla, nes gaunamas didesnis keratinaziy kiekis, lyginant su
natiiraliais $eimininkais. Sis metodas duoda pagrinda genetinéms manipuliacijoms, baltymy
inzinerijai ir didelio masto fermenty gamybai (Nnolim, Udenigwe ir kiti, 2020).

Sio darbo metu buvo atlikti Streptomyces sp. SK-91 kamieno, galimai keratinoliziniu aktyvumu
pasizyminéiy fermenty, heterologinés sintezés tyrimai. Sie eksperimentai prapledia keratinaziy

panaudojimo galimybes jvairiose srityse ir skatina biotechnologiniy tyrimy plétra.



Darbo tikslas:
Sukurti ir optimizuoti keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy fermenty heterologing

biosintezes sistema.

Darbo uzdaviniai:

1) Atlikti atrinkto mikroorganizmo genomin¢ analiz¢ ir nustatyti hipotetinius keratinazes
koduojancius genus.

2) Sukurti atrinkty geny konstruktus, tinkamus heterologinei raiSkai.

3) Parinkti tinkamg Escherichia coli kamieng tikslinio baltymo sintezei.

4) Nustatyti optimalig induktoriaus koncentracija.

5) Nustatyti optimalig indukcijos trukme.

6) I8gryninti tikslinius baltymus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Fermentai — baltyminiai katalizatoriai

Fermentai yra specializuoti baltymai, kurie veikia kaip katalizatoriai, palengvinantys chemines
reakcijas, sudarydami arba skaidydami molekules visuose gyvuose organizmuose (Shakilanishi ir
Shanthi, 2024). Sie biokatalizatoriai paprastai greitina vieng arba glaudZiai susijusiy biocheminiy
reakcijy grupe (Bhatia, 2018). Jie gali buti iSgaunami i§ lgsteliy ir naudojami katalizuoti jvairius
komerciskai svarbius procesus, todé¢l yra placiai naudojami maisto, gérimy, medicinos, tekstilés,
odos, detergenty bei kitose pramonés Sakose (Robinson, 2015). Pagrindinis fermenty Saltinis yra
mikroorganizmai, nes jie per trumpg laika gali buiti uzauginami dideliais kiekiais, kultyvavimo terpés
yra pigios, o siekiant paskatinti fermenty gamyba yra galimybé atlikti genetines manipuliacijas su
mikroorganizmy lgstelémis. Be to, dél didesnio aktyvumo ir stabilumo, mikrobiniams fermentams

buvo skiriama daugiau démesio nei augaliniams ar gyviininiams (Anbu ir kiti, 2017).

1.2 Proteazés — fermentai, pasiZymintys proteoliziniu aktyvumu

Proteazés (EC 3.4) — tai fermentai, priklausantys fermenty hidrolaziy klasei (EC 3) ir skeliantys
peptidines jungtis, esancias aminortigsciy polipeptidingje grandinéje. Ekonominiu poziliriu naujy
proteaziy tyrimai nuolat auga, nes jos sudaro 60 % visy pasaulyje parduodamy fermenty. Siuo metu
proteaziy pramoninis pritaikymas apima daugybe pramonés Saky, pavyzdziui, odos, plovikliy, maisto
technologijy ir farmacijos gamybg (David Troncoso ir kiti, 2022). Proteaziy grupe sudaro fermenty
konsorciumas, apimantis proteinazes, peptidazes ir amidazes. Proteinazés dalyvauja visos baltymo
molekulés hidrolizéje, iSskirdamos peptidus ir aminoriigstis. Peptidazés sukelia peptidy hidrolize¢ ir
iSskiria aminoriigstis, o amidazés katalizuoja aminoriigS¢iy hidrolize ir iSskiria amoniaka (Naveed ir
kiti, 2021; Razzaq ir kiti, 2019).

Remiantis fermento kataliziniu mechanizmu ir aminoriigSciy liekana (-omis) fermento
aktyviajame centre, proteazes gali biiti suskirstytos i tam tikras grupes: cisteino, serino, treonino,
aspartato ir glutamato. Taip pat iSskirta atskira peptidaziy klasé¢, kuri katalizei naudoja metaly jonus.
Sios peptidazés vadinamos metaloproteazémis (Ozhelvaci ir Steczkiewicz, 2023). Pagal atpaZjstama

molekulés-substrato specifing vieta, proteazes dar yra skirstomos i endopeptidazes ir egzopeptidazes.

(1.1 pav.)



Endopeptidazés

A atapzista specifines
aminoragstis

baltymo viduje

Polipeptidas +H:0

Du polipeptido fragmentai

B Egzopeptidazeés atpaZjsta galines
aminorugstis

I Aminopeptidazés | |Karboksipeptidazés|

+H,O +H,O
Polipeptidas
HN HH H O HCOOH

Aminortigstis l l Aminoraigstis
| H:2N K HcooH| | H.N < - cooH|

Polipeptidas
(n - 2 aminortigciy liekanos)

1.1 pav. Endopeptidaziy (A) veikimas, skeliant polipeptidg ir egzopeptidaziy (B) veikimas, paSalinantis
galines aminortig§¢iy lickanas nuo polipeptido, turincio n liekany. Rodyklés nurodo peptidiniy jungéiy
skélimo vieta. Sudaryta pagal Idowu ir kiti, 2021.

Endopeptidazes atpazjsta specifines aminoriigstis baltymo viduryje, o egzopeptidazés atpazjsta
vieng ar dvi galines aminortgstis. Egzopeptidazés, kurios skelia peptidus i§ N galo (paSalinamos
atskiros aminortigstys arba dipeptidas), vadinamos (dipeptidil) aminopeptidazémis, o peptidazés,

skeliancios C gala, vadinamos karboksipeptidazémis (Van Der Velden, Hulsmann, 1999).

1.3 Keratinazés — keratinoliziniu aktyvumu pasiZymintys fermentai

Keratinazés (EC 3.4.4.25) yra proteolizinj aktyvumg turintys fermentai, galintys hidrolizuoti
keratino turinCius substratus, paversdami juos aukStos pridétinés vertés produktais, tokiais kaip
aminoriigStys ar bioaktyviis peptidai. Unikali savybe, iSskirianti keratinazes nuo kity proteaziy, yra
gebéjimas prisijungti prie tvirty ir netirpiy substraty (plunksny, vilnos, Silko, kolageno, elastino, ragy,
raginio sluoksnio, plauky, azokeratino ir nagy) (R. Gupta ir Ramnani, 2006).

Siekiant pritaikyti keratinazes pramongje, labai svarbu Zinoti Siy fermenty biochemines
savybes. Daugelis keratinaziy yra aktyviausios 7-9 pH diapazone (Abdel-Fattah ir kiti, 2018; Barman

ir kiti, 2017; Kim, 2007), taciau kai kurios keratinazés, kaip pavyzdziui, fermentas i§ Streptomyces



aureofaciens optimaliai veikia esant pH 12, o keratinazé i§ Bacillus halodurans net pH 13 (Gong ir
kiti, 2015; Takami ir kiti, 1999).

Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminciy fermenty temperatiiros diapazonas taip pat yra labai
platus. Tyrimai rodo, jog keratinazé i§ Bacillus sp. Nnolim-K1 kamieno optimaliai veikia 25 °C
temperatiiroje, o Fervidobacterium islandicum AW-1 fermento optimali temperatiira siekia net
100 °C (Nam ir kiti, 2002; Nnolim, Mpaka ir kiti, 2020), ta¢iau dauguma keratinaziy geriausiai veikia
37-65 °C temperatiiroje (Barman ir kiti, 2017; Hassan ir kiti, 2020; J. J. Wang ir Shih, 1999; W. L.
Wu ir kiti, 2017).

Dazniausiai keratinazés bina monomerinés, taciau yra apraSyta ir multimeriniy keratinaziy (Xie
ir kiti, 2010). Sie fermentai pasizymi labai jvairia molekuline mase. Keratinazés i§ Bacillus subtilis
1273 kamieno molekuliné masé siekia vos 13 kDa, o Bacillus sp. A5.3 kamieno sintetinama
keratinaze yra ~ 250 kDa dydzio (Aktayeva ir kiti, 2022; Mazotto ir kiti, 2011). Patogeniniy gryby,
pavyzdziui Trichophyton mentagrophytes keratinaze siekia net 440 kDa dydj (R. Gupta ir Ramnani,
2006). Didesné fermento molekuliné masé siejama su termofiliniais mikroorganizmais (Brandelli ir
kiti, 2010). Nors fermento molekulinés masés ribos yra placios, taciau dauguma fermenty yra 30—40
kDa dydzio (Nnolim, Udenigwe ir kiti, 2020; Samuel ir kiti, 2018; Batool ir kiti, 2021; Uttangi ir
Aruna, 2018).

Proteazés, pasizymincios gebéjimu skaidyti keratino turinCius substratus, priklauso serino,
metalo arba serino-metalo proteaziy klasei. Serino proteazés naudoja Ser / His / Asp katalizing triada,
kur serinas veikia kaip nukleofiliné aminortigstis fermento aktyviajame centre ir yra svarbus skeliant
peptidinius rySius. Viena i§ serino proteaziy skiriamyjy savybiy yra katalizinio mechanizmo
slopinimas DFF arba FMSF (Ekici ir kiti, 2008; Riffel ir kiti, 2003). Metaloproteazés yra fermenty
klasé, kuri naudoja su baltymu susietg (-us) metalo jong (-us) ir vandens molekule, kad katalizuoty
vandens prijungima prie peptidinés jungties. DaZniausiai naudojamas Zn?>", o kartais ir Co*" arba
Mn**. Priklausomai nuo Kkatalizei reikalingo metalo jony skai¢iaus, metaloproteazes galima
suskirstyti i dvi grupes: pirmajai grupei reikalingi du metalo jonai, o antrajai grupei uZtenka tik vieno
(Supuran ir kiti, 2002). Metalo proteazés iSsiskiria tuo, jog Siai klasei priklausancias keratinazes
slopina EDTA (Riffel ir kiti, 2003). Serino-metalo proteaziy klasei priskiriamos keratinazés, kurios

yra slopinamos tiek EDTA, tiek FMSF (Riffel ir kiti, 2003).

1.4 Keratinazes sintetinantys mikroorganizmai

Keratinolizinj aktyvuma turintys fermentai yra sintetinami visy trijy gyvybés domeny atstovy:
eukarioty, bakterijy bei archéjy, kurie geba kerating panaudoti kaip anglies bei azoto Saltinj (Vidmar
ir Vodovnik, 2018). Nors eukarioty domenui priklausantys grybai naudodamiesi hifais gali lengviau

kolonizuoti tvirtos struktiiros kerating, dél didesnio bakterijy augimo grei¢io Sie prokariotiniai
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mikroorganizmai jprastai yra pasirenkami naudoti pramongje (Gopinath ir kiti, 2015). Gebé¢jimas
skaidyti kerating dazniau pastebimas tarp gramteigiamy nei tarp gramneigiamy bakterijy (R. Gupta ir
Ramnani, 2006). Literatiiroje aprasytas keratinaziy gamybos potencialas tokiose bakterijy gentyse
kaip: Bacillus, Vibrio, Chryseobacterium, Brevibacillus, Pseudomonas, Serratia, Fervidobacterium,
Microbacterium, Aeromonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, Rhodococcus, Geobacillus
Amycolatopsis, Meeniobathermus, Meeniobacillus (Williams ir kiti, 1990; Friedricht ir Antranikian,
1996; Sangali ir Brandelli, 2000; Riffel ir Brandelli, 2006; Yamamura ir kiti, 2002; Bach ir kiti, 2011;
Fang ir kiti, 2013; Kuo ir kiti, 2012; Jaouadi ir kiti, 2013; Paul ir kiti, 2014; Stiborova ir kiti, 2016;
Alahyaribeik ir kiti, 2020; Falco ir kiti, 2019; Nnolim, Okoh ir kiti, 2020; Abdel-Fattah ir kiti, 2018).
Vis délto, dazniausiai pasitaikantys kerating skaidantys mikroorganizmai priklauso Bacillus genciai:
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, B. subtilis, Bacillus cereus ir Bacillus pumilus ruSims
(Mamangkey ir kiti, 2019). Sios gramteigiamos bakterijos pasizymi jvairiomis fiziologinémis
savybémis, leidZian¢iomis joms gyventi jvairiomis aplinkos sglygomis. Literatiiroje aprasytos
kerating degraduojancios bakterijy gentys, iSskirtos i§ dirvozemio, sgvartyny, paukstyny, geoterminiy
vandens telkiniy, netgi i Amazonés upés zuvy Zarnyno (Almahasheer ir kiti, 2022; Cavello ir kiti,
2020; Daroit ir kiti, 2009; Nnolim, Okoh ir kiti, 2020; Sivakumar ir Raveendran, 2015).

Vieni zymiausiy keratinoliziniy aktinomicety priklauso Streptomyces genciai. Nemazai tyrimy
rodo, jog aktinobakterijos gali gaminti termiskai stabilias keratinazes, turinCias didel] potencialg
panaudojimui pramongje (Nnolim ir Nwodo, 2021). Streptomyces keratinazés veikia netirpius
keratino substratus ir gali veikti jvairios kilmés baltyminius substartus. Sie fermentai naudojami
plauky Salinimo procesams odos pramonéje (Allure ir kiti, 2015). ApraSytas Streptomyces sp. SCUT-
3 kamienas gali efektyviai skaidyti plunksnas iki produkty, kuriuvose yra daug aminortigsciy, kurios
yra gyviiny, augaly ir mikroorganizmy mitybos Saltinis (Z. W. Li ir kiti, 2020; Abdelmoteleb ir kiti,
2023).

Keratinofiliniai grybai gali naudoti kerating kaip vienintelj anglies, azoto ir sieros Saltinj.
Grybai, pasizymintys gebé¢jimu skaidyti kerating, daZniausiai priklauso Aspergillus, Penicillium ir
Fusarium gentims (Kannahi ir Ancy, 2012; Nwadiaro ir kiti, 2015; Falco ir kiti, 2019). Literatiiroje
apraSyta, kad tokie grybai kaip Chrysosporium (Gurung ir kiti, 2018) ir Trichophyton (M. Zhang ir
kiti, 2019) taip pat gali skaidyti keratino turinCius substratus. Nustatyta, jog kai kurie patogeniniai
grybai sintetina keratinazes, kurios yra svarbios patogeno invazijai, suardant barjerg tarp audinio ir
aplinkos (Q. Li, 2021). Nuo Zmoniy galvos plauky izoliuota Aspergillus stelliformis keratinaze
pasizymi ypa¢ dideliu aktyvumu degraduojant keratininius substratus, todél yra tiriamas $iy gryby
pritaikymas keratininiy atlieky tvarkyme, paukStininkystés pramonéje (Alwakeel ir kiti, 2021).
Aplinkosaugai svarbius biotechnologinius procesus galima atlikti naudojant Fusarium oxysporum

grybus, kurie rodo dideli aktyvuma skaidant kiauliy plaukus (Preczeski ir kiti, 2020). Grybelis
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Chrysosporium tropicum, izoliuotas nuo Egipte esancio pauksStyno visty plunksny yra laikomas
galingu keratinazes sintetinan¢iu mikroorganizmu ir pasizymi charakteristikomis, kurios leidzia
keratino atliekas paversti gyvuliy pasary papildais arba veiksmingomis dirvozemio tragSomis (Koutb

ir kiti, 2023).

1.5 Keratinoliziniu aktyvumu pasizyminciy fermenty sinergija

Su atskirais kamienais buvo pasiekta dideliy laiméjimy biotechnologijy ir pramonés srityse,
taciau dabar didelis démesys skiriamas mikroorganizmy konsorciumy naudojimui, atsizvelgiant i jy
funkcinj stabiluma ir efektyvumg (D. Kang ir kiti, 2020). Hidrolizuota plunksny biomase, gauta
naudojant keratinoliziniy fermenty misinj 1§ keratinoliziniy bakterijy konsorciumo, Zymiai padidino
avinZirniy sekly daiguma, palyginti su bandomaja kontrole (Jadhav ir Pathade, 2019). Taip pat atlikti
tyrimai rodo, jog mikroorganizmy konsorciumas KMCG6, kuriame daugiausia buvo Bacteroidetes ir
Proteobacteria atstovy, pasizyméjo efektyvesniu keratinoliziniu aktyvumu. Bakterijos, veikdamos
sinergiskai, suskaidé 25 % daugiau substrato (D. Kang ir kiti, 2018). Mikroorganizmy konsorciumy
surinkimas i§ jvairiy aplinkos bendruomeniy vis dar néra paprasta uzduotis dél didelés jvairovés ir

biotiniy sgveiky poveikio (D. Kang ir kiti, 2020).

1.6 Keratinas — keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermenty substratas

Keratinas — pagrindiné plunksny, nagy, plauky, vilnos, kanopy, zvyny (kiety keratiny) ir raginio
sluoksnio (minkstojo keratino) sudedamoji dalis. Sis baltymas yra itin stabilus, skaidulinis ir netirpus
skleroproteinas (Devi ir kiti, 2022). Keratino stabiluma, atsparumg ir netirpumg lemia tvirta tinklo
struktiira, kurig sudaro daugybé stipriy kovalentiniy disulfidiniy rysiy tarp tiolio (-SH) grupiy, esanciy
cisteino lickanose, keratino polipeptiduose ir tarp jy (Callegaro ir kiti, 2019). Strukttirinj stabilumg
taip pat palaiko grandiniy viduje esantys bei skirtingas grandines jungiantys vandeniliniai ir joniniai
ry$iai (1.2 pav.). Daugiapakopé struktiira ir didelis kryZminiy jung€iy skaicius lemia didelj atsparuma
mechaniniams, cheminiams ir fiziniams veiksniams. Keratinas yra skirstomas pagal antring struktiira
(a spiralés ir B struktiiros), sieros kiekj (minkstas keratinas, turintis 1 % sieros ir kietas keratinas,
turintis 5 % sieros) (Karthikeyan ir kiti, 2007), aminortgsciy sudét] (Sarminis, rigstinis arba

neutralus), molekuling mase ir kilmés Saltinj (Sypka ir kiti, 2021).
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1.2 pav. Keratino struktiiroje esantys ry$iai. a) grandinés viduje esantys rySiai, ry$iai tarp grandiniy ir
filamentinés gijos, jungiancios keratino baltymy matrica; b) Disulfidiniy rySiy (cisteino-cisteino), vandeniliniy
ry$iy (pvz., glutamino-serino) ir joniniy rysiy (pvz., aspartato-lizino) susidarymas baltymuose (Qiu ir kiti,
2020).

a-keratinas yra randamas zinduoliuose ir yra pagrindiné vilnos, plauky, nagy, kanopy, ragy ir
raginio sluoksnio (iSorinio sluoksnio) sudedamoji dalis. B-keratinas yra pagrindiné pauksciy ir ropliy
audiniy, tokiy kaip pauks¢iy plunksnos, nagai ir snapai, ropliy Zvynai ir nagai, sudedamoji dalis.
Pholidota eilés atstovai — zinduoliai, turintys ir a, ir § keratino (B. Wang ir kiti, 2016). a-kerating nuo
B-keratino skiria filamentiniy gijy tinklo formavimasis.

Nustatyta, kad a-keratino baltymai turi hierarching struktiirg (1.3 pav.), pradedant nuo dimero,
sudaryto 1§ dviejy spiraliSkai susukty polipeptidy grandiniy, kurias stabilizuoja vandeniliniai rySiai
spiralés viduje (Pauling ir kiti, 1951). Tuomet 16 tokiy dimery sudaro mikrofibrile, kuri susijungusi
su matricos baltymais tampa makrofibrile, kurios jungiasi i lasteles ir galiausiai turimas pilnas plauko
pluostas. Tyrimai rodo, kad disulfidiniai rySiai, susidar¢ tarp dimery, atliecka svarby vaidmenj
apibréZiant Sio baltymo stabilumg ir lemia mechanines savybes. Siera turtinga amorfiné keratino
matrica susideda i baltymy grandiniy, kuriose yra daug cisteino arba glicino, tirozino ir fenilalanino
lieckany. Disulfidiné jungtis gali susidaryti tik tarp dviejy cisteino liekany ir paprastai atsiranda

oksiduojancioje aplinkoje (Fraser ir kiti, 1988; Chou ir Buehler, 2012).
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1.3 pav. Zmogaus plauko struktiira. (A) Hierarchiné plauko sudéties schema (B) scheminé vizualizacija,
parodanti, kaip du dimerai yra sujungti intramolekuliniais disulfidiniais rySiais (Chou ir Buehler, 2012).

B. Wang ir kiti (2016) nurodo, kad B-keratino struktiirin] vieneta sudaro Sonu susijungusios 3
gijos, kurios gali biti iSsidésCiusios lygiagreciai arba nelygiagreciai (stabilesnis iSsidéstymas), o
grandinés laikomos kartu tarpmolekuliniais vandeniliniais ryS$iais. - keratino gija susiformuoja, kai
polipeptidinés grandinés centriné sritis susilanksto, kad susidaryty keturios Soninés B grandinés,
kurios véliau susijungia per vandenilinj rySj, susisuka ir suformuoja iSkreipta B struktiirg. Dvi
susijungusios 3 struktiiros sudaro B keratino gija.

Keratinas taip pat skirstomas j I ir II tipo keratinus, kurie yra tarpinius sitilus formuojantys
baltymai, sintetinami epitelio Igstelése (Jacob ir kiti, 2018). I tipo baltymai paprastai biina mazesni
(40-56,5 kDa) ir rugstiniai (pl 4,5-6,0), o II tipo keratinai yra didesni (50—70 kDa) ir neutraliis bei
Sarminiai (pl 6,5-8,5) (Moll ir kiti, 1982).

1.7 Keratino degradacijos mechanizmas

Keratino skilimas yra sudétingas procesas, kurio mechanizmas néra iki galo iSaiskintas. Tyrimai
rodo, kad $iy fibriliniy baltymy skaidymo procesas yra padalintas j du etapus — disulfidiniy rySiy
skilimg ir denatliruoty baltymy hidroliz¢. Pirmasis keratino skaidymo Zingsnis yra redukcinis
disulfidiniy rySiy skilimas, kuris atpalaiduoja keratino struktiirg, padidina jo tirpuma ir atidengia
baltymo struktiirg proteazéms. Antrajame keratino skaidymo etape keratinazés vykdo denatiiruoto
keratino hidrolize (Z. Wang ir kiti, 2023).

Kai kurios keratinazés, vadinamos tikrosiomis keratinazémis, geba skaidyti substratg be
papildomos pagalbos, taciau dauguma fermenty priklauso nuo redukuojanciy veiksniy, kurie padeda

nutraukti disulfidinius rySius (Navone ir Speight, 2018). Tai padaryti padeda mikroorganizmai, kurie
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gamina disulfidiniy jung¢iy reduktazes. Pavyzdziui, Stenotrophomonas sp. D-1 kamienas izoliuotas
nuo elnio kailio sintetino du ekstralastelinius fermentus: serino proteaz¢ ir disulfidinés jungties
reduktaze. Siems fermentams veikiant kartu keratino hidrolizés greitis padidéjo 50 karty, palyginus
su vienos pacios keratinazés veikimu (Yamamura ir kiti, 2002).

Nustatyta, jog lastelés redokso reakcijos gali padéti suardyti disulfidinius rySius keratine.
Biologinio membranos potencialo teorija, dar vadinama lasteliy membranos pavirSiaus redokso
teorija, pabrézia nepazeisty lasteliy ir I3steliy membrany buvimo svarba, siekiant suardyti keratino
disulfidinius ry$ius. Mokslininkai teigia, kad lasteliy membranos potencialas vaidina esminj vaidmenj
keratino skaidyme. PavyzdZziui, nustatyta, jog Streptomyces pactum §viezios kultiiros filtratas ir
homogenatas tur¢jo mazg redukcing galig, o gyvos lastelés turéjo didele disulfidiniy jungéiy
redukavimo galig (Bo ir Mu, 1997). Biologinio membranos potencialo teorija remiasi gyvy lasteliy
aktyvumu, siekiant sukurti neribotg redukcijos pajégumga disulfidiniams rySiams nutraukti.

Taip pat yra Zinoma, jog mechaninis spaudimas, kurj sukelia grybo micelis, prasiskverbiantis |
keratino struktiirg, gali prisidéti prie Sios struktiiros suardymo, palengvindamas keratinaziy patekima
1 substratg (Martinez ir kiti, 2020). Nustatyta, kad Chrysosporium riisiy grybiena gali jsiskverbti |
tankios keratino struktiiros vidy (plaukg) (Mitola ir kiti, 2003). Tokia savybé taikoma ir
aktinomicetams. Literatiiroje apraSytas Streptomyces SCUT-3 kamienas, kurio micelio ilgéjimas ir
susiraizgymas skatino plunksny degradacijg (Z. W. Li ir kiti, 2020). Gamtoje Sie mechanizmai veikia
sinergiskai su keratinazémis ir pagreitina keratino skaidyma (Martinez ir kiti, 2020).

Mikroorganizmy,  galin¢iy  redukuoti  disulfidus, iSskiriami  kofaktoriai  (pvz.,
B-merkaptoetanolis, merkaptoacetatas, ditiotreitolis arba sulfitas) vaidina lemiamg vaidmenj
sulfitolizéje, mikroorganizmams skaidant kerating. Disulfidiniai rySiai yra suardomi sulfitu ir

susidaro cisteino tiolis bei cisteino-S-sulfonato lickanos (1.4 pav.).

Keratinas — Cys — S — S — Cys — Keratinas + SO3 — Keratinas — Cys — S™ + Keratinas — Cys — SSO;

1.4. pav. Sulfitolizés proceso schema (Sinkiewicz ir kiti, 2017).

Nutriikus keratino disulfidiniams rySiams, pradeda veikti keratinolizinés endoproteazés. Sie
fermentai suardo keratininj substratg iki maZesniy peptidy. Reakcijoje dalyvauja ir keratinolizinés
egzoproteazés, kurios peptidines grandines skelia i§ abiejy galy, o oligopeptidazés hidrolizuoja
oligopeptidus, kad susidaryty atskiros aminoriigStys arba mazesni peptidai (1.5 pav.) (Qiu ir kiti,

2020a).
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1.5 pav. Plunksny keratino degradacijos mechanizmo schema. Keratino skilimo procesas yra padalintas j du
etapus: denatiiracijg ir hidrolizg. Keratino denatiiravimo procesas gali vykti dél a) mechaninio spaudimo b)
biologinio membranos potencialo teorijos c¢) tiolizés d) disulfidy reduktaziy poveikio (Z. Wang ir kiti, 2023).

Tyrimai rodo, jog neapdorota mikroorganizmy kultiira pasiZymi didesniu keratino skaidymo
efektyvumu nei iSgrynintos keratinazés (Q. Li, 2021). Fermenty miSinys veikia sinergiSkai ir greiiau
hidrolizuoja substratg. Analizuojant literatiiros Saltinius galima rasti daug moksliniy Saltiniy, kuriuose
yra charakterizuojamos keratinazés, taciau molekulinis mikrobinés keratinolizés mechanizmas dar

néra iki galo iSaiskintas.

1.8 Faktoriai aktyvuojantys ir slopinantys keratinaziy veikimg

Tyirmai rodo, jog keratinoliziniy fermenty aktyvumui jtakos turi jvairis katijonai. Nustatyta,
kad 5 mM dvivalen¢iy metaly jony, tokiy kaip Ca**, Mg?*, Zn*" ir Ca?*, Mg?" ir Mn*" didina Bacillus
amyloliquefaciens S13 keratinaziy aktyvuma, taciau tokie metaly jonai kaip Ni**, Cd*" ir Hg*"
fermentin] aktyvumga slopina (Hamiche ir kiti, 2019). Bacillus polyfermenticus B4 kamieno
keratinaziy aktyvumga skatina Fe?* ir Mn*", o slopina Zn*" ir Ni** (Dong ir kiti, 2017). Yra ir
keratinaziy, kurias slopina dauguma metaly jony. Pavyzdziui, keratinazé i§ Bacillus sp. CSK2
kamieno, buvo slopinama tokiy metaly jony kaip Mg”", Mn?*, Zn?*, Cu®’, Na*, Li", Hg**, Ba*", Co*",

13* ir Fe** (Nnolim ir Nwodo,

o didesnis poveikis buvo pastebétas esant trivalen¢iy metaly jonams A
2020).

Analizuojant literatlirag, galima daryti iSvada, kad keratinazés yra slopinamos arba
aktyvuojamos, kai yra veikiamos nejoniniy plovikliy ir tirpikliy. Sios medZiagos turi didele jtaka
baltymy struktiirai (R. Gupta ir Ramnani, 2006). S. aureofaciens mutantinio varianto keratinazé

pasiZzymeéjo sumazejusiu stabilumu, kai buvo veikiama karbamidu ir NDS, aktyvumas sumazéjo

beveik 80 %. Nepaisant to, kito $io mikroorganizmo mutantinio varianto keratinaze toleravo NDS ir
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karbamidg ir netgi pasizyméjo didesniu aktyvumu, veikiant fermentus Siomis medziagomis (Fang ir
kiti, 2016). Kiti tyrimai rodo, jog keratinazé i§ B. subtilis kamieno tapo efektyvesne, kai buvo
veikiama NDS, EDTA ar DMSO (Cai ir kiti, 2008). Mokslininkai nustaté, kad tokie detergentai, kaip
Tween-20, Tween-80 ar Triton X-100 turi teigiamos jtakos efektyvesnei keratino hidrolizei (Bhari ir
kiti, 2019; Gong ir kiti, 2015). Taip pat yra atlikta tyrimy, kuriy metu buvo iSsiaiSkinta, jog Sios
medziagos gali ir slopinti keratinoliziniy fermenty aktyvuma. B. polyfermenticus B4 kamieno
keratinaziy aktyvuma slopino tokios medziagos kaip EDTA, FMSF ir B-merkaptoetanolis (Dong ir
kiti, 2017).

Tyrimai rodo, jog angliavandeniai, tokie kaip gliukozé, laktozé ar krakmolas gali veikti
keratinoliziniy fermenty gamyba. Nors Sios medziagos gali slopinti kai kuriy keratinaziy gamybg (e
Silva ir kiti, 2014), yra apraSyta atvejy, kai gliukozé stimulivoja Bacillus pumilis, o sacharozé
stimuliuoja B. subtilis kamieng KD-N2 (Cai ir kiti, 2008; Son ir kiti, 2008). Sie rezultatai rodo, kad

anglis néra ribojantis veiksnys ir kad bakterijos hidrolizuoja kerating tam, kad gauty daugiau azoto.

1.9 Keratinolizinj aktyvuma turin€iy fermenty heterologiné raiSka

Fermentus galima gauti 1§ jvairiy Saltiniy, jskaitant augalus, gyviinus, Zzmones ir
mikroorganizmus. Siuo metu daug komerciniy fermenty gaunami biotechnologiniu biidu, taikant
rekombinantinés DNR technologijos metodus. Naudojant rekombinantinés DNR technologija per
trumpg laikg galima pagaminti didel] kiekj baltymy. ISsamiai analizuojant biokatalizatoriy
biochemines savybes ir mechanizmus, mokslininkai siekia sukurti fermentus, kuriy katalizinis
efektyvumas prilygty nattiraliy fermenty kataliziniams gebéjimams ir tuo paciu turéty savybiy, kurios
leidzia efektyviau sintetinti Siuos rekombinantinius baltymus skirtinguose Seimininkuose (Salleh,
2020).

Natyviis keratinazes gaminantys mikroorganizmai turi trukumy, jskaitant mazg sintetinamo
fermento iSeigg ir aktyvuma, léta mikroorganizmy augima, o tai trukdo keratinoliziniu aktyvumu
pasizyminc¢iy fermenty pritaikymui pramongje. Heterologiné baltymo sinteze gali padéti jveikti tokius
sunkumus (Park ir kiti, 2020).

E. coli yra geriausiai iStirtas modelinis mikroorganizmas, todé¢l placiai naudojamas kaip
rekombinantiniy keratinaziy sintezés Seimininkas. Keratinaziy i§ jvairiy bakterijy, tokiy kaip B.
licheniformis (Nnolim, Mpaka ir kiti, 2020), B. subtilis (S. Gupta ir kiti, 2017), B. pumilus (Rajput ir
Gupta, 2013), Pseudomonas aeruginosa (Pan ir kiti, 2021), Actinomadura viridilutea (Ben Elhoul ir
kiti, 2016) ir Deinococcus radiodurans (Tang ir kiti, 2021) heterologiné sintez¢ buvo atlikta bitent
E. coli bakterijose. Keratinoliziniy fermenty sintezé Siuose mikroorganizmuose turi nemazai
privalumy: greitas bakterijy augimas, rekombinantinés keratinazés indukcijai kontroliuoti ir

gryninimo procesams supaprastinti galima naudoti daugybe vektoriy, rekombinantinés keratinazés
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sintez¢ galima reguliuoti konstitutyviais, indukciniais arba savaime indukuojamais promotoriais
(Yahaya ir kiti, 2021). Siekiant optimizuoti rekombinantinio baltymo sintez¢ gali buti naudojami
jvairts E. coli kamienai.

Vienas dazniausiai naudojamy E. coli kamieny heterologinei keratinaziy sintezei atlikti yra
BL21(DE3) (Rahimnahal ir kiti, 2023; Parinayawanich ir kiti, 2021; Ma ir kiti, 2024). Sios lastelés
neturi Lon proteazés, kuri skaido daugelj svetimy baltymy bei proteazés OmpT, kuri geba skaidyti
ekstralgstelinius baltymus. Taip pat Sis kamienas turi lizogeninj A profaga DE3 ir T7 RNR
polimerazés gena, todél gali biiti derinamas su T7 raiSkai skirta sistema (Gottesman, 1996).

Nors BL21(DE3) kamiene sékmingai susintetinta tukstanciai rekombinantiniy baltymy
dideliais kiekiais, taciau kartais sintez€¢ nepavyksta dél baltymo toksiSkumo, kuris gali sukelti net
lasteliy lize. Siekiant iSvengti tokio rezultato, baltymy sintezei gali biiti naudojamas 1§ E. coli
BL21(DE3) iSvestas C41(DE3) kamienas, turintis susilpnintg Piacweax promotoriy, kuris padeda
apsaugoti lasteles nuo lizavimosi ir leidZia lgsteléms sintetinti toksiSkus baltymus (Dumon-seignovert
ir kiti, 2004).

Kita problema su kuria galima susidurti vykdant rekombinantiniy baltymy sinteze
heterologiniame Seimininke, tai kodony naudojimo skirtumai tarp organizmy. Raiskos Seimininko
naudojami kodonai kartais sukelia rémelio poslinkj, prieslaikinj transliacijos nutraukimg ir klaidinga
aminorigsciy inkorporavimg, dél kuriy sumazéja produkto kokybé arba negaunama gera sintezés
iSeiga. Siekiant jveikti tokig problemg, galima pasirinkti £. coli Rosetta (DE3) kamiena, kuris yra
skirtas sustiprinti baltymy, turinCiy E. coli retai naudojamy kodony, sintez¢. Rosetta (DE3) turi
pRARE plazmidg, kurioje kartu ekspresuojami Arg, Ile, Leu, Leu, Pro ir Gly aminoacil-tRNR
sintezés genai (De ir kiti, 2010).

Norint susintetinti rekombinantinj baltyma, reikia pasirinkti vektoriy, kuriame bus jliguotas
tikslinis genas. Daugumoje moksliniy tyrimy, siekiant sukurti heterologinés raiSkos sistema E. coli
bakterijose, yra naudojami pET serijos raiSkos vektoriai (Zhang ir kiti, 2020; Rahimnahal ir kiti,
2023). Jie turi T7 RNR polimerazés promotoriy ir lac operatoriy (1.6 pav.). Sie vektoriaus elementai
uztikrina, kad tikslinio baltymo sintezé bty kuo mazesné iki jo raiSkos indukcijos. Kol terpéje néra
induktoriaus, lac operatorius neaktyvus, T7 RNR polimerazé néra sintetinama arba sintetinama labai
silpnai, todél baltymo genas netranskribuojamas (Sevastsyanovich ir kiti, 2010). Naudojant T7 RNR
polimerazés/promotoriaus sistema, po indukcijos tikslinis baltymas gali sudaryti net apie 50 % visy
lastelés baltymy (Graumann ir Premstaller, 2006). Naudojant $ig sistema reikia pasirinkti tinkamag
bakterijy kamiena, kuris turi lizogeninj ADE3 profaga, T7 RNR polimerazés geno kopija ir Sio geno
raiSka reguliuojantj lac represoriy (Dyson ir kiti, 2004).
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1.6 pav. Geny ekspresijos reguliavimo strategija naudojant pET raiskos sistemg (Beselin ir Lilly, 2014).

Naudojant pET vektoriy sistemg yra paprasta prie baltymo prikabinti zyme, pvz. His inkaring
seka, kuri padés iSgryninti rekombinantin} baltymg. Esant $iai Zymei keratinaz¢ galima gryninti
naudojant Ni?* giminingumo chromatografija, i§vengiant klaidingo sulankstymo atvejy (Dedavid E
Silva ir kiti, 2014). Kita vertus, jei rekombinantinés keratinazeés nepavykty iSgryninti Siuo metodu dél
didelio joniniy arba hidrofobiniy liekany kiekio, galima pritaikyti kitus gryninimo metodus.
Pavyzdziui, dviejy rekombinantiniy keratinaziy KerSMF ir KerSMD i§ Stenotrophomonas
maltophilia, kurios turéjo daug hidrofobiniy liekany, iSgryninti naudojant Ni*" giminingumo
chromatografijg nepavyko, taciau fermentai buvo sékmingai i§gryninti taikant hidrofobinés sgveikos
chromatografijg (Fang ir kiti, 2014).

Siekiant padidinti rekombinantinio baltymo sintezés iSeigg, galima pasalinti baltymo sekoje
esancig signaling seka, kuri padeda baltymui patekti j ekstralgsteling ertme. Literatiiroje praneSama,
kad keratinazes i B. licheniformis MKU3 sintez¢ E. coli BL21(DE3) bakterijose buvo sumazéjusi,
kai i§ sekos nebuvo paSalintas signalinis peptidas. PaSalinus $ig seka, sintezés iSeiga padidéjo

(Rahimnabhal ir kiti, 2023).

1.10 Keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy fermenty pritaikymas

Keratinazés yra nepaprastai svarbi fermenty grupé del placios jy pritaikymo srities. Keratinazés
yra naudojamos tekstilés pramonéje, odos apdorojime, plovikliy gamyboje (Akhter ir kiti, 2020;
Bhange ir kiti, 2016; Srivastava ir kiti, 2020). Taip pat Sie fermentai naudingi siekiant eliminuoti
prionus, perdirbti keratino atliekas, farmacijos bei kosmetikos pramonéje, naudojant keratinazes
gydymui (Friedrich ir kiti, 2005; Ningthoujam ir kiti, 2019; Verma ir kiti, 2017). 1.7 paveikslélyje

pavaizduotos keratinoliziniy fermenty pritaikymo sritys.

15



Biodujy
gamyba

Komercinis apdorojimas I "
panaudojimas Tekstilés industrija
Perly S . Biotechnologinis . . [ Gyvany kailiy |
balinimas Kiti pritaikymai keratinaziy pritaikymas Odos industrija ‘ valymas
Detergentai Priony eliminacija

Higienos I Aknés ‘ Ausy sieros
__priemonés gydymas valymas

[ Trasos Pasary priedai

Keratininiy atlieky

Taikymas medicinoje
ir kosmetikoje

=

1.7 pav. Keratinoliziniu aktyvumu pasizyminciy fermenty pritaikymo sritys (Vidmar ir Vodovnik, 2018).

Keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai, turi platy biotechnologiniy pritaikymy
spektra dél savo gebéjimo hidrolizuoti jvairius, nattiraliai besikaupian¢ius gamtoje, keratino turincius

substratus bei veikti net ir ekstremaliomis saglygomis (Goda ir kiti, 2020).

1.10.1 Keratinaziy pritaikymas tekstilés pramonéje

Audinio susitraukimas bei apnaSos ant vilnos pluosto pavirSiaus sukelia daugybe problemy
vilnos pramonéje. Vilnos audiniai veliasi ir susidaro barjeras, kuris neleidzia prasiskverbti dazams,
norint nudazyti audinj. Anks¢iau cheminiai metodai buvo pagrindinis Siy problemy sprendimo biidas,
tac¢iau Sie metodai sumazina pluosto stipruma. Fermentinis apdorojimas yra alternatyva gerinant
vilnoniy audiniy kokybe (Demir ir kiti, 2008). Dazniausiai naudojami fermentai, siekiant pagerinti
vilnos pluosty kokybe, yra pasizymintys keratinoliziniu aktyvumu. Keratinazés hidrolizuoja
kryzminius disulfidinius rySius tarp pluosty, taip suteikdamos vilnos audiniams hidrofiliskuma,
atsparuma susitraukimui ir geresne prieiga dazui (Gunes ir kiti, 2018).

Siekiant paSalinti susikaupusias organines medziagas (iSmatos, Siaudai, dirvozemis) gyvuliy
kailyje, galima naudoti keratinazes, kurios padeda atkabinti atlickas nuo kailio. Sis procesas ne tik
padés tekstilés pramonéje, taciau taip pat sumazins gyviny meésos uzterSimo tikimybe (Navone ir

Speight, 2020).

1.10.2 Keratinaziy pritaikymas odos apdorojime

Odos pramonéje ir odos raugyklose yra sukaupiamas didelis atlieky kiekis. Sios lickanos tersia
vandenj, dirvoZzemj ir atmosferg bei sukelia rimty sveikatos sutrikimy Zzmonéms. DidZigja dalj
toksisky atlieky odos pramongje sukuria cheminis plauky salinimo procesas (Akhter ir kiti, 2020). Du
pagrindiniai odos pramonés terSalai yra kalkés ir natrio sulfidas (Briki ir kiti, 2016). Sulfido

koncentracijai virSijus 1 ppm, sukeliamas dirginimas, galvos skausmas ir pykinimas. Mirtina sulfido

16



koncentracija zmogui yra 800 mg. Siekiant iSvengti $iy gamtg terSianciy problemy, mokslininkai
iesko alternatyvy, jog biity galima iSvengti Sty sunkumy. Bacillus paralicheniformis MKU3 kamieno
sintetinamos keratinazés geb¢jimas hidrolizuoti plaukus, yra labai efektyvus. Atlikus odos fiziniy
savybiy analiz¢ nustatyta, jog fermentinis apdorojimas neturi neigiamo poveikio odos kokybei
(Santha Kalaikumari ir kiti, 2019). Bacillus subtilis ES5 kamienas taip pat sintetina keratinazg, kuria
galima pritaikyti odos pramonéje, ekologisku budu salinant plaukus nuo gyvuliy odos (Alamnie ir

kiti, 2023).

1.10.3 Keratinaziy pritaikymas plovikliy gamyboje

Fermenty naudojimas plovikliy sudétyje pagerina plovikliy gebéjima paSalinti jsisenéjusias
démes ir daro ploviklj saugiu aplinkai. Sie fermentai, palyginus su jprastomis proteazémis, pasizymi
didesniu substrato specifiskumu tiek tirpiems, tiek netirpiems baltymams. Sie fermentai gali lengvai
iSvalyti pieno, prakaito démes, kurias yra sunku pasalinti naudojant jprastas valymo priemones (Gong
ir kiti, 2015). Siais laikais daugelio skalbiniy plovikliy sudétyje yra fermenty misiniy, kuriuos sudaro
tokie fermentai kaip amilazes, celiulazes ir lipazés (Hmidet ir kiti, 2009). Keratinazés yra tinkami
fermentai naudoti plovikliuose. Pavyzdziui, aktinobakterijos Actinoalloteichus sp. MA-32 kamieno
keratinazeé pasizymi dideliu stabilumu ir suderinamumu su dauguma isbandyty komerciniy skalbiniy
plovikliy, o tai rodo, kad ji gali biiti jtraukta j skalbiniy ploviklio sudét. Kita keratinazé, iSskirta is
Paenibacillus woosongensis TKB2, naudojama skalbimo pramongje, siekiant pasalinti démes nuo
drabuziy, nepazeidziant audinio tekstiiros, o termostabilios keratinazés, iSskirtos i§ Bacillus sp. NDS-
10 turi pastebimg potencialg paSalinti kraujo démes i§ medvilnés audinio (Akram ir kiti, 2021; Paul,
Das, Mandal, Jana ir kiti, 2014). Remiantis Siais rezultatais galima teigti, kad Sios keratinazés gali

biiti naudinga alternatyva ir aplinkai nekenksminga plovikliy sudedamoji dalis (Manivasagan ir kiti,

2014).

1.10.4 Keratinaziy pritaikymas priony eliminacijoje

Prionai yra netaisyklingai susilankste¢ baltymai, sukeliantys mirtinas neurodegeneracines ligas
(Terry ir Wadsworth, 2019). Siekiant eliminuoti prionus, buvo naudojami jvairiis fiziniai bei
cheminiai metodai, tokie kaip autoklavavimas, veikimas natrio hidroksidu arba apSvitinimas vy
spinduliuote (Ernst ir Race, 1993; Gibbs ir kiti, 1978). Alternatyvus biidas yra fermentinis priony
degradavimas naudojant mikrobines keratinazes (Ningthoujam ir kiti, 2019). Sie fermentai yra
perspektyvus priony nukenksminimo jrankis, nes prioninio baltymo (PrPSc) agreguota struktura,
sudaryta i§ B struktiiry, yra panasi | B-keratino struktiirg. D¢l Sios priezasties keratinazés blokuoja
amiloidinio branduolio susidaryma bei atstato netaisyklingai susilanksciusius baltymus i neagreguota

biiseng (Rajput ir Gupta, 2013; Ningthoujam ir kiti, 2019). Yra nustatyta, jog B. licheniformis PWD-
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1 kamieno ir Streptomyces sp. keratinazés geba eliminuoti prionus (Rajput ir Gupta, 2013;
Tsiroulnikov ir kiti, 2004). Taip pat literatiiroje apraSyta keratinazé¢ KerZJ i§ Stenotrophomonas sp.
LMY gali efektyviai hidrolizuoti Zzmogaus priony baltymus $velniomis saglygomis, tad turi potencialg

biti pritaikyta medicinos pramonéje (Peng ir kiti, 2024).

1.10.5 Keratinaziy pritaikymas atlieky tvarkyme

Vienas i§ svarbiausiy keratinaziy pritaikymy yra keratininiy atlieky apdorojimas, naudojant,
pavyzdziui, visty plunksnas kaip fermentacijos substrata. Siy atlieky naudojimas yra skirtas dviem
tikslams: sumazinti fermentacijos iSlaidas fermenty gamybai ir taip pat sumazinti atlieky kiekj
aplinkoje (Verma ir kiti, 2017). Plunksnos sudaro iki 10 % viso vis€¢iuko svorio, o kasmetinis
plunksny, kaip $alutinio paukstininkystés pramonés produkto, kiekis siekia daugiau nei 7,7 x 10® kg
per metus. Si pertekling, sunkiai skaidoma medZiaga daznai biina imetama j aplinka, o tai gali tapti
rimta gamtos problema, nes yrant plunksnoms iSsiskiria siera turtingos medziagos, kurios kenkia
aplinkai (Grazziotin ir kiti, 2006). Keratinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai geba efektyviai
skaidyti keratino turin¢ias pauks¢iy plunksnas ir padéti iSvengti Sios tarSos problemos. Iki Siol atrasta
efektyviausia keratinaze, skaidanti pauksciy plunksnas, yra B. licheniformis sintetinama keratinazé

(Manczinger ir kiti, 2003).

1.10.6 Keratinaziy pritaikymas farmacijoje

Dazniausia keratinaziy panaudojimo sritis farmacijos pramonéje yra susijusi su fungicidiniy
vaisty panaudojimu (Vidmar ir Vodovnik, 2018). Vienas 1§ grybeliniy nagy infekcijy gydymo biidy
yra antimikotiniy vaisty vartojimas tiesiogiai ant pazeistos vietos. Pagrindinis Sio metodo trukumas
yra nago pavirSiaus nepralaidumas, turintis jtakos vaisty jsiskverbimui ir gydymo efektyvumui.
Siekiant pagerinti vaisto jsisavinimg, naudojami jvairiis mechaniniai (nagy dildinimas ir atskyrimas),
fiziniai (apdorojimas lazeriu ir drékinimas) ir cheminiai (veikimas karbamidu, tioglikolio riig§timi,
salicilo rugstimi) metodai (Shivakumar ir kiti, 2014). Keratinazes, skirtingai negu cheminiai metodai,
gali biiti labai veiksmingos atpalaiduojant nagy ploksteles, esant maZzoms fermento koncentracijoms.
Atlikty tyrimy metu iSsiaiSkinta, jog Paecilomyces marquandii keratinaz¢ yra tinkama siekiant

pagerinti prasiskverbima per keratininj nago sluoksnj (Mohor¢i¢ ir kiti, 2007).

1.10.7 Keratinaziy pritaikymas kosmetikoje

Keratinazés yra svarbiis fermentai ir dél potencialaus pritaikymo kosmetikos srityje. Sie
fermentai gali biiti naudojami sausos odos Salinimui, aknés bei zvynelinés gydymui (Vidmar ir
Vodovnik, 2018). Taip pat, vis daugéja tyrimy jrodanciy, jog Sie fermentai gali biiti jtraukiami |
depiliacinio kremo sudétj. Skirtingy gamintojy plauky Salinimo kremai skiriasi, tac¢iau dauguma

naudoja tokias chemines medZiagas, kaip tioglikolata, sumaiSyta su natrio hidroksidu arba kalcio
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hidroksidu, kad pasalinty plaukelius nuo odos epidermio. IS$siaiskinta, jog Sias chemines medziagas
galima pakeisti naudojant iSgrynintas keratinazes. Atlikti tyrimai su B. subtilis DP1 kamieno
keratinaze ir nustatyta, jog Sis fermentas yra tinkamas naudoti norint pasalinti plaukelius nuo odos

(Sanghvi ir kiti, 2016).

1.11 Hidrolizatai — biologiniu aktyvumu pasiZymintys peptidai

Keratino atlieky kiekis nuolat auga, todél kerating hidrolizuojantys mikroorganizmai gali biiti
naudojami ne vien tik siekiant tvarkyti atliekas, bet ir kaip priemoné iSgauti pridétinés vertés turincius
produktus — bioaktyvius peptidus (Sypka ir kiti, 2021). Bioaktyviis peptidai yra mazos molekulinés
maseés baltymy fragmentai, susidedantys i§ 2—20 aminortigS§¢iy liekany, kurios turi teigiama
fiziologinj poveikj in vivo (Martinez-Villaluenga ir kiti, 2017). Jie gali pasiZyméti antioksidaciniu,
prieSuzdegiminiu, prieSvéZiniu, antimikrobiniu, imunomoduliuojanciu ir antihipertenziniu poveikiais
(Zaky ir kiti, 2022). Remiantis 2023 m. duomenimis apskaiciuota, kad produkty, kurmy sudétyje yra
peptidy, rinka siekia daugiau nei 4,961 milrd. JAV doleriy per metus, o iki 2030 m. tikimasi, jog rinka
sieks 10,711 mlrd. JAV doleriy per metus (Bioactive Peptides Market..., 2024).

Viena i$ keratininiy substraty hidrolizaty panaudojimo sri¢iy — plunksny atlieky perdirbimas j
plunksny miltus, kurie naudojami kaip gyvuliy paSaras ar paSary papildai. Siuose perdirbtuose
produktuose yra gausu hidrofobiniy aminoriig§¢iy bei svarbiy aminoriigsiy, tokiy kaip cisteinas,
argininas ir treoninas. Be to, pasitelkus §j fermentinj atlieky apdorojimo metoda, gauti plunksny miltai
pasizymi didesniu virSkinamumu (Tiwary, 2012). D¢l Sios priezasties pasary papildams gaminti
naudojamos komercinés keratinazés (Versazyme) i$ B. licheniformis PWD-1 kamieno (Lionela ir kiti,
2021). Taip pat keratino turinCiy atlieky (plunksny, vilnos) hidrolizés produktai naudojami organiniy
traSy arba augaly biostimuliatoriy gamyboje (Zoccola ir kiti, 2015). Keratino hidrolizatus galima
panaudoti ir tokiose srityse kaip nanotechnologijos. 2019 m. Agarwal ir kiti nustaté, jog keratino
hidrolizatas buvo naudojamas stabilizuoti metaliniy nanodaleliy preparatus.

Tyrimai susije su keratinolizinias fermentais yra labai aktualiis visame pasaulyje. Keratinas yra
netirpi, spar¢iai gamtoje besikaupianti medziaga. Siais laikais labai svarbu didelj demesj skirti
tyrimams, kurie siekia atrasti ekologiskus metodus Salinant keratino turincias atliekas. Seni cheminiai
bei fizikiniai atlieky perdirbimo metodai terSia aplinka bei prisideda prie klimato kaitos, tad fermenty
panaudojimas Salinant atliekas prisidéty prie $iy opiy problemy sprendimo. Keratinoliziniu aktyvumu
pasizymintys fermentai atliecka svarby vaidmenj keratino perdirbime, o gauti hidrolizatai yra
pritaikomi jvairiose srityse. Norint geriau suprasti keratinaziy veikimg bei plésti Siy fermenty

pritaikyma, Sios krypties moksliniai tyrimai yra butini.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2. 1 Naudotos medziagos, prietaisai, bakteriju kamienai ir terpés

2.1.1 Darbe naudotos medZiagos

Bio-Rad, JAV: TEMED.

Carl Roth, Vokietija: agaras (Agar-Agar, BioScience), akrilamidas, amonio persulfatas, ampicilinas,
APS, bisakrilamidas, CaCl,, glicerolis, glicinas, kanamicinas, karbamidas, mieliy ekstraktas, NDS,
peptonas, TRIS.

HiMedia, Indija: K,HPO,.

HoneyWell, Pranciizija: etanolis.

Viskase, JAV: Membra-Cel MD34 14K MWCO membrana.

Merck, Vokietija: Chloramfenikolis, HCI, lizocimas, NaCl, pieno baltymai.

Sigma Aldrich, Vokietija: bromfenolio mélynasis, EDTA, etidizio bromidas, NH4Cl, triton X-100.
Thermo Fisher Scientific, JAV: rinkiniai — DreamTaq PCR Master Mix (2X), GeneJET Genomic
DNA Purification Kit, GeneJET PCR Purification Kit, GeneJET Plasmid Miniprep Kit, CloneJET PCR
Cloning Kit, Phusion Hot Start II High-Fidelity PCR Master Mix. DNR ir baltymy dydzio Zymenys —
GeneRuler™ 1kb DNR Zymuo, GeneRuler™ 1 kb Plus DNR Zymuo, PageRuler Unstained Protein
Ladder baltymy molekulinés masés zymuo, Pierce™ baltymy molekulinés masés Zymuo, SeeBlue™
baltymy molekulinés masés Zzymuo. Kiti — agaroze, 6x TriTrack DNA Loading Dye méginiy uznesimo
dazas, PageBlue staining solution baltymy dazas, restrikcijos endonukleazé FastDigest Ndel ir
FastDigest Xhol, T4 ligaze.

Tokyo Chemical Industry, Japonija: vilnos keratinas.

VWR (BDH), JAV: KH,PO,.

2.1.2 Darbe naudoti prietaisai

Autoklavas — VX-150 (Systec);

Baltymy elektroforezés aparatas — Mini-PROTEAN Tetra (BioRad);

Dezintegratorius (Sonics);

Didelio tiirio centrifiiga — Sigma 3-30K (Sigma);

Elektroforezés rezultaty fiksavimo sistema — MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems);
Elektroninés svarstyklés (KERN ADB);

Elektros srovés Saltinis (Amersham Biosciences Electrophoresis power supply EPS 601);
Geliy vartyklé (Biosan);Termocikleris — T100 (Bio-Rad);

Inkubatorius (Binder);

Laminarinis boksas — SAFE 2020.09 (ThermoScientific);
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Magnetiné Maisyklé (IKA RH Basic 2);

Laselinis bekiuvetis spektrofotometras — NanoDrop™ (ThermofisherScientific);
pH matuoklis (Mettler toledo);

Purtyklé (GFL 1083);

Spektrofotometras — Ultrospec 5300 pro (Amersham Biosciences);

Staliné centrifuga (Eppendorf 5424);

Terminé purtyklé (Biosan);

UV Sviestuvas (Merck);

Vorteksas (VELP Scientifica).

2.1.3 Darbe naudoti bakterijy kamienai
Siame darbe naudoti bakterijy kamienai pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudoty bakterijy kamieny pavadinimai bei jy apraSymai.

Kamienas AprasSymas Saltinis
SK-91 Mezofilinés Streptomyces bakterijos Sis darbas
E. coli DH5a 080lacZAM154(lacZYA-argF) U169 recAl endA1 | Invitrogen

hsdR17 phoA supE44 gyr496 A-thi-1 relAl

E. coli BL21 (DE3) fhuA?2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS . DE3 | Novagen
= A sBamHlo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7
genel) i21 Anind

E. coli C41 (DE3) F— ompT hsdSB (rB- mB-) gal decm (DE3) Lucigen
E. coli Rosetta (DE3) | F-ompThsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) pRARE Novagen
(CamR)

2.1.4 Darbe naudoti vektoriai
Siame darbe naudoti vektoriai pateikti 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Darbe naudoty vektoriy pavadinimai bei aprasymai.

Vektorius Aprasymas Saltinis

pJET1.2/blunt Klonavimo vektorius, Amp* Thermo Fisher Scientific
pET-21¢c(+) Raiskos vektorius, Amp" Novagen

pET-28b(+) Raiskos vektorius, Kan' Novagen

2.1.5 Darbe naudoti pradmenys
Siame darbe naudoti pradmenys pateikti 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Darbe naudoty pradmeny pavadinimai, jy seka bei seka, kurig siekiama pagausinti. Restrikcijos
endonukleaziy Ndel ir Xhol atpazinimo sekos pabrauktos.

Pradmens Tiksliné seka Pradmens seka

pavadinimas

SJ1F .. S'TCCGATCGCCACTTCTGTAT 3'
] CtpA panasi

SI2R Serino proteaze  I"srCCGAGGCCACTCAATACCG 3'

21



2.3 lentelés tesinys.

promotoriaus ir
terminatoriaus

Pradmens Tiksliné seka Pradmens seka

pavadinimas

SI3F Maza 5'AAAATGCGTCACCCCAAGGTC 3'

SJ4R n:ﬁfgfﬁfﬁgge 5TCAGAAGGTCTTGAACGCGGA 3'

SISF A AT 5'AAAATGCCGCTCGTCCGAAAC 3

SJ6R 5'AAATCACCCGGGTTTCACCGC 3'

SI7F Ekstralgsteliné 5'AGTCATATCCGTGGTCGCGAG 3'

SJ8R peptidazé STCAGAAGGTGAGGTTCCACGAG 3'

SIOF T tripsing pana&i | STGAGAAGGCTCATGGCCAC 3'

SJI0R proteaze STACGCTGAGGCTCAGAGCC 3'

SIIIF T tripsing pana$i | SGTGAAGAAGAACCGACTGGTCA 3'

SJI2R proteaze STTCACGGGTTACAGCGTGG 3

SJ13F Pre-pro-metalo STACATCAAGTGACCAACAGACGA 3'

SJ14R proteaze PrtV STTTATCGACTACTTGGTCGACGG 3'

RSJ34F28 S'ATTATCATATGCGTCACCCCAAGGTCCTCAA 3'

RSJ34R28 Maza S'ATTATCTCGAGTCAGAAGGTCTTGAACGCGGAGG
ekstralgsteliné T3

RSJ34R21 neutrali proteazé | SATTATCTCGAGGAAGGTCTTGAACGCGGAGGT 3'

BSRSJ34F 5" ATTCATATGGCCGACACCGACAGGGCTGT 3'

RSJ78F28 5' ATTATCATATGGTCGCGAGCGCCGCGATC 3'

RSJ78R28 S'ATTATCTCGAGTCAGAAGGTGAGGTTCCACGAGT
Ekstralgsteliné 3'

RSJ78R21 peptidazé S'ATTATCTCGAGGAAGGTGAGGTTCCACGAGTCGA

TGTAGCCGGT 3'

BSRSJ78F 5" ATATTATCATATGGCCGCCCCGGGCGCTGC 3'

RSJ910F28 5' ATATTACATATGGCCACGGTCGCGGGGGC 3'

RSJ910R28 ] tripsing panasi S'ATTATACTCGAGTCAGAGCCGGTCCGGGCGCT 3'

RSJ910R21 proteazé S'ATTATCTCGAGGAGCCGGTCCGGGCGCTTCC 3!

BSRSJ910F S'ATTACATATGGTCGTCGGAGGGCAGGAGGC 3'

RSJ1314F28 S'ATTATCATATGACCAACAGACGACGGGCGATCA 3'

RSJ1314R28 S'ATTATCTCGAGCTACTTGGTCGACGGGCCAACCTG
Pre-pro-metalo AA 3

RSJ1314R21 proteaze PrtV S'ATTATCTCGAGCTTGGTCGACGGGCCAACCTGAA

3

BSRSJ1314F S'ATTACATATGGACAGCGACGGCAACGTGTC 3'

T7 prom-F Vektoriaus seka STAATACGACTCACTATAGGG 3'

T7 term-R tarp T7 5'GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3'

2.1.6 Darbe naudotos terpés bakterijuy kultivavimui

Siame darbe naudotos bakterijy kultivavimo terpés pateiktos 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Mitybinés terpés bakterijy kultivavimui ir jy sudétys.

[Auginimo terpé

Sudétis

LB

1 % peptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,5 % NaClL
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2.4 lentelés tesinys.
[Auginimo terpé [Sudétis

Pusiau sintetiné 0,05 % NH4CI, 0,05 % NaCl, 0,03 % K2HPO4, 0,03 % KH2PO4, 0,01 % mieliy
lkeratino terpé ckstraktas, 0,1 % vilnos keratinas (standZiai terpei 1,5 % agaro).

Pieno terpé 0,05 % NH4CI, 0,05 % NacCl, 0,03 % K2HPO4, 0,03 % KH2PO4, 0,01 % mieliy
ekstraktas, 0,1 % pieno milteliai (standZiai terpei 1,5 % agaro).

Mitybiniy terpiy paruoSimo metodas aprasytas 2.2 skyriuje.
2.2 Mitybiniy terpiy ruoSimas

Komponentai (2.4) sudedami j kolbg, iStirpinami ir iki reikiamo turio terpé privedama vandeniu.
Skysta terpé iSpilstoma ; mégintuvelius. Terpés sterilizuojamos 112 °C arba 121 °C temperatiiroje,
susidarius 0,5 arba 1 atmosferos slégiui — 15 min. arba 20 min. Jeigu reikia, po sterilinimo jdedama
ampicilino, chloramfenikolio ir (ar) kanamicino. Sterilios terpés su agaru iSpilstomos j Petri Ieksteles po

25 mL.

2.3 Genominés DNR skyrimas

Izoliatas SK-91 pademonstraves didelj keratinolizinj aktyvuma buvo auginamas skystoje LB
terpéje 8—16 val. 30 °C temperatiiroje, 180 aps./min. greiCiu. Siekiant iSskirti genoming DNR buvo

naudojamas GeneJET Genomic DNA Purification Kit rinkinys.

2.4 DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

Norint vizualizuoti DNR, vykdoma DNR elektroforezé agaroziniame gelyje. Geliui formuoti
naudojamas 1x TAE buferinis tirpalas (40 mM Tris, 20 mM acto riigsties, 1 mM EDTA), kuriame Sildant
buvo iStirpinama 0,8 % agarozés. Tirpalui atvésus jdedama 0,5 pg/mL etidzio bromido. Tirpalas
supilamas j gelio formavimo indel; ir jstatomos Sukutés, kurios suformuoja sulinélius. Po 30 min., geliui
sustingus, indelis perkeliamas j vonele ir panardinamas 1x TAE buferiniame tirpale. | pirmajj Sulinelj
jleidziami 5 uL GeneRuler™ 1 kb DNR Zzymens. DNR méginys sumaiSomas su 6x uzne$imo dazu ir
leidziamas | gelio Sulinélj. Elektroforezé vykdoma esant 100 V jtampai. Po elektroforezés gelis
vizualizuojamas naudojant UV §viesa MiniBIS Pro aparatu.

ISskirtos genominés DNR sekoskaita atliekama jmonéje ,,Nanodiagnostika®. Gavus genomo
sekoskaitos rezultatus, buvo vykdomas genomo surinkimas, naudojant Shovill algoritma bei genomo
anotavimas, naudojant Prokka jrankj. Tuomet atlikta bioinformatiné genomo analizé¢ ir remiantis

moksline literatiira atrinkti septyni fermentai galimai atsakingi uz keratino skaidyma.

2.5 Keratinoliziniy fermenty geny pagausinimas PGR metodu

Atrinkty, galimai keratinoliznj aktyvumg turin¢iy, fermenty genai buvo gausinami PGR metodu
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naudojant Phusion Hot Start II High Fidelity PCR Master Mix rinkinj. Phusion polimerazé¢ buvo
pasirinkta tam, jog iSvengti mutacijy tiksliniy geny sekose, nes $i polimerazé pasizymi ,klaidas
taisanciu” 3' — 5' egzonukleaziniu aktyvumu. Pradmenys SJ1F, SJ2R, SJ3F, SJ4R, SJ5F, SJ6R, SJ7F,
SJ8R, SJ9F, SJ10R, SJ11F, SJ12R, SJ13F ir SJ14 buvo sukurti pagal atrinkty fermenty geny sekas.
Ruosiama 50 pL reakcijos miSinio, kurj sudaro 1x Phusion HS II HF Master Mix, po 0,5 pM tiesioginio
ir grjiztamojo pradmeny, SK-91 izoliato genominé DNR (2.3) ir H2O iki reikiamo reakcijos miSinio tiirio.
Kontrolinis méginys ruo$iamas genoming DNR pakei¢iant H2O. Paruo$ti méginiai ir kontrolinis
meginys dedami j Bio-Rad termociklerj. Reakcija vykdoma nustatant Sias salygas: 1. Pirminé DNR
denatiiracija — 98 °C 3 min., 2. DNR denatiiracija — 98 °C 8 sek., 3. Pradmeny prilydimas — temperatiira
parenkama priklausomai nuo pradmeny seky 20 sek., 4. Sintez¢ — 72 °C 1 min. 30 sek., 5. Reakcijos
uzbaigimas — 72 °C 8 min. 2—4 ciklai kartojami 34 kartus. Pagausinti PGR produktai po analizes (2.4)
i8skiriami 1§ agarozés gelio naudojant GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj
arba gryninami i§ PGR reakcijos miSinio naudojant GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific) rinkinj. Méginiy koncentracija nustatoma naudojant NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific)
aparatg. Pagausinti fragmentai siunciami sekoskaitai j jmone¢ ,,Nanodiagnostika“, o gauti rezultatai
naudojami palyginti gautas sekas su teorinémis atrinkty fermenty sekomis.

Istikinus, jog gauti fragmentai atitinka tiksliniy geny sekas, sukurti pradmenys su Ndel ir Xhol
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietomis (2.3 lentel¢), kurie PGR metu leido padauginti pilnus
tikslinius genus bei genus be siganlinés sekos. Tuomet atliktas PGR pagal anks¢iau nurodytas sglygas,

o0 iSgryninti fragmentai naudojami klonavimo darbams vykdyti.

2.6 Tiksliniy genuy klonavimas i pJET1.2/blunt vektoriy

Siekiant atlikti pirminj PGR produkty klonavimg, pasirinkta naudoti pJET1.2/blunt klonavimo
vektoriy, kuris turi atsparumo ampicilinui gena. Sis vektorius yra skirtas klonavimui bukais galais, todél
tiksliniai genai buvo pagausinti, naudojant Phusion polimerazg (2.5). Ligavimo reakcija buvo atliekama
naudojant CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj. Ligavimo salygos ir reagenty

santykiai pasirinkti pagal gamintojo nurodymus.

2.7 Chemiskai kompetentiniy lasteliy ruoSimas

Reikiami bakterijy kamienai uZs¢jami ant agarizuotos LB terpés su atitinkamu (-ais) antibiotiku
(-ais) ir inkubuojami 37 °C temperatiiroje 16-20 val. UZaugus lasteléms, viena kolonija uzséjama i
5 mL LB terp¢ su atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais) ir auginama 37 °C temperatiiroje per naktj maiSant
180 aps./min. grei¢iu. I 100 mL LB terpés su atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais) inokuliuojama 1 %
naktinés kultiiros. Toliau auginama tol, kol Igstelés pasiekia 0,4 optinio vieneto tankj (matavimas

atlickamas naudojant spektrofotometra esant 600 nm bangos ilgiui). Auginimas sustabdomas perkeliant
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kulttirg 10 min. i ledo vonig. Lastelés surenkamos 4 °C temperatiiroje centrifuguojant 30 sek. 10 000 x
g greiCiu. Supernatantas nupilamas, o lastelés resuspenduojamos 1 mL atSaldyto sterilaus 100 mM CaCl,
tirpalo. CaCl, padeda sumazinti kriiviy atostimj tarp neigiamai jkrautos lgstelés membranos bei
neigiamg kriivj turin¢ios DNR (Rahimzadeh ir kiti, 2016). Po 30 min. Saldymo 4 °C temperatiiroje
lastelés surenkamos centrifuguojant 30 sek. 10 000 x g greiiu, supernatantas nupilamas, lastelés
resuspenduojamos 0,2 mL atSaldyto 100 mM CaCl, tirpalo. Kultira valandai perkeliama j 4 °C

temperatura.

2.8 Cheminé lasteliy transformacija

Siekiant transformuoti bakterijy lasteles, 0,2 mL Saltai latkomy kompetentiniy lasteliy atsargiai
sumaiSomos su 5 uL. DNR. MiSinys valandg inkubuojamas 4 °C temperatiiroje. Tuomet lgstelés su ligatu
perkeliamos 2 min. ] 42 °C temperatiirg tam, jog membranoje susidaryty poros. Po inkubacijos Igstelés
perkeliamos j ledo vonig ir Saldomos 2 min., kad susiformavusios poros susitraukty. Atlieckamas Igsteliy
gaivinimas su 0,2 mL LB terpés termomaiSykléje 37 °C temperatiiroje, purtant Igsteles 220 aps./min.
grei¢iu 1 valanda. Po gaivinimo, lastelés glaistymo metodu iSséjamos ant agarizuotos LB terpés su

atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais) ir auginamos 37 °C temperatiiroje 16 val.

2.9 Teigiamy transformanty atranka

Po cheminés E. coli DH5a lasteliy transformacijos (2.8) teigiami klonai buvo atrenkami pagal
neigiamy klony eliminavimo metoda. pJET1.2/blunt klonavimo vektorius turi letaly gena, kuris yra
inaktyvuojamas, kai j vektoriaus multikloninj saitg jsiterpia tikslinis genas ir pertraukia nukleazés gena.
Tokiu atveju lastelés gali augti ant terpés su ampicilinu. Jeigu tikslinis genas nebiity jterptas, vektorius
susiliguoty su savimi ir biity sintetinama nukleazé, kuri suardyty DNR. Siekiant atrinkti transformantus
su raiskos vektoriais, atranka vykdoma su atitinkamais antibiotikais bei atliekant kolonijy PGR metoda

(2.13)

2.10 Plazmidinés DNR skyrimas

Transformanty kolonija uzs¢jama j 5 mL LB mitybinés terpés su atitinkamu (-ais) antibiotiku
(-ais) ir auginama 12-16 val. 37 °C temperatiiroje, 180 aps./min. grei¢iu. Plazmidiné DNR i§skiriama
18 E. coli lasteliy naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkin;.
Reakcijos atliekamos remiantis gamintojo nurodymais. ISskirtos plazmidés buvo patikrinamos DNR

elektroforezés agaroziniame gelyje metodu (2.4).

2.11 Restrikciné analizé

I8skirtos plazmidés patikrinamos restrikcinés analizés metodu. Siekiant iSkirpti tikslinj fragmenta

atlickama dviguba restrikcija naudojant dvi restrikcijos endonukleazes Ndel ir Xhol. Reakcijos miSinj
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sudaro 10x buferinis tirpalas, restrikcijos endonukleazé (fermento kiekis pasirenkamas priklausomai
nuo norimo sukarpyti DNR kiekio), DNR, H>O iki reikiamo reakcijos tiirio. Komponentai sumaiSomi ir
inkubuojami 5 min. 37 °C temperatiiroje. Reakcija vykdoma pagal gamintojo nurodymus (Thermo

Fisher Scientific). Sukarpyti méginiai analizuojami DNR elektroforezés metodu (2.4).

2.12 Ligavimas | raiSkos vektorius

Po dvigubos restrikcijos (2.11), tiksliniai fragmentai iSgryninami i§ gelio ir liguojami su
pET-21c(+) bei pET-28b(+) raiskos vektoriais, kurie buvo linearizuoti Ndel ir Xhol restriktaziy ir
iSvalyti 1§ agarozes gelio. Ligavimo reakcija vykdoma 16 val. 4 °C temperatiiroje naudojant T4 ligazg.
Reakecijos salygos parinktos pagal gamintojo nurodymus (Thermo Fisher Scientific).

Po reakcijos gautas ligato miSinys cheminés transformacijos budu (2.8) buvo transformuojamas |
chemiskai kompetentines E. coli DH5a lasteles (2.7). Po transformacijos lastelés turin¢ios pET-21c(+)
vektoriy buvo i$sétos ant selektyvios agarizuotos LB terpés su ampicilinu (100 pg/mL), o lastelés

turin¢ios pET-28b(+) vektoriy iSsétos ant standzios LB terpés su kanamicinu (50 pg/mL).

2.13 Kolonijy PGR

Tam, jog jsitikinti, ar transformantai turi vektoriy su tiksliniu genu, vykdomas kolonijy PGR
metodas. PGR atlieckamas naudojant DreamTaq PCR Master Mix (2X) rinkinj. RuoSiama 20 pL
reakcijos miSinio, kurj sudaro 1x DreamTaq PCR Master Mix, po 0,5 uM tiesioginio T7 promotoriaus
ir griztamojo T7 terminatoriaus pradmeny, transformanty kolonijy biomasé¢ ir H,O iki reikiamo
reakcijos miSinio tiirio. Paruosti méginiai dedami j Bio-Rad termociklerj. Reakcija vykdoma nustatant
Sias sglygas: 1. Pirminé DNR denatiiracija — 95 °C 2 min. 30 sek., 2. DNR denatiracija — 95 °C 30 sek.,
3. Pradmeny prilydimas — 49 °C 30 sek., 4. Sintezé¢ — 72 °C 2 min. 30 sek., 5. Reakcijos uzbaigimas —
72 °C 10 min. 2—4 ciklai kartojami 30 karty. Rezultatai analizuojami DNR elektroforezés metodu (2.4).

2.14 Rekombinantiniy baltymu sintezé

E. coli transformantai, turintys reikiama raiskos vektoriy su tiksliniu genu auginami LB terpéje su
atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais) 12—-16 val. 37 °C temperatiiroje, maiSant 180 aps./min. greiciu. Po
auginimo 1 % naktinés kultiiros perkeliama j 100 mL LB terp¢ su atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais).
Toliau auginama tol, kol lastelés pasiekia 0,4 optinio vieneto tankj (matavimas atlieckamas naudojant
spektrofotometrg esant 600 nm bangos ilgiui). Pasiekus reikiama optinj tankj, i terpe su E. coli idedama
0,5-1 mM galaktozes analogo izopropil-f-D-1-tiogalaktopiranozido (IPTG), siekiant nustatyti optimalias
tikslinio baltymo sintezés salygas. Po indukcijos lgstelés auginamos 24 val. Pirmas 3 valandas kas
valandg bei 24-ta valanda nuo indukcijos pradzios imami indukuoty ir neindukuoty lasteliy méginiai.

Lasteliy imama tiek, kad jy kiekis indukcijos pradzioje (nuling valandg) ir analizuojamg valanda buty
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vienodas. Indukuotos ir neindukuotos lgstelés surenkamos centrifuguojant 20 000 x g grei€iu 30 sek. ir
uzpilamos 4x baltymy uznesimo buferiniu tirpalu (240 mM Tris-HCI pH 6,8; 40 % glicerolio; 8 % NDS;
0,04 % bromfenolio mélynojo). Baltymy méginiy profilio analizé atlickama natrio dodecilsulfato

poliakrilamidinio gelio elektroforezés (NDS-PAGE) metodu (2.15).

2.15 Glicininé baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis sglygomis

Tam, jog isitikinti, ar bakterijos sintetina rekombinantinj baltyma, molekulinés masés analize
vykdoma atliekant baltymy frakcionavimg natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezés
metodu. Gelis frakcionavimui formuojamas tarp dviejy stikliuky. Frakcionavimui buvo paruoSiami du
geliai: 12 % skirstomasis gelis (12 % akrilamidas / bisakrilamidas (29:1); 390 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1
% NDS; 0,1 % APS; 0,001 % TEMED; dist. H2O) ir 4 % koncentruojamasis gelis (4 % akrilamidas /
bisakrilamidas (29:1); 130 mM Tris-HCI1 pH 6,8; 0,1 % NDS; 0,1 % APS; 0,001 % TEMED:; dist. H>O).
Visy pirma, pilamas skirstomasis gelis, o ant jo pilamas vanduo. Gelis paliekamas stingti kambario
temperatiiroje. Po 30 min., kai gelis sustingsta, vanduo nupilamas ir uzpilamas koncentruojamasis gelis,
jstatomos Sukutés, kurios formuoja Sulin¢lius ir kai gelis sustingsta, yra iStraukiamos. Suformuotas
frakcionavimo gelis perkeliamas ] elektroforezés aparata, i kurj iki tam tikros ribos yra jpilamas Tris-
glicino-NDS elektroforezés buferinis tirpalas (190 mM glicinas; 25 mM Tris-HCl pH 8,3; 0,1 % NDS).
Meéginiai paruoSiami naudojant 4% baltymy uzneSimo buferinj tirpalg (40 % glicerolis; 240 mM Tris-
HClpH 6,8; 8 % NDS; 0,04 % bromfenolio mélynasis). | pirmajj Sulinelj jneSama tinkamo 5 pL baltymy
standarty miSinio, o ] kitus jneSama po 20 pL paruosto méginio. Elektroforezei atlikti naudojamas
20 mA srovés stipris, kuris méginiams peréjus ] skirstomajj gelj yra pakeliamas iki 40 mA. Po
elektroforezés, atsiskyre baltymai plaunami distiliuotu vandeniu 3 kartus po 10 min. ir per naktj dazomi
su PageBlue Staining Solution dazu. Nudazius gelj, jis atplaunamas distiliuvotu vandeniu ir

fotografuojamas MiniBIS Pro aparatu.

2.16 Zimografija — aktyvumo gelyje nustatymas

Po baltymy elektroforezés denatiiruojanéiomis sglygomis (2.15), gelis 30 min. plaunamas Tris-HCl
7,8 pH buferyje su 2,5 % Triton X-100. Po to, gelis plaunamas 3 kartus po 10 min. Tris-HCI1 7,8 pH
buferyje, taciau §j kartg be Triton X-100. Po plovimy, gelis dedamas | sterilig Petri lekstele ir yra
uzpilamas standZia pusiau sintetine keratino ir pieno terpe. Lekstelés inkubuojamos 30 °C temperatiiroje

iki kol bus matoma hidrolizés zona.

2.17 Tirpiu ir netirpiu baltymuy frakciju atskyrimas

Siekiant atskirti tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijas, E. coli transformantai, turintys tikslinius

genus, klonuotus j pET Seimos vektorius, auginami LB terp¢je su atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais).
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Vykdoma indukcija nustatytomis optimaliomis salygomis. Terpé su lastelémis centrifuguojama
8500 x g 15 min. Supernatantas nupilamas, o lastelés suspenduojamos 7,8 pH 50 mM Tris-HCI
buferiniame tirpale. Tuomet Iastelés surenkamos centrifuguojant tomis paciomis salygomis ir vél
suspenduojamos pH 7,8 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale santykiu 1:4 (lastelés:buferinis tirpalas).
Véliau lagstelés centrifuguojamos 8000 x g 15 min., suspenduojamos 8 pH 50 mM Tris-HCI buferiniame
tirpale ir ardomos ultragarsu 15 min. naudojant 10 sek. : 20 sek. (ardymas : Saldymas) intervalg (Sonics).
Tuomet méginys centrifuguojamas 15000 x g 10 min. — tokiu biidu yra atskiriamos tirpi ir netirpi
baltymy frakcijos. Baltymy gryninimui i§ netirpiy baltymy frakcijos naudojami 6 M karbamido turintys
buferiniai tirpalai. Gautos baltyminés nuosédos suspenduojamos su 50 mM Tris-HCL, 1 % Triton
X-100, pH 8 plovimo buferiniu tirpalu santykiu 1:10 ir inkubuojama 60 min. kambario temperatiroje.
Tuomet nuosédos surenkamos centrifuguojant 12000 x g 10 min., suspenduojamos su 50 mM Tris-HCI,
pH 8 plovimo buferiniu tirpalu santykiu 1:10 ir inkubuojama 60 min. kambario temperatiiroje. Toliau
nuosédos surenkamos centrifuguojant tomis paciomis sglygomis ir tirpinamos 50 mM Tris-HCIl, 6 M
karbamido, pH 8 buferiniame tirpale 60 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos iStirpinty baltymy
frakcija atskiriama centrifuguojant 12000 % g 10 min. Paruosti méginiai analizuojami glicininés baltymy

elektroforezés metodu (2.15).

2.18 Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Baltymy gryninimas atliekamas su frakcija, kurioje identifikuotas rekombinantinis baltymas.
Siekiant i§gryninti tikslinius baltymus, buvo atlickamas gryninimas naudojant Ni** giminingumo
chromatografijg. Gryninimo procediira paremta baltymo gale esanCiy SeSiy histidino aminoriig§¢iy
liekany inkaro saveika su Ni** jonais. Eliucija vykdoma su 500 mM imidazolu, eliucijos frakcijos

surenkamos ir analizuojamos NDS-PAGE (2.15) metodu.

2.19 Rekombinantiniy baltymu dializé

Baltymy dialize atliekama naudojant Membra-Cel MD34 14K MWCO membrang. Membrana su
baltymy ekstraktu (2.18) panardinama 10 karty didesnio tiirio atitinkamame 7,8 pH buferyje (2.5
lentele). Méginys buferiniame tirpale laikomas 24 val. (po 12 val. buferinis tirpalas pakei¢iamas nauju)

4 °C temperatiiroje, naudojant magneting maisykle.

2.5 lentelé. Dializés buferiniai tirpalai ir jy sudétis.

Dializés buferinio tirpalo Dializés buferinio tirpalo sudétis
pavadinimas
Buferinis tirpalas A 50 mM Tris-HCl 7,8 pH
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2.5 lentelés tesinys.

Dializés buferinio tirpalo Dializés buferinio tirpalo sudétis
pavadinimas

Buferinis tirpalas B 4 M karbamido, 50 mM Tris-HCI 7,8 pH
Buferinis tirpalas C 2 M karbamido, 50 mM Tris-HCI 7,8 pH
Buferinis tirpalas D 1 M karbamido, 50 mM Tris-HCI 7,8 pH

Po dializés, baltymai analizuojami NDS-PAGE (2.15) metodu. Taip pat analiz¢ atlieckama

zimografijos (2.16) bei agarozes Sulinéliy (2.20) metodais.

2.20 Fermento aktyvumo jvertinimas agarozés Sulinéliy metodu

Siekiant nustatyti iSgryninty rekombinantiniy baltymy aktyvumg, 100 pL gryninto
rekombinantinio baltymo supilama j agarizuotos pusiau sintetinés keratino terpés bei agarizuotos pieno
terpés Sulinélius. Lékstelés inkubuojamos 30 °C temperatiiroje. Po inkubacijos keratinolizinis

aktyvumas jvertinamas atsizvelgiant j hidrolizés zonos diametra ir rySkuma.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Remiantis bakalaurinio darbo metu atlikto tyrimo rezultatais, pasirinkta dirbti su Streptomyces sp.
SK-91 kamienu, kuris pademonstravo didelj aktyvumg skaidant keratino baltymy turin¢ius substratus.
Norint sukurti efektyvig heterologing keratinoliziniy geny raiskos sistema, pirmiausia yra butina atlikti

genomo analiz¢ bei atrinkti keratinolizinius baltymus koduojancius genus.

3.1 Keratinoliziniu aktyvumu pasiZymin¢io mikroorganizmo genomo analizé

Siekiant atrinkti baltymus, kurie turéty keratinolizin] aktyvuma, pasirinkta atlikti Streptomyces
genéiai priklausan¢io mikroorganizmo genomo sekoskaita. Siuo tikslu, buvo i§skirta atrinkto izoliato

genomin¢ DNR (3.1 pav.).

M 1

20 000 bp
10 000 bp

7 000 bp
5000 bp
4000 bp
3000 bp

3.1 pav. DNR elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. Paaiskinimai: M — Thermo Scientific GeneRuler 1 kb
Plus DNR zymuo. 1 — Streptomyces sp. SK-91 izoliato genominé DNR. Tikslinis fragmentas apibréztas raudona
spalva.

Gavus sekoskaitos rezultatus, buvo vykdomas genomo surinkimas, naudojant Shovill algoritma,
bei genomo anotavimas, naudojant Prokka jrankj. Tuomet atlikta bioinformatiné genomo analizé
naudojantis SnapGene programa ir remiantis moksline literatiira atrinkti septyni fermentai galimai

atsakingi uz keratino skaidyma (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Streptomyces genciai priklausancio izoliato fermentai, kurie yra potencialiai atsakingi uz keratino
skaidyma.

Fermentas Suteiktas fermenta | Fermento geno dydis
koduojancio geno (bp)
pavadinimas

I CtpA panasi serino proteazé kerl2 1170

Maza ekstralasteliné neutrali proteazé ker34 657

Aminopeptidazé¢ N ker56 1491

Ekstralasteliné peptidazé ker78 1803

I tripsing panasi proteaze ker910 789
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3.1 lentelés tesinys.
Fermentas Suteiktas fermenta | Fermento geno dydis

koduojancio geno (bp)

pavadinimas
I tripsing panasi proteazé kerllli2 783
Pre-pro-metalo proteazé PrtV keri314 2409

Atrinkty geny dydis svyruoja nuo 657 bp iki 2409 bp.
3.1.1 I CtpA panasi serino proteazé

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog i CtpA panasSios serino proteazes kerl2
geno seka turi 99,74 % panasuma su Streptomyces gardneri S41 Seimos peptidaze. Analizuojant
MEROPS ir NCBI duomeny bazes, nustatytos baltymo aktyviajame centre esancios aminoriigstys,
kurios sudaro katalizing diada: 304-oje pozicijoje esantis serinas ir 329-0je pozicijoje lizinas. Tokia
kataliziné¢ diada yra konservatyvi ir biidinga S41 Seimai priklausanioms serino proteazéms
(3.2 pav.). Nustatyta, jog baltymas priklauso S41A peptidaziy poseimiui pagal aktyviojo centro
sekOJe esancius motyvus Gly-Thr-Met-Ser ir Thr-Phe- Gly—Lys
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Variabilu Konservatyvu

Nepakanka duomeny

3.2 pav. kerl2 geno koduojamo j CtpA panasios serino proteazés aminoriigsciy seka. Juoda spalva apibréztas
signalinis peptidas, zalia spalva apibréztos katalizinés liekanos.

Literatiiros analizés metu nustatyta, jog S41 Seimai priklausanc¢ios proteazés turi gebéjima skaidyti
keratino turin€ius substratus, pavyzdziui viSty plunksnas (Qiu ir kiti, 2020). 2019 m. Kang ir kiti nustate,
jog auginant Fervidobacterium islandicum AW-1 kamieng ant terpés papildytos visty plunksnomis,
sustipréja S41 Seimos peptidazés sinteze lastelése, o tai gali biti tiesiogiai susije su plunksny irimu.

Siekiant patvirtinti Siuos duomenis, reikalinga atlikti Sio baltymo sintezg.
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3.1.2 Maza ekstralasteliné neutrali proteazé

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog mazos ekstralgstelinés neutralios
proteazés ker34 geno seka turi 100 % panasuma su Streptomyces gardneri snapalizino baltymu.
Analizuojant MEROPS ir NCBI duomeny bazes, nustatyta, jog baltymas priklauso M7 Seimos
metaloendopeptidazéms, kurioms yra biidingas konservatyvus His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-
Asp motyvas. Aktyviajame centre, 162-oje pozicijoje esanti glutamo rugstis, yra kataliziné liekana
(3.3 pav.).

1 11 21 31 41
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Variabilu Konservatyvu
Nepakanka duomeny

3.3 pav. ker34 geno koduojamos mazos ekstralgstelinés neutralios proteazés aminoriigd¢iy seka. Juoda spalva
apibréztas signalinis peptidas, Zalia spalva apibrézta kataliziné liekana.

Literatiiros analizés metu nustatyta, jog $i cinko metaloendoproteazé i§ Streptomyces caespitosus
yra viena 1§ maziausiy proteaziy. Fermentas demonstruoja didel; aktyvumga skaidant plataus
specifiSkumo substratg — azokazeing (Kurisu ir kiti, 1997). Siekiant patvirtinti Siuos duomenis
reikalinga atlikti Sio baltymo sinteze.

3.1.3 Aminopeptidazé N

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog aminopeptidazés N ker56 geno seka turi
100 % panaSuma su Streptomyces gardneri M1 Seimai priklausancia metalopeptidaze. Atlikus
analize¢ naudojant MEROPS ir NCBI duomeny bazes, nustatyta jog tikslinis baltymas priklauso M1
Seimai, nes katalizinj cinko jong jungia du histidinai ir glutamatas. Histidinai yra His-Glu-X-X-His
motyve vienoje ilgoje spiral¢je, o glutamatas kitoje antilygiagrecioje spiraléje. Manoma, kad
katalizinis mechanizmas priklauso nuo vandens molekulés aktyvavimo cinko jonu. Zinoma, kad
glutamatas esantis 325-oje pozicijoje yra svarbus katalizei, taciau taip pat Siame procese gali biiti

jtrauktas ir tirozinas esantis 374-oje pozicijoje (3.4 pav).
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Variabilu Konservatyvu

Nepakanka duomeny

3.4 pav. ker56 geno koduojamos aminopeptidazés N aminortigs¢iy seka. Juoda spalva apibréztas signalinis
peptidas, Zalia spalva apibréztos katalizinés lickanos.

Literatiiros analizés metu nustatyta, jog aminopeptidazé randama Streptomyces fradiae var.
k11 kamiene yra atsakinga uz keratino degradacija visty plunksnose. Mokslininkai s¢kmingai
susintetino rekombinantinj baltyma E. coli BL21 (DE3) kamieno lastelése. Nustatyta, jog genas be
C-galo propeptido koduoja funkcionaly fermentg. ISgryninto rekombinantinio baltymo aktyvumui
optimali temperattra nustatyta 60 °C ir pH 8 (B. Wu ir kiti, 2010). Norint iSsiaiskinti, ar §io darbo
metu tiriamas fermentas turi keratinolizinj aktyvuma, reikia atlikti $io baltymo sintezés

eksperimentus.
3.1.4 Ekstralgsteliné peptidazé

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog ekstralgstelinés peptidazés ker78 geno
seka turi 100 % panaSuma su Streptomyces gardneri S8 Seimai priklausancia serino peptidaze.
Atlikus analize¢ naudojant MEROPS ir NCBI duomeny bazes, nustatytos baltymo aktyviajame
centre esancios aminortgstys, kurios sudaro katalizing triada: 169-oje pozicijoje esanti asparto
ragstis, 230-o0je pozicijoje histidinas ir 420-o0je pozicijoje esantis serinas. Tokia katalizin¢ triada yra
konservatyvi ir biidinga S8 Seimos S8A poSeimiui, nes turi atitinkamus motyvus: Asp-Thr-Gly, His-
Gly-Thr-His ir Gly-Thr-Ser-Met-Ala-X-Pro (3.5 pav.).
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Vaniabilu Konservatyvu

Nepakanka duomeny

3.5 pav. ker78 geno koduojamos ekstralgstelinés peptidazés aminortigsciy seka. Juoda spalva apibréztas
signalinis peptidas, Zalia spalva apibréztos katalizinés liekanos.

Literatiiros analizés metu nustatyta, jog S8 Seimai priklausan¢ios peptidazés gali turéti
keratinolizinj aktyvumg. S8 Seima Siuo metu yra antra pagal dydj serino proteaziy Seima ir iki Siol
placiausiai apibudinta. Dauguma keratinaziy yra S8A poSeimyje, jskaitant septynias keratinazes,

pateiktas 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. S8A Seimai priklausancios keratinazés bei jy Seimininkai.

Organizmas Keratinazés Saltinis
pavadinimas
B. licheniformis RPk KerRP (Fakhfakh ir kiti, 2009)
S. maltophilia KerSMD (Fang ir kiti, 2014)
S. maltophilia KerSMF (Fang ir kiti, 2014)
B. pumilus Al KerAl (Fakhfakh-Zouari ir kiti, 2010)
B. cereus DCUW Vpr (Ghosh ir kiti, 2009)
Thermoactinomyces sp. CDF Protease C2 (L. Wang ir kiti, 2015)
Meiothermus taiwanensis WR-220 rMtaKer (W. L. Wu ir kiti, 2017)

Pavyzdziui, remiantis literatlros S$altiniais, S. maltophilia BBE11-1 kamieno sintetinamos
KerSMD ir KerSMF serino peptidazés priklauso S8A Seimai ir geba skaidyti keratino turinCius
substratus. Sias keratinazes koduojantys genai buvo klonuojami j pET22b(+) vektoriy, o sintezé
vykdoma E. coli BL21 (DE3) lastelése. Nustatyta, jog Sios keratinazés, sintetinamos su signaliniais

peptidais, néra kataliziSkai aktyvios, o tai rodo, kad E. coli lastelés negeba skelti Sios sekos arba
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keratinazés yra netinkamai sulankstomos E. coli lastelése (Fang ir kiti, 2014). Atsizvelgiant | tai, Sio

darbo metu, konstruktai kuriami su ir be signaliniy seky, siekiant gauti aktyvy fermentg.
3.1.5 ] tripsing panasi proteazé

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog ker9/0 geno, kuris koduoja tikslinj
baltyma, seka turi 100 % panasuma su Streptomyces gardneri serino proteaze. Naudojant MEROPS
ir NCBI duomeny bazes, nustatytos fermento aktyviajame centre esancios aminoriigstys, kurios
sudaro katalizine triadg: 64-oje pozicijoje esantis histidinas, 116-0je pozicijoje aspartatas ir 209-oje
pozicijoje esantis serinas. Tokia katalizin¢ triada yra biidinga serino proteazéms (3.6 pav.).
Nustatyta, jog baltymas priklauso S1C peptidaziy poseimiui pagal aktyviojo centro sekoje, esancius
motyvus: Leu-Thr-Ala-Ala-His-Cys, Aps-Ile-Ala-Leu-Val-Arg ir Tyr-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu.
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Variabilu Konservatyvu
Nepakanka duomeny

3.6 pav. ker910 geno koduojamos | tripsing panasios proteazés aminoriigs¢iy seka. Juoda spalva apibréztas
signalinis peptidas, zalia spalva apibréztos katalizinés liekanos.

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog j tripsing panasios proteazés kerl 112 geno
seka turi 100 % panaSuma su Streptomyces gardneri serino proteaze. Naudojant MEROPS ir NCBI
duomeny bazes, nustatytos fermento aktyviajame centre esancios aminorugstys, kurios sudaro
katalizing triada: 74-oje pozicijoje esantis histidinas, 119-oje pozicijoje aspartatas ir 209-oje

pozicijoje esantis serinas. Tokia katalizin¢ triada yra biidinga serino proteazéms (3.7 pav.).
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Variabilu Konservatyvu

Nepakanka duomeny

3.7 pav. kerl112 geno koduojamos | tripsing panasios proteazés aminoriigs¢iy seka. Juoda spalva apibréztas
signalinis peptidas, Zalia spalva apibréztos katalizinés liekanos.

Literatiiros analizés metu nustatyta, jog j tripsing panasi serino proteazé i§ Bacillus sp. 8A6
kamieno gali prisidéti prie visty plunksny ir gyvuliy Seriy bei kanopy skaidymo (Huang ir kiti, 2020).
Mokslininkai nustaté, kad tirtuose keratinoliziniu aktyvumu pasiZyminciose kultiirose auginamose
terpéje su keratinu yra sintetinama daug ] tripsing panasSios proteazés fermenty. Pirmg kartg j tripsing
panasi proteaze, prisideéjusi prie keratino skaidymo, buvo iSskirta i§ B. licheniformis kamieno auginamo

su maltomis visty plunksnomis (Rozs ir kiti, 2001).

3.1.6 Pre-pro-metalo proteazé PrtV

Pasinaudojus NCBI Blastp algoritmu nustatyta, jog pre-pro-metalo proteazés PrtV genas
keri314 turi 100 % sekos panaSumg su Streptomyces gardneri A domena turin¢iu baltymu,
priklausan¢iu M6 baltymy Seimai. Naudojant MEROPS ir NCBI duomeny bazes, nustatytos
fermento aktyviajame centre esancios aminortigStys. Aktyviajame centre, 364-oje pozicijoje esanti
glutamo rugstis, yra kataliziné lickana. Nustatyta, jog baltymas priklauso M6 peptidaziy poseimiui
pagal aktyviojo centro sekoje, esantj motyva His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-Asp (3.8 pav.). Sj
motyva galima sutikti ir M7 Seimai priklausanciy baltymy sekose.
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Variabilu Konservatyvu

Nepakunka duomeny

3.8 pav. kerl314 geno koduojamos pre-pro-metalo proteazé PrtV aminoriigs¢iy seka. Juoda spalva apibréztas
signalinis peptidas, Zalia spalva apibrézta kataliziné liekana.

Literatiiroje aprasSytas PrtV metaloproteazés proteolizinis aktyvumas skaidant fibrilinj baltyma
fibrinogeng (Edwin ir kiti, 2014). Taip pat literatliroje apraSytas i$ jiiriniy aktinobakterjy Streptomyces
sp. G11C i8skirtas baltymas priklausantis M6 proteaziy Seimai, kuris prisideda prie keratino turinciy
substraty skaidymo (Gonzalez ir kiti, 2020). Siekiant iSsiaiskinti, ar tikslinis $io darbo fermentas

galéty skaidyty kerating, pirmiausia reikia atlikti Sio baltymo sinteze.

3.2 Hipotetiniy keratinoliziniy fermenty genuy klonavimas

Naudojantis tiksliniy fermenty geny sekomis, sukurti PGR pradmenys, siekiant pagausinti genus,
koduojancius hipotetinius keratinoliziniu aktyvumu pasizymincius baltymus. Pradmeny sekos pateiktos

2.3 lentel¢je.

37



8000 bp
6000 bp

4000

4900 Bp
3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

ABRARZLL A2

3.9 pav. PGR produkty elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. Paaiskinimai: M — GeneRuler™ 1 kb DNR
zymuo; 1 — ] CtpA panasios serino proteazés genas (kerl2). 2 — mazos ekstralgstelinés neutralios proteazés genas
(ker34). 3 —aminopeptidazés N genas (ker56). 4 —ekstralastelinés peptidazés genas (ker78). 5 — | tripsing panasios
peptidazés genas (ker910). 6 — tripsing panasios peptidazés genas (kerl112). 7 —pre-pro-metalo proteazés PrtV
genas (ker1314). K — PGR misinys be DNR. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Zvelgiant j elektroforezés agaroziniame gelyje nuotrauka (3.9 pav.) galime teigti, jog PGR metodu
sekmingai pavyko padauginti mazos ekstralastelinés neutralios proteazés geng ker34, ekstralastelinés
peptidazés geng ker78, 1 tripsing panasios proteazés geng ker910 ir pre-pro-metalo proteazes PrtV geng
kerl314. Likusiy tiksliniy geny galéjo nepavykti pagausinti dél keletos priezas¢iy. Gal buvo naudojamas
per mazas PGR cikly skaicius arba per trumpa DNR sintezés trukmé, todél nebuvo pagausinti tiksliniai
fragmentai. Taip pat gali biiti, jog buvo naudojama per trumpa pradmeny prilydymo trukmé. Gelyje
matoma ir nespecifiSkai padauginty fragmenty, kurie gal¢jo susidaryt dél per ilgo sintezés etapo trukmes
(Lorenz, 2012). Dél Sios priezasties, siekiant iSsigryninti tikslinius fragmentus, buvo atlickamas
gryninimas 1§ gelio. Sékmingai padaugintiems genams buvo atlikta sekoskaita.

In silico analizé parodé, jog PGR metu padaugintas ekstralgstelinés neutralios proteazés genas
ker34 atitinka teorinj 657 bp dydj. Baltymg sudaro 218 aminoriigStys, kurio molekulin¢ masé siekia
22951,34 Da (Apskai¢iuota naudojant ProtParam programg). Naudojant SignalP-5.0 programg buvo
identifikuotas 29 aminoriig§¢iy signalinis peptidas (Pre-seka). Pasalinus §j peptida gaunamas 189
aminortig§¢iy subrendes baltymas, kurio molekuliné maseé 20169,98 Da. Teorinis geno dydis bei seka
sutapo su §io tyrimo metu identifikuotu fermentu.

Bioinformatiné analizé¢ parodé¢, jog PGR metu padaugintas ekstralgstelinés neutralios proteazés
genas ker78 atitinka teorinj 1803 bp geno dydj. Sj hipotetinj keratinolizinj baltyma sudaro 600
aminortig§¢iy, o molekuliné masé siekia 60393,49 Da (Apskaic¢iuota naudojant ProtParam programa).
Naudojant SignalP-5.0 programa buvo nustatytas 31 aminoriigs¢iy signaliné seka. PaSalinus Sig seka
gaunamas 569 aminoriig§¢iy subrendes baltymas, kurio molekuliné mase 57716,38 Da. Teorinis geno
dydis bei seka sutapo su $io tyrimo metu identifikuotu fermentu.

In silico analize atskleidé¢, jog PGR metu padaugintas j tripsing panaSios proteazés genas ker910
atitinka teorinj 789 bp dydj. Sj hipotetinj keratinolizinj baltyma sudaro 262 aminoriigitys, o molekuling

baltymo masé siekia 27644,32 Da (Apskai¢iuota naudojant ProtParam programg). Atlikus analiz¢ su
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SignalP-5.0 programa, buvo nustatytas 21 aminoriigities signalinis peptidas. Sia seka pasalinus,
gaunamas 241 aminortig§¢iy subrendes baltymas, kurio molekuliné masé 25761,08 Da. Teorinis geno
dydis bei seka sutapo su $io tyrimo metu identifikuotu fermentu.

Bioinformatiné analizé atskleidé, jog PGR metu padaugintas Pre-pro-metalo proteazés PrtV genas
ker1314 atitinka teorinj 2409 bp dydj. S hipotetinj keratinolizinj baltyma sudaro 802 aminorfigitys, o
molekuliné¢ baltymo masé siekia 87610,24 Da (Apskai¢iuota naudojant ProtParam programa).
Pasinaudojus SignalP-5.0 programa, buvo aptiktas 32 aminoriigsties signalinis peptidas. Sia seka
pasalinus, gaunamas 770 aminoriigi¢iy subrendes baltymas, kurio molekuliné masé¢ 84334,46 Da.
Teorinis geno dydis bei seka sutapo su §io tyrimo metu identifikuotu fermentu.

Pagal Zinomas geny ker34, ker78, ker910 ir kerl314 sekas kuriami pradmenys su Ndel ir Xhol
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo taikiniais geny pradzioje ir gale (2.3 lentel¢), kurie yra reikalingi
siekiant tikslinius genus jsiiiti j raiSkos vektorius. Taip pat, kuriami pradmenys, siekiant pagausinti

fermenty geny sekas be signalinio peptido (2.3 lentel¢). Atliekamas PGR, siekiant pagausinti fragmentus

su restrikcijos fermenty atpazinimo vietomis.
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3.10 pav. PGR produkty elektroforeze agaroziniame (0,8 %) gelyje. Pagausinti genai su signalinémis sekomis.
M — GeneRuler™ 1 kb DNR zymuo; 1,2 — mazos ekstralgstelinés neutralios proteazés genas ker34 klonuojamas
atitinkamai ] pET21c¢(+) ir pET28b(+) vektorius. 3, 4 — ekstralastelinés peptidazés genas ker78 klonuojamas
atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 5,6 —j tripsing panasios peptidazés genas ker910 klonuojamas
atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 7, 8 — Pre-pro-metalo proteazés PrtV genas kerl314, i
pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Analizuojant agarozés gelio elektroforezés nuotrauka (3.10 pav.), matoma, jog naudojant
pradmenis su restrikcijos atpazinimo vietomis Ndel ir Xhol, sékmingai pagausinti visi genai su
signalinémis sekomis, i§skyrus pre-pro-metalo proteazés PrtV gena, kuris turéjo biiti klonuojamas |
pET28b(+) vektoriy. Genas ker34 matomas ties ~658 bp Zymeniu, genas ker78 matomas ties ~1803 bp

riba, genas ker910 ties ~789bp Zymeniu, o genas kerl314 matomas prie ~2409 bp ribos. Siekiant
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pagausinti geng kerl314 klonuojamg j pET28b(+), matoma ryskiy nespecifiniy fragmenty. Taip gal¢jo
ivykti del nespecifinio pradmeny prilydimo, dimery susidarymo (Garafutdinov ir kiti, 2020).

M 12 3 4 56 7 8

8000 bp
6000 bp

5000 bp

3500 bp
3000 bp

2500 bp
2000 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp

Lol bl

500 bp

3.11 pav. PGR produkty elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. Pagausinti genai be signaliniy seky. M —
GeneRuler™ 1 kb DNR zymuo; 1,2 — mazos ekstralgstelinés neutralios proteazés genas ker34 klonuojamas
atitinkamai ] pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 3, 4 — ekstralgstelinés peptidazés genas ker78 klonuojamas
atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 5,6 —j tripsing panasios peptidazés genas ker910 klonuojamas
atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 7, 8 — Pre-pro-metalo proteazés PrtV genas kerl314, |
pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Zvelgiant j agarozés gelio elektroforezés nuotrauka (3.11 pav.), galima daryti i§vada, jog,
naudojant pradmenis su restrikcijos atpazinimo vietomis Ndel ir Xhol, sékmingai pagausinti visi keturi
genai be signaliniy seky, kurie bus klonuojami j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. Genas ker34
matomas ties ~570 bp Zymeniu, genas ker78 matomas ties ~1710 bp riba, genas ker910 ties ~726bp
zymeniu, o genas kerl314 matomas prie ~2313 bp ribos.

PGR metu buvo naudota auk$to nasumo, mazai klaidy daranti Phusion polimeraze (2.5), kuri
generuoja bukus padauginty fragmenty galus, todél pasirinkta tiksliniy geny klonavimag vykdyti
naudojant pJET1.2/blunt klonavimo vektorius. Atlikus ligavima (2.12), buvo vykdyta cheminé
konstrukty transformacija (2.8) 1 kompetentines Escherichia coli DH5a. lasteles (2.7).

Transformantams uzaugus ant LB terpés su ampicilinu, buvo skiriama plazmidiné DNR (2.10) ir
restrikcinés analizés metodu (2.11) patikrinta, ar ligavimo reakcija pavyko. Restrikcijai vykdyti buvo
pasirinktos restrikcijos endonukleazés Ndel ir Xhol. Sie fermentai parinkti, nes sekancio Zingsnio metu
tiksliniai genai buvo liguojami j raiSkos vektorius pET-21¢(+) ir pET-28b(+), kurie buvo karpomi Ndel

ir Xhol restriktazémis.
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3.12 pav. Restrikcijos produkty elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. A) ISkerpami tiksliniai genai su
signalinémis sekomis. M — GeneRuler™ 1 kb DNR Zymuo. 1,2 — ker34 genas, klonuojamas atitinkamai j
pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 3, 4 — ker78 genas, klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+)
vektorius. 5,6 — ker910 genas, klonuojamas atitinkamai j pET21¢(+) ir pET28b(+) vektorius. 7, 8 — pET21c¢(+) ir
pET28(+) vektoriai, karpyti Ndel ir Xhol; 8 — ker1314 genas, klonuojamas | pET21c(+) B) ISkerpami tiksliniai
genai be signaliniy seky. M — GeneRuler™ 1 kb DNR Zymuo. 1, 2 — ker34 genas, klonuojamas atitinkamai j
pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 3, 4 — ker78 genas, klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+)
vektorius. 5, 6 — ker910 genas, klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+) vektorius. 7, 8 — keri314
genas, klonuojamas atitinkamai j pET21¢(+) ir pET28b(+) vektorius. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny
dydziai.

I$ elektroforezes rezultaty (3.12 pav.) galime teigti, kad restrikcijos reakcijos pavyko su
pJET1.2/blunt vektoriais, turinCiais ker34, ker78 bei ker910 genus su signaline seka. Taip pat
nuotraukoje matomi linearizuoti pET21c(+) ir pET28b(+) vektoriai, su i8kirptais daugybinio klonavimo
regionais (3.12 pav. A). I§ klonavimo vektoriy pJetl.2/blunt taip pat s¢kmingai iSkirpti ker34, ker78,
ker910 genai be signaliniy peptidy, kurie ateityje bus klonuojami j pET28b(+) vektoriy bei keri314
genas be signalinés sekos, kuris bus klonuojamas j pET21c(+) vektoriy (3.12 pav. B). Su likusiais
meginiais restrikcijos reakcija nepavyko. 3.12 pav. A dalies 8 méginyje bei B dalies 3 méginyje matoma,
jog restrikcijos reakcija nejvyko. Taip galéjo nutikti, nes galbiit jvyko restrikcijos fermenty atpazinimo
vietos mutacija, tod¢l restrikcijos endonukleazes negaléjo hidrolizuoti reikiamos srities (Pelley, 2012).
3.12 pav. B dalies 2 ir 8§ méginiuose nesimato nei tiksliniy fragmenty, nei linearizuoto vektoriaus, todel
daroma iSvada, kad restrikcijos reakcija nepavyko, nes reakcijos miSinyje buvo naudota netinkama,
galimai mutuota plazmide.

Po restrikcinés analizés (2.11) i§ gelio iSgryninti tiksliniai fragmentai turi tiek 3°, tiek 5° lipnius
galus ir gali bati liguojami j pET serijos raiskos vektorius (2.12). Si vektoriy sistema pasirinkta, nes yra

galingiausia rekombinantiniy baltymy klonavimo ir raiskos sistema E. coli lastelése (L. Li ir kiti, 2022).
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pET-21c(+) vektorius pasirinktas, nes rekombinantinio baltymo C gale galime turéti His inkaring seka,
o pET-28b(+) vektorius pasirinktas, nes His inkaring sekg galime turéti N baltymo gale. Raiskai skirti

konstruktai buvo ruosSiami su ir be signaliniy seky (3.3 lentel¢).

3.3 lentelé. Sio darbo metu sukurti konstruktai.
Konstruktas AprasSymas
pET-21c/ker34
pET-21c/ker78
pET-21c/ker910
pET-21clkerl314 Baltymas su signaline seka
pET-28b/ker34
pET-28b/ker78
pET-28b/ker910
pET-21c/ker34
pET-21c/ker78
pET-21c/ker910
pET-21c/kerl314
pET-28b/ker34
pET-28b/ker78
pET-28b/ker910
pET-28b/ker1314

Baltymas be signalinés sekos

Siy konstrukty paruogimas yra svarbus tam, kad patikrinti signalinés sekos ir papildomy
gryninimo inkariniy seky jtakg funkcionaliam baltymo susilankstymui ir sekrecijai.

Gautais konstruktais transformuotos E. coli DH5a lastelés (2.8) bei iSsétos ant agarizuotos LB
terpés su ampicilinu. Siekiant atrinkti teigiamus transformantus, lgsteléms galimai turinc¢ioms tikslinius
genus su signalinémis sekomis, skiriama pDNR ir atlieckama restrikcijos reakcija (2.11).
Transformantams, kuriy konstrukty tiksliniai genai neturi signalinio peptido sekos, atlickamas kolonijy

PGR (2.13).

R (1) =

bl

3.13 pav. Restrikcijos produkty elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. Kerpami tiksliniai genai su
signalinémis sekomis naudojant Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazes. M — GeneRuler™ 1 kb DNR Zymuo.
1,2 — mazos ekstralgstelinés neutralios proteazés genas ker34 klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+)
vektorius. 3, 4 — ekstralgstelinés peptidazés genas ker78 klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+)
vektorius. 5,6 — j tripsing panasSios peptidazés genas ker910 klonuojamas atitinkamai j pET21c(+) ir pET28b(+)
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vektorius. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Zvelgiant j restrikcinés analizés rezultatus (3.13 pav.), galime teigti, jog E. coli DH50 lasteles
pavyko transformuoti su pET21c(+) ir pET28b(+) vektoriy konstruktais. Sie konstruktai turi ker34,
ker78 ir ker910 genus su signaliniy peptidy sekomis.

M 1 2 3 4

3.14 pav. Kolonijy PGR produkty elektroforez¢ agaroziniame (0,8 %) gelyje. Genai pagausinti be signalinés
sekos. M — GeneRuler™ 1 kb DNR Zzymuo. 1 — ker78 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. 2 — ker910
padaugintas nuo pET21c(+) vektoriaus. 3 — ker910 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. 3 — keri314
padaugintas nuo pET21¢(+) vektoriaus. Méginiai padauginti vykdant kolonijy PGR nuo E. coli DH5a lasteliy.
Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Atlikus kolonijy PGR, siekiant atrinkti teigiamus transformantus, matoma (3.14 pav.), jog
transformacija taip pat buvo s¢kminga su pET21c(+) vektoriaus konstruktu, turinciu ker/314 gena be
signalinés sekos bei su pET28b(+) vektoriaus konstruktais, turinciais ker78 ir ker910 genus be signaliniy
peptidy seky. Tiksliniai genai ker34, ker78 bei ker910 elektroforezés nuotraukoje matomi Siek tiek
didesnio dydzio negu jy seka, nes produkty pagausinimui buvo naudoti pradmenys, kurie padaugina visa
seka, kuri yra tarp vektoriaus promotoriaus ir terminatoriaus.

Transformacija su likusiais konstruktais nepavyko, nes gali biti, jog ligavimo reakcija buvo
nesékminga arba buvo naudota per daug ligato. Ligavimo reakcijos misinio komponentai (pvz., DNR
ligaze) gali trukdyti kompetentinéms bakterijoms pasisavinti DNR (Green ir Sambrook, 2018). Taip pat,
gali buti, jog ant leksteliy buvo uZsétas per didelis lasteliy kiekis. Lastelés suskaidé antibiotika, todél
uzaugo daug kolonijy, kurios neturé¢jo tikslinio konstrukto (Bacterial Transformation Troubleshooting...,
2024). Kolonijy PGR gal¢jo biuiti nesekmingas ir del per didelio biomasés kiekio PGR reakcijos
misinyje.

I8skirtos teigiamy transformanty plazmidés (2.10) buvo chemiSkai transformuojamos |

kompetentines E. coli BL21 (DE3), Rosetta (DE3) ir C41 (DE3) raiskos kamieno lasteles (2.8).
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Transformantai auginami standzioje LB terpéje su atitinkamu (-ais) antibiotiku (-ais) 37 °C
temperatiiroje 12 valandy. Teigiama transformanty atranka vykdoma naudojant kolonijy PGR metoda
(2.12).

E. coli E. coli ‘
C41 Rosetta E. C%];EELZZL
(DE3) (DE3) (DE3)
N A - .
r N Ve B
A M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 M 1 2 3 4 5 6
8000 b
8000 5p == SOOObB —
6000 bp —
390085 = 490068 —
o Jo | p —> =
200010 — J00pe —
—
1500 bg — iggg Ep —>
1000 bp — p
7 1000bp —»
:50 = 750 bp
500bp —»
500 bp

3.15 pav. Kolonijy PGR produkty elektroforezé agaroziniame (0,8 %) gelyje. M — GeneRuler™ 1 kb DNR
zymuo; Padauginti fragmentai su signalinémis sekomis. A) 1, 2 — ker34 padaugintas nuo pET21¢(+) ir pET28b(+)
vektoriy atitinkamai. 3, 4 — ker78 padaugintas nuo pET21¢c(+) ir pET28b(+) vektoriy atitinkamai. 5, 6 — ker910
padaugintas nuo pET21c(+) ir pET28b(+) vektoriy atitinkamai. 7, 8 — ker34 padaugintas nuo pET21¢(+) ir
pET28b(+) vektoriy atitinkamai. 9, 10 — ker78 padaugintas nuo pET21¢(+) ir pET28b(+) vektoriy atitinkamai.
11, 12 — ker910 padaugintas nuo pET21c(+) ir pET28b(+) vektoriy atitinkamai. B) 1 — ker34 padaugintas nuo
pET21c¢(+) vektoriaus. 2 — ker910 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. 3 — ker910 padaugintas nuo pET21¢(+)
vektoriaus. 4 — ker34 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. 5 — ker78 padaugintas nuo pET21¢(+) vektoriaus.
6 — ker78 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

Zvelgiant j koloniju PGR rezultatus (3.15 pav.) matoma, jog E. coli BL21 (DE3), Rosetta (DE3)
ir C41 (DE3) lgsteliy transformacija su pET21c¢c(+) ir pET28b(+) vektoriy konstruktais, turinciais

tikslinius genus su signalinémis sekomis, pavyko. Sékmingai padauginti tiksliniai ker34, ker78 bei

ker910 genai.
E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli
Rosetta BL21 C41 Rosetta BL21 C41
(DE3) (DE3) (DE3) (DE3) (DE3) (DE3)
A — N AR O B — = "
M 1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5
8000 b —
6000 bg = — f0a0 EP
4000 bp —> [ P
3500 bp —> [— 4000 bp
0 E —- 3500
3900 Bp = 3000 E
2000 bp —» 22
1500bp —» 2000
1500 bp
1000 bp —>
750bp —» 1900 b
- & 750 bp — .
P 500bp —»

3.16 pav. Kolonijy PGR produkty elektroforeze¢ agaroziniame (0,8 %) gelyje. Genai pagausinti be signalinés
sekos. M — GeneRuler™ 1 kb DNR zymuo; A) 1, 4, 5 — ker910 padaugintas nuo pET21c(+) vektoriaus.
2, 3 — ker910 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus. B) 1, 3 — ker78 padaugintas nuo pET28b(+) vektoriaus.
2,4, 5 — ker1314 padaugintas nuo pET21c(+) vektoriaus. Raudona spalva apibrézti tiksliniy geny dydziai.

I8 3.16 paveiksle pateikty kolonijy PGR rezultaty taip pat galima daryti iSvada, jog E. coli BL21
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(DE3) ir Rosetta (DE3) kamieny transformacija buvo sékminga su visais konstruktais. E. coli C41 (DE3)
lasteliy transformacija buvo sékminga su pET-21c/ker910 ir pET-21c/ker1314 konstruktais.

3.3 Hipotetiniy keratinolizinj aktyvumg turin¢iy fermenty sintezé

Siekiant susintetinti galimai keratinolizinius rekombinantinius baltymus, svarbu optimizuoti
sintezés salygas. Atliekant heterologing raiska svarbu pasirinkti tinkama raikos organizma. Sio darbo
metu, siekiant susintetinti rekombinantinius baltymus, buvo naudojami trys skirtingi E. coli raiSkos
kamienai. E. coli BL21 (DE3) kamienas pasirinktas, nes remiantis literatiiros $altiniais, yra tinkamas
rekombinantiniy baltymy sintezei bei vienas dazniausiai naudojamy raiSkai skirty kamieny. Be to,
pasizymi dideliu transformacijos efektyvumu (Du ir kiti, 2021). Rosetta (DE3) kamienas pasirinktas,
nes puikiai tinka baltymy sintezei, kuriy genai turi retai E. coli naudojamy kodony, kurie gali trukdyti
transliacijai (Novy ir kiti, 2001). C41 (DE3) kamienas pasirinktas, nes gali padéti susintetinti
funkcionalius rekombinantinius baltymus, kurie yra toksiski lgstelei (Webb ir Lithgow, 2020).

Kita svarbi rekombinantiniy baltymy indukcijos sglyga — Igsteliy auginimo trukmé po indukcijos.
Baltymo raiska priklauso nuo inkubacijos laiko. Jei auginimo trukmé trumpa, gali neuztekti laiko
baltymo raiSkai pasireiksti, o jei per ilga, rekombinantinis baltymas gali degraduoti ar netaisyklingai
susilankstyti (Gutiérrez-Gonzéalez ir kiti, 2019). D¢l Sios priezasties, siekiant nustatyti optimaly
auginimo laika, po indukcijos, 1§ auganciy lasteliy kas valandg pirmas tris valandas ir 24-t3 valanda
buvo paimami indukuoty ir neindukuoty lgsteliy méginiai.

Induktoriaus koncentracija taip pat yra svarbus faktorius lemiantis rekombinantinio baltymo
sintezés seékme. Jei bus naudojamas per mazas IPTG kiekis, jo gali neuztekti indukuoti rekombinantinio
baltymo sinteze, o jei yra naudojama per didelé induktoriaus koncentracija, lgstelés nukreipia per daug
iStekliy j baltymy sintez¢ ir jy augimo greitis sulétéja (Browning ir kiti, 2017). Nors IPTG paprastai yra
maziau toksiskas nei kai kurie kiti induktoriai, didelémis koncentracijomis jis vis tiek gali daryti toksinj
poveiki E. coli lastelems. O tai taip pat gali lemti sumazeéjusi augimo greitj ar net lasteliy liz¢ (Dvorak
ir kiti, 2015). Optimali IPTG koncentracija gali skirtis priklausomai nuo sintetinamo baltymo ir
naudojamo E. coli kamieno. Svarbu paminéti, jog reikia optimizuoti IPTG koncentracijg kiekvienai
naujai baltymy sintezés sistemai, kad sintezés lygis biity suderintas su lgsteliy gyvybingumu. Sio darbo
metu, siekiant nustatyti optimalia induktoriaus koncentracijag rekombinantiniy baltymy sintezei, buvo
naudojama 0,5 mM ir 1 mM IPTG koncentracija.

Taigi, $io darbo metu buvo siekiama optimizuoti baltymy biosintezés salygas. Siam tikslui pasiekti
svarbu pasirinkti tinkamga heterologinj Seimininkg rekombinantiniy baltymy sintezei, nustatyti optimalig

induktoriaus koncentracijg bei tinkamg indukcijos trukmg (3.4 lentelg).
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3.4 lentelé. Rekombinantiniy baltymy sintezés rezultatai. Pilka spalva pazymétos sglygos, kuriomis nepavyko
susintetinti tiksliniy baltymy. Zalia spalva pazymétos salygos, kuriomis pavyko susintetinti rekombinantinj

baltyma.

Baltymas su signaliniu
peptidu

pET21c/ker34
E. coli BL21 (DE3) | E. coli Rosetta (DE3) | E. coli C41 (DE3)
0,5mM | 1mM 0,5mM | 1mM 0,5mM |1 mM
pET21c/ker78

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5 mM 1 mM

pET-21c/ker910

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5 mM 1 mM

pET-28b/ker34

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

pET-28b/ker78

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

pET-28b/ker910

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5 mM 1 mM

0,5mM | 1mM

Baltymas be signalinio

peptido

pET21c/ker910

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5mM |1 mM

pET-21c/ker1314

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5mM |1 mM

pET-28b/ker78

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5mM | 1mM

0,5mM | 1mM

0,5mM |1 mM

pET-28b/ker910

E. coli BL21 (DE3)

E. coli Rosetta (DE3)

E. coli C41 (DE3)

0,5 mM

1 mM

0,5 mM

1 mM

0,5 mM

1 mM

IS gauty rezultaty galime teigti, jog pavyko susintetinti KER78, KER910 baltymus, turin¢ius
signalinj peptida. Taip pat, pavyko susintetinti KER78, KER1314 baltymus, kuriy signalinis peptidas

buvo pasalintas.
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180 kDa
3y
60 kDa
45 kDa

35 kDa

3.17 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. E. coli Rosetta (DE3) lasteliy, turinciy pET28b(+)
vektoriy su ker78 genu, indukcija. Lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje, maiSant 180 aps./min. greiciu. A)
Indukcija vykdoma naudojant 0,5 mM IPTG. M — Proteintech Prestained Protein Marker baltymy molekulinés
masés zymuo. B) Indukcija vykdoma naudojant 1 mM IPTG. M — Pierce™ baltymy molekulinés masés Zymuo.
Skai¢ius zymi valanda nuo indukcijos pradzios. - — neindukuoty Igsteliy méginys. + — indukuoty lasteliy méginys.
Raudona spalva apibréztas tikslinio baltymo dydis.

Remiantis poliakrilamidinio gelio elektroforezés rezultatais (3.17 pav. B) galime teigti, kad
naudojant heterologing rekombinantiniy baltymy sintezés sistemg, pavyko susintetinti galimai
keratinoliziniu aktyvumu pasizymint] KER78 baltymga. Tikslinis baltymas buvo susintetintas naudojant
E. coli Rosetta (DE3) lgsteles. Vykdant E. coli BL21 (DE3) ir C41 (DE3) lasteliy indukcija,
rekombinantinio baltymo susintetinti nepavyko. Taip galéjo jvykti dél tikslinio geno sekoje esanciy retai
E. coli Iastelése naudojamy kodony. Rosetta (DE3) kamienas, skirtingai nei BL21(DE3), ar C41 (DE3)
turi plazmides atsparias chloramfenikoliui, kuriose yra papildomi tRNR genai retai E. coli lastelése
sutinkamiems kodonams (De ir kiti, 2010). Rekombinantinj baltymg pavyko susintetinti vykdant
indukcijg su 1 mM IPTG. IS elektroforezés nuotraukos matoma, jog antrg bei treCig valanda po
indukcijos, yra susintetinamas pakankamas rekombinantinio baltymo kiekis. Baltymo kiekio mazéjimas
24-3ja valandg gali biti susijes su E. coli baltymy raiSkos sistema, kuri nepajégia tinkamai sulankstyti
didelio kiekio tikslinio rekombinantinio baltymo, tod¢l jis yra degraduojamas heterologinio Seimininko

proteaziy (Quintana-Castro ir kiti, 2009). Zvelgiant j rezultatus (3.17 pav. A), galime teigti, jog 0,5 mM

induktoriaus yra nepakankama koncentracija tikslinio baltymo sintezei.
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3.18 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. E. coli C41 (DE3) lasteliy, turinciy pET28b(+)
vektoriy su ker910 genu, indukcija. Lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje, maiSant 180 aps./min. grei€iu. A)
Indukcija vykdoma naudojant 0,5 mM IPTG. M — Proteintech Prestained Protein Marker baltymy molekulinés
masés Zymuo. B) Indukcija vykdoma naudojant 1 mM IPTG. M — Pierce™ baltymy molekulinés masés Zymuo.
Skai¢ius zymi valanda nuo indukcijos pradzios. - — neindukuoty Iasteliy méginys. + — indukuoty lasteliy méginys.
Raudona spalva apibréztas tikslinio baltymo dydis.

Zvelgiant j poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotrauka (3.18 pav.) galime teigti, kad
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naudojant heterologinj Seimininkg pavyko susintetinti rekombinantinj baltymg KER910. Fermentas
susintetintas vykdant indukcijg su 1 mM IPTG (3.18 pav. B). I§ rezultaty matoma, jog jau pirma valanda
po indukcijos prasideda tikslinio baltymo sintezé. Sio baltymo nepavyko susintetinti naudojant E. coli
BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) kamienus. Taip galéjo jvykti dél baltymo toksisko poveikio heterologinio
Seimininko lgsteléms. D¢l Sios priezasties buvo pasirinkta naudoti E. coli C41 (DE3) kamiena, kuris yra
skirtas toksisky baltymy sintezei dél mutacijos, kuri neleidzia Igsteléms lizuotis nuo toksisko
rekombinantiniy baltymy poveikio (Dumon-seignovert ir kiti, 2004). IS rezultaty (3.18 pav. A) galima
spresti, jog 0,5 mM IPTG yra nepakankama koncentracija rekombinantinio tikslinio baltymo sintezei.

A M 0 1 2 3 24 1+ 2+ 3+ 24+ B M 0 1- 2= 3- 24- 1+ 2+ 3+ 24+
198 kDa —>» 120 kDa _,|
85kDa —»

62kDa —» 50kDa —»
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3.19 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. E. coli Rosetta (DE3) lasteliy, turiniy pET28b(+)
vektoriy su ker78 genu be signalinés sekos, indukcija. Lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje, maiSant 180
aps./min. greic¢iu. A) Indukcija vykdoma naudojant 0,5 mM IPTG. M — SeeBlue™ baltymy molekulinés masés
zymuo. B) Indukcija vykdoma naudojant 1 mM IPTG. M — Pierce™ baltymy molekulinés masés zymuo. Skai¢ius
zymi valanda nuo indukcijos pradzios. - —neindukuoty lasteliy méginys. +— indukuoty lasteliy méginys. Raudona
spalva apibréztas tikslinio baltymo dydis.

Remiantis poliakrilamidinio gelio elektroforezés rezultatais (3.19 pav. A) galime teigti, kad
ivykdzius rekombinantinio baltymo sintez¢ heterologiniame Seimininke pavyko susintetinti baltyma
KER78 be signalinio peptido, kuris galimai pasizymi keratinoliziniu aktyvumu. Baltyma be signalinio
peptido pasirinkta sintetinti, nes literatiiroje aprasytas galimas Sios sekos trukdymas rekombinantinio
baltymo sintezei (Rahimnahal ir kiti, 2023). Tikslinis baltymas buvo susintetintas naudojant E. coli
Rosetta (DE3) lasteles, vykdant indukcija su 0,5 mM IPTG. IS elektroforezés nuotraukos matoma, jog
jau pirma sintezés valanda yra susintetinamas pakankamas kiekis rekombinantinio baltymo. Zvelgiant j
rezultatus (3.19 pav. B), galime teigti, jog 1 mM induktoriaus yra per didelé koncentracija tikslinio
baltymo sintezei. Remiantis literatiiros Saltiniais, per didelé¢ IPTG koncentracija turi toksiska poveikj E.
coli lasteléms ir dél Sios prieZasties gali sumazéti tikslinio baltymo sintezes iSeiga (Rizkia ir kiti, 2015).
Mokslininky teigimu, kaip alternatyva IPTG, biity galima naudoti nattiraly induktoriy — laktoze (Dvorak
ir kiti, 2015).
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3.20 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. E. coli Rosetta (DE3) lasteliy, turinc¢iy pET21¢(+)
vektoriy su kerl314 genu be signalinés sekos, indukcija. Lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje, maisant 180
aps./min. grei¢iu. A) Indukcija vykdoma naudojant 0,5 mM IPTG. M — SeeBlue™ baltymy molekulinés masés
zymuo. B) Indukcija vykdoma naudojant 1 mM IPTG. M — Pierce™ baltymy molekulinés masés Zymuo. Skai¢ius
zymi valandg nuo indukcijos pradzios. - — neindukuoty lIasteliy méginys. +— indukuoty lasteliy méginys. Raudona
spalva apibréztas tikslinio baltymo dydis.

Remiantis poliakrilamidinio gelio elektroforezés rezultatais (3.20 pav. B) galime teigti, kad
naudojant heterologing rekombinantiniy baltymy sintezés sistema pavyko susintetinti galimai
keratinoliziniu aktyvumu pasizymint] KER1314 baltyma be signalinio peptido. Rekombinantinj
baltymag pavyko susintetinti indukavus E. coli Rosetta (DE3) kamieno Igsteles su 1 mM IPTG. I§
elektroforezés nuotraukos matoma, jog tikslinio baltymo sintez¢ prasideda pirma valandg po indukcijos.
Zvelgiant j rezultatus (3.20 pav. A), galime teigti, jog 0,5 mM induktoriaus yra nepakankama
koncentracija tikslinio baltymo sintezei.

ApraSyty baltymy sintez¢ buvo atlikta E. coli lasteles auginant 37 °C temperatiiroje, maiSant 180
aps./min. greiCiu. IS aptarty rezultaty galime teigti, jog tokio sglygos yra tinkamos $iy rekombinantiniy
baltymy sintezei.

Atlikus aktyvumo gelyje jvertinimg — zimografija (2.16), hidrolizés zonos agarizuotose pusiau
sintetinés keratino bei pieno terpése, nesusidaré. Tai galéjo jvykti todél, nes NDS-PAGE metode yra
naudojamas organinis junginys NDS, kuris iSlanksto baltyma bei suteikia jam neigiama kriivi. Vykstant
baltymo renatiiracijai, galéjo biiti paveiktas fermento aktyvumas, o susilpnéjus aktyvumui, zimogramoje
nesimaté hidrolizés zony (Nowakowski ir kiti, 2014).

Sio darbo metu, vykdant E. coli lasteliy baltymy indukcija, nepavyko vizualizuoti 6 i§ 10 sukurty
baltymy konstrukty (3.4 lentele¢). Tai galéjo jvykti dél per mazos baltymo koncentracijos, dél baltymo
degradacijos, natiiraliy E. coli baltymy poveikio rekombinantiniams baltymams, dél netinkamo
susilankstymo, dél netinkamos induktoriaus IPTG koncentracijos. Taip pat gali buti, jog parinktas
netinkamas raiSkos organizmas arba netinkamos lasteliy auginimo salygos. Kita priezastis, kodél gal¢jo
nepavykti susintetinti tiksliniy baltymy — lasteliy auginimo laikas buvo per trumpas baltymo raiSkai
detektuoti (Duong-Ly ir Gabelli, 2014). Siekiant vizualizuoti rekombinantinius baltymus reikty keisti

raiSkos parametrus, induktoriaus koncentracijg ar net raiSkos organizma.
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3.4 Tirpiy ir netirpiu E. coli baltymy frakcijy atskyrimas

Siekiant iSsiaiskinti, kodél tiksliniai baltymai neturi aktyvumo, buvo atlickamas heterologinio
Seimininko tirpiy bei netirpiy baltymy frakcijy atskyrimas (2.17). Indukcija vykdoma nustatytomis
optimaliomis saglygomis (3.4) su tinkamu E. coli kamienu. Siekiant suardyti Igsteles buvo naudojamas

ardymas ultragarsu.
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3.21 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. E. coli kamieny tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijy
atskyrimas po indukcijos. A) E. coli Rosetta (DE3) lasteliy, turin¢iy pET28b(+) vektoriy su ker78 genu, baltymai.
B) E. coli C41 (DE3) lasteliy, turin¢iy pET28b(+) vektoriy su ker910 genu, baltymai. C) E. coli Rosetta (DE3)
lasteliy, turinciy pET28b(+) vektoriy su ker78 genu be signalinés sekos, baltymai. D) E. coli Rosetta (DE3)
Iasteliy, turinéiy pET23c(+) vektoriy su ker/314 genu be signalinés sekos, baltymai. M — Pierce™ baltymy
molekulinés masés zymuo; 1 — Indukuoti bendri baltymai; 2 — indukuoti tirptis baltymai; 3 — indukuoti netirpts
baltymai; 4 — neindukuoti bendri baltymai; 5 — neindukuoti tirpts baltymai; 6 — neindukuoti netirpts baltymai.
Raudona spalva apibréztas tikslinio baltymo dydis.

IS poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos (3.21 pav.) matoma, jog lastelés buvo
suardytos ir atskirtos tirpiy bei netirpiy baltymy frakcijos. Zvelgiant j rezultatus galima teigti, jog
KER78, KER910, KER78 be signalinio peptido ir KER1314 baltymas be signalinio peptido yra
tirpius ir funkcionalius rekombinantinius baltymus. Palyginti su tirpiais baltymais, netirpiis baltymai
pasiZymi unikaliomis struktiiros bei morfologijos charakteristikomis. Netirpiy kiineliy kaupimasis yra
susijes su daugeliu veiksniy, jskaitant Seimininko Iasteliy metabolizma, tiksliniy baltymy savybes ir
aplinkos salygas. Norint jveikti §ig problema, galima optimizuoti lasteliy augimo salygas, vykdyti
indukcija Zemesnéje temperattiroje. Taip pat galima naudoti mazesng IPTG koncentracijg ar indukuoti
lasteles prie skirtingo optinio tankio. Sig problema taip pat galima bandyti ispresti panaudojus
papildomus pagalbinius baltymus ar Saperonus, kurie padéty tinkamai sulankstyti baltyma (Bhatwa ir

kiti, 2021).
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3.5 Tiksliniy baltymy gryninimas

Siekiant i$gryninti rekombinantinius baltymus, buvo atlieckamas gryninimas naudojant Ni**
giminingumo chromatografija (2.18). Sis metodas paremtas baltymo gale esandiy 3eSiy histidino
aminoriigd¢iy liekany inkaro sgveika su Ni?* jonais. KER78 bei KER910 baltymy genai buvo
klonuojami j pET28b(+) vektoriy, tad histidino inkaras Siame konstrukte turimas N baltymo gale, o
KER1314 baltymo genas buvo klonuotas j pET21¢c(+) vektoriy, kuris duoda inkaring seka C gale.
Eliucija vykdoma su 500 mM imidazolu, eliucijos frakcijos surenkamos ir analizuojamos NDS-PAGE

metodu (2.15).

A M 1 2 3 4 5

T oyly g1
[— — |

50kDa —» g

35KDa —p
L

C M 1 2 3 4 5

]8?5015961 — -

50 kDa —» .

35kDa —

3.22 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotraukos. A) E. coli Rosetta (DE3) lasteliy, turinéiy
pET28b(+) vektoriy su ker78 genu, susintetinto tikslinio baltymo gryninimas. B) E. coli C41 (DE3) lasteliy,
turinciy pET28b (+) vektoriy su ker910 genu, tikslinio baltymo gryninimas. C) E. coli Rosetta (DE3) lasteliy,
turinCiy pET28b(+) vektoriy su ker78 genu be signalinés sekos, susintetinto tikslinio baltymo gryninimas. D) E.
coli Rosetta (DE3) lasteliy, turinéiy pET21c(+) vektoriy su ker/314 genu be signalinés sekos, susintetinto
tikslinio baltymo gryninimas M — Pierce™ baltymy molekulinés masés Zymuo; 1 — Negryninta baltymy frakcija;
2-5 — gryninimo frakcijos, eliucijai naudojant 500 mM imidazola. Raudona spalva apibréztas tikslinio baltymo
dydis.

Zvelgiant j elektroforezés agaroziniame gelyje rezultatus (3.22 pav.) matoma, jog pirminis
rekombinantiniy baltymy gryninimas buvo sekmingas. Gauti pakankamo Svarumo KER78, KER910 bei

KER1314 rekombinantiniai baltymai.

3.6 Rekombinantiniy fermenty aktyvumo atstatymas

Netirpi E. coli baltymy frakcija buvo tirpinama tirpale su karbamidu. Sis junginys sukelia

disulfidiniy jung€iy skilimg ir fermenty tretinés struktiiros suardyma, todél fermentai praranda aktyvuma
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(Akbarian ir Chen, 2022). Norint, jog rekombinantiniai baltymai jgauty savo aktyvig struktiirg, atlikta
dializé, siekiant atplauti baltyma nuo karbamido. Siam tikslui pasiekti, gryninti fermenty méginiai buvo
laikomi skirtingos sudéties buferiniuose tirpaluose (2.19).

KER78 baltymui su ir be signalinés sekos bei KER1314 baltymui be signalinés sekos dializé
atlikta naudojant A buferinj tirpala (2.5 lentel¢). Laikant KER910 baltyma Siame buferiniame tirpale,
baltymai agregavosi. Keliame hipoteze, kad dél per staigaus karbamido pasalinimo, baltymas prarado
tirpumg. D¢l Sios priezasties, nuspresta atlikti dialize mazinant karbamido koncentracijg tirpale.
KER910 baltymui dializé atlikta naudojant B, C ir D buferinius tirpalus, vis mazinant karbamido
koncentracija. Po inkubacijos 4 M karbamido 50 mM Tris-HCI tirpale, baltymas vis tiek agregavosi.
Baltymo agregacija priklauso ne tik nuo polipeptido sekos, bet ir nuo iSoriniy sglygy, tokiy kaip baltymo
koncentracija, temperatiira, pH ir buferinio tirpalo joninis stiprumas (Kumar, 2011). Siekiant atplauti
KER910 baltymg nuo karbamido, reikia ieskoti kitokiy dializés buferiniy tirpaly, kuriuose baltymas
palaikyty tirpumag ir susilankstyty j savo aktyvig forma.

Sékmingai dializuoty baltymy méginiai analizuoti NDS-PAGE metodu (2.15). Taip pat atlikta

zimografija (2.16) bei jvertintas aktyvumas pusiau sintetin€je keratino bei pieno terpése (2.20).
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3.23 pav. Poliakrilamidinio gelio elektroforezés nuotrauka. Rekombinantiniy baltymy méginiai po dializés. M —
Pierce™ baltymy molekulinés masés zymuo. 1 — KER78 baltymas be signalinio peptido. 2 — KER78 baltymas.
3 — KER1314 baltymas.

Baltymy elektroforezés rezultatuose (3.23 pav.) galime matyti ~58 kDa dydzio KER78
rekombinantinj baltymg be signalinio peptido. KER78 baltymas matomas ties ~60 kDa riba, o KER1314
rekombinantinis baltymas be signalinio peptido matomas ties ~84 kDa Zymeniu.

Atlikus zimografija bei jvertinus rekombinantiniy baltymy aktyvuma agaro Sulinéliuose,
hidrolizés zonos nesusidaré. Taip galéjo nutikti dél netinkamo dializés buferinio tirpalo parinkimo, todél
baltymai nesusilanksté j savo aktyvia struktiirg. Baltymy perlankstymo proceso efektyvumas priklauso
nuo buferinio tirpalo sudéties ir salygy. Tirpalo pH yra labai svarbus parametras Siame procese.
Literatiiroje raSoma, jog buferinio tirpalo pH, esantis toli nuo baltymo izoelektrinio tasko, neleidZia

susidaryti agregatams. Taip pat, dializés buferiniame tirpale galima naudoti jvairius priedus
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(aminortgstys, Triton X-100, sacharoze, glicerolis) siekiant sumazinti agregacija ir padidinti
perlankstymo efektyvuma (Kumar, 2011). Taigi, siekiant i§spresti Sig problema, reikia ieSkoti buferinio
tirpalo, kuriame pavykty atstatyti fermento aktyvuma.

Baltymy biosintezés sistemos sukiirimas yra reikSmingai svarbus, norint turéti objektyviai didelius
kiekius funkciskai aktyviy fermenty. Sio darbo metu buvo sukurta heterologiné baltymy biosintezés
sistema, siekiant susintetinti rekombinantinius baltymus, galimai turin¢ius keratinolizinj aktyvuma.
Tyrimo metu, atlickant sinteze E. coli lastelése, pavyko susintetinti ir iSgryninti KER78, KER910 bei
KER1314 rekombinantinius baltymus, kurie, remiantis literatiira, gali pasizyméti keratinoliziniu
aktyvumu. AtstaCius Siy fermenty funkciny aktyvumg, dél gebéjimo skaidyti keratino turinCius
substratus, Sie biokatalizatoriai turi perspektyvos biiti pritaikytais tekstiles, odos, plovikliy, kosmetikos
bei medicinos pramonése. Be to, Sie baltymai gali tapti puikiu molekuliniu jrankiu, siekiant gauti

biologiSkai aktyvius peptidus ekologiskai ir ekonomiskai tvariose sistemose.
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Atlikta Streptomyces sp. SK-91 kamieno genominé analizé ir nustatyti kerl2, ker34, ker56,
ker78, ker910, kerll2 bei keri314 genai, kurie koduoja galimai keratinolizinj aktyvuma
turincius baltymus.

Sukurti atrinkty geny konstruktai su pET21c(+) ir pET28b(+) vektoriais.

Nustatyta, jog E. coli Rosetta (DE3) yra tinkamas Seimininkas Streptomyces sp. SK-91 kamieno
galimai keratinoliziniu aktyvumu pasizymin¢iy rekombinantiniy baltymy KER78 bei KER1314
sintezei. E. coli C41 (DE3) kamienas yra tinkamas KER910 rekombinantinio baltymo sintezei.
Nustatyta, jog 1 mM IPTG yra optimali koncentracija susintetinti KER78, KER910 bei
KER1314 rekombinantinius baltymus, o siekiant susintetinti KER78 baltyma be signalinés
sekos, optimali induktoriaus (IPTG) koncentracija — 1 mM.

Nustatyta, jog KER78 rekombinantinio baltymo sintezé be signalinio peptido prasideda nuo
antros valandos po indukcijos, o siekiant susintetinti KER78, KER910 bei KER1314, uztenka
vienos valandos.

Atlikus Ni** giminingumo chromatografija, sékmingai i$gryninti KER78, KER910 ir KER1314

rekombinantiniai baltymai.
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Proteoliziniu aktyvumu pasizyminciy fermenty biosintezé

SANTRAUKA

Keratinazés — tai fermentai, gebantys skaidyti netirpius, fibrilinius, keratino turincius substratus.
Sie biokatalizatoriai yra svarbiis dél placios pritaikymo srities tekstilés, odos, plovikliy, kosmetikos
pramonéje, priony eliminacijoje bei medicinoje. Sio darbo tikslas buvo sukurti ir optimizuoti
keratinoliziniu aktyvumu pasiZymin€iy fermenty heterologing biosintezés sistemg. ISsikelti darbo
uzdaviniai: Atlikti Streptomyces sp. SK-91 izoliato genomin¢ analize ir nustatyti hipotetinius
keratinazes koduojancius genus, sukurti atrinkty geny konstruktus, tinkamus heterologinei raiskai,
parinkti tinkama Escherichia coli kamieng tiksliniy baltymy sintezei, nustatyti optimalig induktoriaus
koncentracija, indukcijos trukme bei iSgryninti tikslinius baltymus. Darbo metu buvo atrinkti septyni
hipotetiniai kerating hidrolizuojantys baltymai i§ Streptomyces sp. SK-91 kamieno. Su atrinkty fermenty
genais buvo sukurti pET21c(+) ir pET28b(+) konstruktai. Siy konstrukty raiska buvo vykdoma E. coli
BL21 (DE3), Rosetta (DE3) ir C41 (DE3) kamienuose, indukcijai naudojant 0,5 mM bei 1 mM IPTG.
Lastelés po indukcijos auginamos 24 valandas. Indukuoty ir neindukuoty lgsteliy méginiai paimami
pirmas tris valandas kas valandg ir 24-ta valanda po indukcijos. Atlikus baltymy sintez¢ nustatyta, jog
E. coli Rosetta (DE3) yra tinkamas kamienas rekombinantiniy KER78 bei KER1314 baltymy sintezei.
Siekiant susintetinti KER910 baltyma, E. coli C41 (DE3) yra tinkamas heterologinis $eimininkas. Sio
darbo metu nustatyta, jog siekiant susintetinti KER78, optimali induktoriaus koncentracija yra 0,5 mM
IPTG, o siekiant susintetinti KER78 be signalinio peptido, KER910 bei KER1314 be signalinés sekos,
reikty naudoti 1 mM induktoriaus (IPTG). IS rezultaty galime spregsti, jog KER78 rekombinantinio
baltymo sintezé be signalinio peptido prasideda nuo 2 valandos po indukcijos, o siekiant susintetinti
KER78, KER910 bei KER1314, uztenka vienos valandos. Atlikus Ni** giminingumo chromatografija,
sekmingai iSgryninti KER78, KER910 ir KER1314 rekombinantiniai baltymai. Siekiant atstatyti
rekombinantiniy baltymy aktyvuma, atlikta dialize, taciau zimogramoje aktyvumas nenustatytas. Norint
geriau suprasti keratinaziy veikima bei plésti $iy fermenty pritaikyma, Sios krypties moksliniai tyrimai

yra bitini.
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SUMMARY

Keratinases are enzymes capable of breaking down insoluble, fibrillar, keratin-containing
substrates. These biocatalysts are important due to their wide range of applications in the textile,
leather, detergent, cosmetic, medicine industry and prion elimination. The aim of this work was to
create and optimize a heterologous expression system for enzymes with keratinolytic activity. Tasks
that needed to be complete during this study: Streptomyces sp. SK-91 genomic analysis and
identification of genes encoding hypothetical keratinases, creation of selected gene constructs suitable
for heterologous expression, selection of a suitable Escherichia coli strain for target protein synthesis,
determination of optimal inducer concentration and optimal induction duration. Lastly, purification
of target proteins. During the work, seven hypothetical keratin hydrolyzing proteins from
Streptomyces sp. SK-91 strain were identified. The pET21c(+) and pET28b(+) constructs were
created with the genes of the selected enzymes. Expression of these constructs was performed in E.
coli BL21 (DE3), Rosetta (DE3) and C41 (DE3) strains using 0.5 mM and 1 mM IPTG for induction.
Cells were cultured for 24 hours after induction. Induced and uninduced cells were sampled hourly
for the first three hours and at hour 24 post-induction. After protein synthesis, it was found that E.
coli Rosetta (DE3) is a suitable strain for the synthesis of recombinant KER78 and KER1314 proteins.
In order to synthesize the KER910 protein, E. coli C41 (DE3) is a suitable heterologous host. In the
course of this work, it was established that the optimal concentration of the inducer is 0.5 mM IPTG
to synthesize KER78, and to synthesize KER78 without a signal peptide. For KER910 and KER1314
without a signal sequence, 1 mM inducer (IPTG) should be used. From the results, we can conclude
that the synthesis of KER78 recombinant protein without a signal peptide begins 2 hours after
induction, while one hour is enough to synthesize KER78, KER910 and KER1314 without a signal
peptide. KER78, KER910 and KER1314 recombinant proteins were successfully purified by Ni**
affinity chromatography. In order to restore the activity of the recombinant proteins, dialysis was
performed, but no activity was detected in the zymogram. In order to better understand the action of
keratinases and expand the application of these enzymes, scientific research in this direction is

necessary.
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