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SANTRUMPOS

Abs — absorbcija;

Amp —ampicilinas;

AmpR — selektyvus plazmidéje koduojamas atsparumo ampicilinui Zymuo;

aps/min — apsisukimai per minutg;

ASR — atviras skaitymo rémelis;

AT-PGR - atvirkstinés transkripcijos PGR (angl., reverse-transcription PCR, RT-PCR);
Cam — chloramfenikolis;

CFAPP- cukraus fabriko atlieky pirolizés produktas;

DAG — diacilglicerolis;

dsDNazé — dvigrandei DNR (genominei DNR) specifiné endonukleazé (angl., double-
stranded DNA specific endonuclease, dsDNase);

EC (numeris) — Fermenty komisijos priskirtas numeris (angl., Enzyme Comission
number);

FSP — faziy salycio pavirSius;

GDSL — Gly-Asp-Ser(Leu);

GGGX -Gly-Gly-Gly-X;

GXSXG — Gly-X-Ser-X-Gly;

IMAC — imobilizuoty metaly jony afininé (giminingumo) chromatografija;
IPTG - izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas;

Kan — kanamicinas;

KanR — selektyvus plazmidéje koduojamas atsparumo kanamicinui Zymuo;
kDNR — komplementari DNR (angl., complementary DNA, cDNA);

LPS — lipopolisacharidas;

MAG — monoacilgliceroliai;

MKR - plazmidinio vektoriaus multikloninis regionas;

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
OT - optinis tankis;

p-NP — para-nitrofenolis;

REaz¢ — restrikcijos endonukleazé;



RR — riebaly rugstys;

TAE — Tris-acetato-EDTA buferinis tirpalas;

TAG - triacilgliceroliai;

T1SS — 1 tipo sekrecijos sistema (angl., type | secretion system);

T2SS — 11 tipo sekrecijos sistema (angl., type Il secretion system);

Twm — pradmeny lydymosi temperatiira;

Tris — trishidroksimetilaminometanas (2-amino-2-hidroksimetil-1,3 propandiolis);
X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas;

Aminortgstys:

Ala (A) —alaninas;

Asn (N) — asparaginas;

Asp (D) — asparto rugstis (aspartatas);

Gly (G) - glicinas;

Glu (E) — glutamo raigstis (glutamatas);

His (H) — histidinas;

Lys (K) — lizinas;

Ser (S) — serinas;

Tyr (Y) —tirozinas;

X — bet kokia a.r.;

Sintetiniai p-NP substratai:

p-NPA — etano riigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolacetatas);

p-NPB — butano riigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolbutiratas);
p-NPC — oktano riigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolkaprilatas);
p-NPD — dekano riigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenoldekanoatas);
p-NPL — dodekano ragsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenollauratas);
p-NPM — tetradekano raigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolmiristatas);
p-NPP — heksadekano raigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolpalmitatas);

p-NPS — oktadekano raigsties p-nitrofenolio esteris (p-nitrofenolstearatas).



IVADAS

Hidrolaziy klasés (EC 3) fermentai katalizuoja cheminiy ry$iy skilima
vandeninéje terpéje. Vandens pertekliaus sglygomis, Siy reakcijy pusiausvyra
pasislenka produkty susidarymo link ir dél to hidrolizés reakcijos
fiziologinémis salygomis yra negrjztamos. Hidrolazés veikia skirtingy tipy
substratus: polisacharidus, DNR, baltymus ir lipidus. Siy biologiniy
makromolekuliy homeostazé yra itin svarbi kiekvienam gyvajam
organizmui, todél hidrolazés yra visuotinai paplitusios ir dideliais kiekiais
sintetinamos visiems gyvybés domenams priklausanciy organizmy (Kovacic
ir kt., 2019).

Karboksilesteriy hidrolazés (EC 3.1.1.X) sudaro labai jvairialype
hidrolaziy, katalizuojanéiy esteriniy ry$iy virsmus, jy skilimg ir susidaryma,
grupe. Daugelis $iy fermenty pasizymi tuo, kad turi labai platy galimy
substraty spektrg, o tai leidzia daryti prielaida, kad jy evoliucija sudaré
sglygas organizmams jsisavinti jvairius anglies S$altinius ir uZtikrino Siy
fermenty dalyvavima kataboliniuose keliuose (Lopes ir kt., 2011).
Karboksilesteriy hidrolazéms priklausantys lipoliziniai fermentai -
karboksilesterazés arba tikrosios/nesavitos esterazés (karboksilesteriy
hidrolazés, EC 3.1.1.1) ir lipazés (triacilglicerolio acilhidrolazés, EC 3.1.1.3)
(toliau — lipoliziniai fermentai) sudaro didele, visiems gyviesiems
organizmams fiziologiskai svarbia bei didelj pramoninj pritaikomuma
turin¢ig fermenty grupe. Bakteriniai lipoliziniai fermentai dalyvauja
jgyvendinant jvairias §iy mikroorganizmy funkcijas: nuo riebaliniy medziagy
apykaitos energijai gauti iki patogenezés (Hausmann ir Jaeger, 2010). Dél
savo ypatingo biokataliziniy savybiy ,rinkinio®, bakteriniai lipoliziniai
fermentai yra itin patrauklds tvariai pramonei. Jie yra vertinami ne tik dél
karboksilesterinj ry$j turiniy junginiy hidrolizés, bet ir dél in vitro
vykstancios karboksilesteriniy rySiy sintezés ir kity nespecifiniy aktyvumy.
Bakteriniy lipoliziniy fermenty lengvas iSgavimas, stabilumas jvairiose
reakcijos terpése, aukstose temperatarose, pH ir platus substratinis savitumas
igalina jy platy panaudojimo spektra oleochemijos, polimery, tekstilés,
biodyzelino gavimo, plovikliy ir kitose pramonés Sakose. Turédami vieng
puikiausiy enantioatrankumo savybiy, bakteriniai lipoliziniai fermentai
i§skiriami kaip vieni svarbiausiy biokatalizatoriy naudojamy optiskai gryny
cheminiy junginiy gavimui. Jy biotechnologing reikSme atspindi tai, kad tam
tikros esterazés ir lipazés yra komercializuotos pasauliniy biotechnologijos
kompanijy, tokiy kaip Fluka, Novozymes, Biocatalysts Ltd ir kity (Kademi ir
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kt., 2008, Singh ir kt., 2016). Be to, pasitelkiant $iuos fermentus, gali bati
sprendZiamos ne maziau svarbios aplinkosaugos problemos.

Nors ne mazai zinomy lipoliziniy fermenty savybés ir keliy i§ jy
struktlira yra iSsamiai istirtos, atskleistas jy katalizinis veikimas ir sukurta
daugybé patogiy metody, padidinanciy $iy fermenty iSeiga ir aktyvuma
(baltymy inzinerija, cheminé modifikacija, imobilizavimas ir kt.) (Lopez-
Gallego ir kt., 2012; Akbulut ir kt., 2013; Kumar ir kt., 2014; Gudiukaité ir
kt., 2014), paklausa atrasti naujus tokius fermentus nemazéja. Bakterijy
lipoliziniai fermentai §iuo metu islieka vieni placiausiai biotechnologijoje
naudojamy biokatalizatoriy (Stergiou ir kt., 2013).

Taip pat, nepaisant Siuo metu didelio identifikuoty lipoliziniy
fermenty skaiciaus (~5000), tik nedidelei jy daliai (<10 %) yra sukurti
rekombinantiniai variantai ir jie yra funkciskai istirti (Kovacic ir kt., 2019).

Darbo tikslas

Bakterijy lipoliziniy fermenty identifikavimas taikant genomy analize,
atrinkty fermenty heterologiné sintezé bei iSsamus atrinkty fermenty
funkcinis charakterizavimas ir analizé.

Uzdaviniai

1) Atlikti atrinkty aktyviy bakteriniy lipoliziniy fermenty producenty
genomy analize ir identifikuoti lipolizinius fermentus, priklausancius
karboksilesterazéms (EC 3.1.1.1) ir lipazéms (EC 3.1.1.3);

2) Atlikus bioinformatine identifikuoty tiksliniy fermenty seky analize,
sukurti LipBST ir EstAG1 fermenty heterologinés sintezés sistemas;

3) Charakterizuoti LipBST ir EstAG1 lipolizinius fermentus;

4) Istirti laisvo LipBST fermento hidrolizinj potencialg, imobilizuoti
fermentg bei jvertinti gauto fermentinio preparato gebéjima katalizuoti
peresterinimo reakcijas;

5) Identifikuoti EStAG1 lipolizinio fermento aktyviajame centre
iSsidéstancias katalizei svarbias a.r. liekanas;

6) Kokybiskai jvertinti estAG1 raiSka transkripcijos lygyje Staphylococcus
saprophyticus AG1 lastelése.



Mokslinis naujumas ir praktiné darbo reikSmé

Per pastaruosius deSimtmecius Zymiai patobuléjus genomy
sekoskaitai, duomeny bazése tapo prieinamas didelis duomeny kiekis, kuriy
analizé leidzia lengvai identifikuoti naujus fermentus ir padeda uzpildyti
ziniy apie tam tikrus fermentus spraga. Taip pat §is metodas leidZia atrasti
naujy biokatalizatoriy, nereikalaujant dideliy su klasikine mikrobiologine
arba metagenomine paieska bei baltymy inZinerija susijusiy sagnaudy.

Siame darbe, taikant genomy analize, identifikuoti ir pirma karta
iSsamiai funkci§kai charakterizuoti Bacillus sp. L1 (identifikuotas kultdiros
lipolizinius fermentus koduojanc¢iy geny rinkinys identiskas ir budingas tik
Bacillus stratosphericus rasiai) ir S. saprophyticus AG1 rekombinantiniai,
tik numanomy statusa iki 8iol turéje lipoliziniai fermentai. Siame darbe
pirma kartg iSsamiai charakterizuotas B. stratosphericus rtsiai filogenetiskai
artimo kamieno itin aktyvus lipolizinis fermentas — LipBST lipazé, Kkuri
pasizyméjo funkcinémis savybémis, tinkamomis jvairiy riebaliniy medziagy
biodegradacijai. Gauti rezultatai rodo galimybe taikyti LipBST lipazg
vystant tvarig ir eckologiskai draugiska pramong. Fermentas sékmingai
iSbandytas riebalais uZtersty, pakartotinam panaudojimui skirty polietileniniy
pavirS§iy valymui. LipBST - tai pirmasis funkciSkai iStirtas ir
charakterizuotas B. stratosphericus riisies bakterijoms biidingas lipolizinis
fermentas.

Taip pat, Siame darbe, S. saprophyticus AG1 genome identifikuotas ir
pirma kartg charakterizuotas numanomas, tolimai su bakterijy hormonams
jautriy lipoliziniy (bHJL) fermenty Seimos homologais susijes EStAG1
lipolizinis fermentas. Nustatyta, kad EstAG1 lipolizinis fermentas pasizymi
netipiniais konservatyviy seky motyvais. Vietoje itin konservatyvios,
daugumai lipoliziniy fermenty budingos GXSXG sekos, EStAG1 nustatytas
GDGTG pentapeptidas, neturintis katalizinio konservatyvaus Ser. GDGTG
motyvas iki Siol nebuvo aprasytas nei vienoje $iai dienai Zinomoje ir
iSskirtoje bakterijy lipoliziniy fermenty Seimoje. Toks GDGTG motyvas
Siame darbe identifikuotame ir charakterizuotame EStAG1 lipoliziniame
fermente bei kai kuriy Staphylococcus sp. genomuose koduojamy
numanomy eksperimentiskai netirty lipoliziniy fermenty sekose nustatytas
pirma kart. Sio darbo metu pirmg karta parodyta, kad kataliziné
nukleofiliné Ser a.r. liekana EStAG1 lipoliziniame fermente (ir galimai jam
artimuose fermentuose) yra i$sidésCiusi ar¢iau C-galo esancioje, iki Siol
neaprasytoje SPLL a.r. sekoje. EstAG1 pirminés sekos ypatybés ir <30 %
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fermento panaSumas su artimiausiais funkciSkai ir struktiiriskai
charakterizuotais bHJL atstovais, leidzia iSskirti EStAG1 fermenta kaip
naujos bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimos atstova, kurj, remiantis
naujausia Hitch ir Clavel (2019) klasifikacija, galima priskirti naujai XXXVI
bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimai.

Sio darbo rezultatai ne tik suteikia eksperimentiniy jrodymy ir tam
tikry jzvalgy (biocheminis charakterizavimas, in silico struktiiriné analizé ir
kt.) apie iki Siol netirtus B. stratosphericus ir S. saprophyticus AG1
sintetinamus lipolizinius fermentus, bet ir praplecia mokslines zinias apie
bakteriniy lipaziy ir esteraziy jvairove.

Ginamieji teiginiai:

e Bacillus stratosphericus ir Staphylococcus saprophyticus AG1 genomy
analizé leido identifikuoti naujus lipolizinius fermentus, pagal
konservatyviy regiony homologija klasifikuojamus kaip EC 3.1.1.1, EC
3.1.1.3 bei EC 3.1.1.x, ir priklausan¢ius tiek apraSytiems homology
turintiems, tiek necharakterizuotiems tiksliniams fermentams.

e Bacillus sp. L1 kamieno LipBST lipazé turi didelj potencialg biti
taikoma biotechnologinéje pramonéje aktualiuose riebaly hidrolizés
procesuose.

e EStAGL a.r sekoje nustatytas netradicinis, iki $iol neaprasytas GDGTG
pentapeptidas, kurio sudétyje néra itin konservatyvios katalizinés Ser
a.r. liekanos; EstAG1 kataliziné Ser a.r. liekana iSsidésto iki Siol
neapraSytame baltymo sekos SPLL motyve.

e EStAGl — organiniams tirpikliams tolerantiSka, a.r. sekos prasme
unikali bakteriné esterazé, kuria galima priskirti naujai iki Siol
neapraSytai XXXVI bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimai.
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1.  LITERATUROS APZVALGA
1.1 Lipoliziniy fermenty paplitimas ir $altiniai

Pirmieji bakterijy lipoliziniai fermentai (lipazés) buvo atrasti 1901 m.
dany fiziologo C. Eijkmano Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus ir
Bacillus fluorescens riisyse, kurios $iuo metu yra, atitinkamai, zinomos kaip
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ir Pseudomonas fluorescens
(Eijkmann, 1901, Sangeetha ir kt., 2011). Nuo to laiko Zzinoma, kad
lipoliziniai fermentai yra sintetinami daugelio bakterijy ir eukariotiniy
organizmy (augaly, gyviiny, mieliagrybiy, mikromicety) bei archéjy
(Kishore ir kt., 2011).

Analizuojant nuolat pildomg fermenty duomeny baze BRENDA
(https://www.brenda-enzymes.org/), $iuo metu randamos 4257 lipazés (EC
3.1.1.3) ir 3121 karboksiesterazés (EC 3.1.1.1) (toliau — esterazés) (Kovacic
ir kt., 2019). Jy tarpe tik 350 lipaziy ir 273 esterazés turi nuorodg j pirminius
Saltinius, o tai parodo, kad labai daug lipoliziniy fermenty iki Siol néra
eksperimentiSkai istirti. Lipoliziniy fermenty taksonominio pasiskirstymo
analizé UniProt duomeny bazéje (https://www.uniprot.org/) parodé, kad Sie
fermentai yra Kkonservatyviis visuose trijuose gyvybés domenuose ir
dauguma jy yra kile i mikroorganizmy (1.1 pav.) (Kovacic ir kt., 2019).

Lipazés Esterazés

. L archéjos 11 virusai 2
it auksa;i;iai archéjos 26 virusai 0 kit eukariotai

552

1.1 pav. Lipaziy ir esteraziy paplitimas skirtinguose organizmuose (pagal BRENDA duomeny
baze) (pritaikyta i8: Kovacic ir kt., 2019).

Gyviny lipoliziniai fermentai dazniausiai iSskiriami i§ galvijy, aviy,
kiauliy kasy, taciau tokie fermentai daznai néra gryni ir tai apsunkina jy
panaudojimo pramonéje galimybes. Pavyzdziui, kiauliy kasos lipaziy
meéginiuose daznai aptinkami nedideli tripsino, suteikiancio karty skonj,
kiekiai, o tai apriboja jy panaudojima maisto pramongje (Sharma ir kt.,
2014). Kitas nepageidaujamas priemaiSas, apribojancias gyviininiy
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lipoliziniy fermenty panaudojimg, dazniausiai sudaro gyviny virusai ir
hormonai. Lipoliziniy fermenty iSgavimas i§ augaly yra taip pat
komplikuotas dél sudétingo gryninimo bei galimybés gauti tinkama
biomasés kiekj. Dél §iy ir kity kylan¢iy problemy, puikig pramoniniam
taikymui alternatyvag sudaro mikroorganizmy sintetinami lipoliziniai
fermentai. Biotechnologiniam pritaikymui daugiausiai pranasumy turi
bakterijy lipoliziniai fermentai: jie yra lengviau iSgaunami (paprasiau
gaunamas pakankamas biomasés kiekis fermenty iSskyrimui, fermentai
dazniausiai néra po transliacijos modifikuojami), taip pat lengva
manipuliuoti bakterijy genais norint taikyti rekombinanting technologija,
geny inzinerija ir kt. Bakterijy lipoliziniai fermentai yra itin efektyviis
biokatalizatoriai, kuriems budingos tam tikros unikalios ir ypatingai
vertingos savybés. Pastargsias sudaro jau minétos pla¢ios pH ir temperatiiros
veikimo  ribos, plaCios  substratinio  savitumo ribos,  regio-,
enantioatrankumas, stabilumas organiniuose tirpikliuose, detergentuose ir kt.
(Stergiou ir kt., 2013). Visag tai jgalina efektyvesnj lipoliziniy fermenty
panaudojimg pramonés $akose, kur Sie fermentai jau yra naudojami, ir rasti
jiems naujus pritaikymus.

Lipoliziniy fermenty producentai randami jvairiose aplinkose: nuo
vidutiniy iki ekstremaliy klimato zony, kurios formuoja tam tikras Siy
fermenty savybes. Saviti lipoliziniai fermentai yra nustatomi kar$¢iui, $al¢iui
ar dideléms drusky koncentracijoms atspariuose mikroorganizmuose.
Pagrindiniai nattralis bakteriniy lipaziy producentai, kuriy fermentai yra
naudojami pramonéje arba pasiZymi itin dideliu panaudojimo potencialu yra
jvairis Bacillus genties atstovai, P. aeruginosa, P. fluorescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosus, Clostridium,
Corynebacterium, Dehalococcoides, Geobacillus, Propionibacterium,
Rhodoferax, Serratia, Streptomyces, Vibrio, Burkholderia cepacia,
Burkholderia  glumae, Chromobacterium  violaceum, Colwellia
psychrerathraea, Pseudoalteromonas haloplanktis ir kt. (Sangeetha ir kt.,
2011; Stergiou ir kt., 2013). Tarp ekstremofily, sintetinan¢iy dideliu
lipoliziniu aktyvumu pasizymin¢ius fermentus, pazymétina bakterija
Thermosyntropha lipolytica, hipertermofilinés archéjos Archaeoglobus
fulgidus, psichrofilinés bakterijos Psychrobacter immobilis, Psychrobacter
okhotskensis, Acinetobacter calcoaceticus ir halofilin¢ archéja Haloarcula
marismortui (Stergiou ir kt., 2013). Siy mikroorganizmy lipazés pastaruoju
metu tapo svarbia pramoniniy fermenty grupe (Cavicchioli ir kt., 2011)
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Esterazés taip pat, kaip ir placiai paplitusios lipazés, sintetinamos
jvairiy mikroorganizmy: Streptomyces sp. (Nishimura ir Inouye 2000),
Pseudomonas sp. (Prim ir kt., 2006; Tserovska ir kt., 2006), Bacillus sp.
(Ding ir kt. 2014), Lactobacillus sp. (Choi ir Lee 2001),
Thermoanaerobacterium sp. (Shao ir Wiegel 1995), Micrococcus sp.
(Fernandez ir kt., 2004), Ophistoma sp. (Calero-Rueda ir kt., 2002),
Aspergillus sp. (Giuliani ir kt., 2001), Humicola sp. (Hatzakis ir kt., 2003),
Sporotrichum sp. (Topakas ir kt., 2003), Saccharomyces sp. (Lomolino ir kt.,
2003), Candida sp. (Ghosh ir kt., 1991). Pagrindinj hipertermofiliniy tikryjy
esteraziy producenty Saltinj daugiausiai sudaro archéjos. Pirmoji
ekstremofilo esterazé buvo iSskirta i§ termoacidofilinés Sulfolobus
acidocaldarius archéjos, o pirmoji $aléiui atspari halofilinio mikroorganizmo
esterazé isskirta i§ Alkalibacterium sp. Siy mikroorganizmy esterazés taip
pat turi platy pramoninj pritaikyma (Wang ir kt., 2016).

Mikroorganizmy lipoliziniai fermentai pagal iSsidéstyma Igstelése
skirstomi j vidulgstelinius, suriStus su membrana ir uZzlgstelinius. Yra
zinomas bakterijy kamienas Bacillus clausii, kuris sintetina tik vidulgstelines
lipazes. Vidulastelines lipazes sintetinan¢ios bakterijos daznai nehidrolizuoja
ilgagrandziy TAG ir dél to, augdamos, kaip vienintelj anglies $altinj geba
utilizuoti tik glicerolj ir paprastus lipidus (Sangeetha ir kt., 2011).

1.2 Pagrindiniai lipoliziniy fermenty paieSkos biudai

Neribota mikroorganizmy biologiné jvairové sudaro didziulj
potencialg naujy lipoliziniy fermenty atradimui (Aharoni, 2009). Dabartinéje
sparciai besivystan¢ioje bakteriniy fermenty tyrimy epochoje isskiriami trys
pagrindiniai fermenty atradimo ir i§gavimo budai: tiesioginis - klasikinis
mikrobiologinis, metagenominé atranka/analizé ir mikrobiniy genomy
analizé (Machado ir kt., 2015, Zafareta ir kt., 2016, Bodra-Molina ir kt.,
2017, Jayanath ir kt., 2018).

Dél lipolizinius fermentus produkuojanciy mikroorganizmy savybés
naudoti riebalus kaip vienintelj anglies Saltinj, jie daznai gali buti i§skiriami
i§ gendancCiy, riebaliniy maisto produkty, pramoniniy nuoteky, riebalais,
nafta uzterSto dirvozemio, sgvartyny, gamybiniy atlieky ir kt., taikant
klasikinés mikrobiologijos metodus (Elnashar ir kt., 2013, Tsuji ir kt., 2013,
Yalcin ir kt., 2014, Casas-Godoy ir kt., 2018). Pavyzdziui, tiriant riebalais
uzter§ta dirvozemj, iSskirtas Pseudomonas stutzeri PS59 kamienas,
sintetinantis itin salCiui atsparig lipaze (Li ir kt., 2014). Naudojant panasy
metoda, i§ Zemés tikio lauky buvo isskirtas Staphylococcus aureus kamienas,
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sintetinantis $arming, termostabilia lipaze. Siuo atveju, méginiy atranka buvo
atliekama ant mitybinio agaro 1éksteliy, papildyty tributirinu (Sarkar ir kt.,
2012).

Deja, iprasti mikroorganizmy iSskyrimo metodai negali bati
naudojami  nekultivuojamy  lipolizinius  fermentus  sintetinan¢iy
mikroorganizmy atradimui; jie taip pat neleidzia iSskirti lipolizinius
fermentus koduojan¢iy geny. Dél to kuriami nauji metodai, leidziantys
tiesiogiai atrasti naujus lipolizinius fermentus koduojancius genus, apeinant
mikroorganizmy i$skyrima mikrobiologiniais metodais. Per pastaruosius
keleta deSimtmeciy dél greitos naujy molekulinés biologijos metody
pazangos, tapo zymiai paprasCiau atlikti pilng genomo sekoskaitg.
Dabartiniu metu viesose duomeny bazése yra laisvai prieinami gausis
duomenys apie bakterijy genomus ir geny sekas (Soror ir kt., 2009, Mak ir
kt.,, 2015). Sukaupty duomeny bazése bakterijy seky analizé leidzia
nesunkiai nustatyti mazai tirtus arba visiskai naujus hipotetinius fermentus.
Nekultivuojamiems naujiems lipoliziniy fermenty producentams atrasti taip
pat taikomas metagenominis tiksliniy mikroorganizmy paieskos bidas (Peng
ir kt., 2014). Taikant 8] metoda, i$ tiksliniy aplinkos méginiy, kuriuose gali
biti lipolizinius fermentus i$skirian¢iy mikroorganizmy, tiesiogiai iSskyrus
DNR, konstruojamos DNR bibliotekos ir vykdomos PGR, naudojant
oligonukleotidus, komplementarius konservatyviems lipoliziniy fermenty
geny regionams (Culligan ir kt., 2014). Alternatyvus pastarajam metodas yra
funkcinés metagenomikos metodas, kai i§ aplinkos izoliuota DNR
klonuojama ir gauti heterologiniai klonai atrenkami pagal geba hidrolizuoti
specifinius substratus (Lopez-Lopez ir kt., 2014). Taip, taikant genominj ir
metagenomin] lipoliziniy fermenty tyrimo metodus yra atveriamos placios
galimybés, siekiant uzpildyti ziniy spragas apie Siuos fermentus. Naujy
lipoliziniy fermenty atradimas yra svarbus biotechnologijy sektoriui, nes Sie
fermentai placiai taikomi daugelio pramonei svarbiy junginiy, kuriy paklausa
vis didéja, sintezei (Gudiukaité ir Gricajeva, 2017). Kitas svarbus aspektas —
naujos fundamentinés Zinios apie iy placiai gamtoje paplitusiy fermenty
evoliucijg, struktiiros-funkcijos sarysj ir bazinius lipoliziniy fermenty
katalizés mechanizmus (Ferrer ir kt., 2007, Aharoni, 2009, Zhang ir kt.,
2018).

1.3 Bakteriniy lipaziy ir esteraziy skirtumai

Lipoliziniai fermentai natiiraliomis fiziologinémis sglygomis
katalizuoja acilgliceroliuose esanciy esteriniy rysiy hidrolize, atpalaiduojant
laisvasias RR ir glicerolj. Daugelis literattros Saltiniy teigia, kad esterazés
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katalizuoja vandenyje tirpiy, trumpagrandziy RR esteriy (<10-12 anglies
atomy RR), o tuo tarpu lipazés - vandenyje netirpiy, bekriiviy ilgagrandziy
(>10-12 anglies atomy RR) RR esteriy hidroliz¢. Kitas daznai minimas
skiriamasis esteraziy ir lipaziy pozymis yra tarpfazinés aktyvacijos
fenomenas, kuris yra budingas tik lipazéms. Pagal tarpfazinés aktyvacijos
koncepcija, lipolizés reakcija prasideda tik po fermento adsorbcijos
riebalinio substrato ir vandens faziy sgly¢io pavirSiuje (FSP) (Chahinian ir
Sarda, 2009, Lopez-Lopez ir kt., 2014). Yra nustatyta, kad substraty, esanéiy
monomerinéje formoje atzvilgiu, lipazés pasizymi minimaliu aktyvumu,
taciau, kai substrato koncentracija yra pakankamai didelé, kad virSyty
tirpumo ribg ir suformuoty emulsijas bei miceles, Stebimas staigus
hidrolizinio lipazés aktyvumo padidéjimas. Tokia dviem etapais vykstanti
lipaziy katalizé aiSkinama tuo, kad Sie fermentai turi unikaly, aktyvyjj
fermento centrag dengiantj dangtelio (angl., lid) domena, kuris substrato
emulsijos lipidiniame pavirSiuje pasislenka, aktyvusis fermento centras
pasidaro atviras ir prieinamas substratui, po ko vyksta staigus fermento
aktyvumo didéjimas. Esteraziy katalizuojamy reakcijy kinetikg galima
apraSyti taikant klasikinj Michaelis-Menten modelj, o lipaziy Kinetikai
apraSyti taikomi Kkiti modeliai, tokie Kkaip Verger-de-Haas modelis
(Kiriliauskaité, 2015).

Tacdiau atsiranda duomeny rodanéiy, kad tarpfazinés aktyvacijos
fenomenas, tiek savitumas skirtingo ilgio anglies atomy grandines turintiems
substratams yra netinkami kriterijai lipaziy ir esteraziy atskyrimui. Siuo
metu jau yra nustatyta daugybé dangtelio domeng turinciy esteraziy, kurioms
budinga tarpfaziné aktyvacija, taip pat yra dangtelj turin¢iy lipaziy, kurioms
nebudinga tarpfaziné aktyvacija (Kapoor ir Gupta, 2012, Stergiou ir kt.,
2013). Nepaisant to, lipoliziniy fermenty hidrolizés mechanizmas yra
vienodas (Casas-Godoy ir kt., 2018).

Tiek lipazés, tiek esterazés gali pasizyméti labai placiu substratiniu
savitumu: abiejy tipy fermentai gali Kkatalizuoti trumpagrandziy ir
ilgagrandziy RR esteriy virsmus. D¢l to ir Sis $iy fermenty skirstymo
kriterijus turi buti persvarstytas. Daznai skirtingy tipy minétiems
lipoliziniams fermentams nustatomas tarpinis tarp tikryjy esteraziy ir lipaziy
substratinis savitumas, kai, pavyzdziui, geriausiai skaidomas trumpagrandis
substratas (pvz., Ca), bet taip pat dideliu aktyvumu fermentas pasizymi ir
vidutinés grandinés bei ilgagrandziy substraty (Cs-Cis) atzvilgiu (Gricajeva
ir kt., 2019). Atsizvelgiant | Sias savybes, lipolizinius fermentus daznai
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sitiloma klasifikuoti kaip ,,universalias lipazes* (EC 3.1.1.X) (Barriuso ir kt.,
2016, Vaquero ir kt., 2016).

Lipazes ir esterazes taip pat sitiloma skirstyti remiantis jy seky a.r.
sastato ir baltymy pavirSiaus elektrostatinio kruvio pasiskirstymo skirtumais.
Taip pat nustatyta, kad hidrolizuojant tirpius RR esterius, lipazéms btudingas
didesnis Km negu esterazéms (Fojan ir kt., 2000, Casas-Godoy ir kt., 2018).

1.4 Fiziologiné lipoliziniy fermenty reik§mé bakterijose

Daugumos bakterijy sintetinamy lipoliziniy fermenty atliekamos
fiziologinés funkcijos iki §iol néra pilnai suprastos. Siy fermenty
kompleksiné ir labai sudétinga raiskos reguliacija leidzia numanyti, kad jy
pirminé fiziologiné funkcija yra Zymiai sudétingesné negu paprasta riebaly
hidrolizé, leidzianti bakterijy lgsteléms apsirGpinti numanomais anglies
Saltiniais (1.2 pav.).

NI30S

LIPIDY
KOLONIZAVI-
MAS MODIFIKACUA
J&":“\’;‘:_ ANGLIES RIEBALY LIPIDY
ey 3ALTINIS SKAIDYMAS SIGNALINIMAS
AUGIMO METABOLIZMAS
SKATINIMAS
LIPOLIZINIAI
-, FERMENTAI
gk, INTERKFJE e ALKANY MEMBRANINES
LA DEGRADAVIMAS ADAPTACIIOS
ADHEZIA
/BIOPLEVELIY
SUDARYMAS
AUGALINIY
PAM
GAMYBA SIENELIY
SKAIDYMAS
VIRULENTISKUMAS
LASTELIY ATSPARUMAS
JUDRUMAS KAMP

SEIMININKO
LIPIDY
SKAIDYMAS

1.2 pav. Numanomos lipaziy ir esteraziy fiziologinés funkcijos. PAM — pavirSiaus aktyviosios
medziagos, KAMP — katijoniniai antimikrobiniai peptidai, KJ — kvorumo jutimas arba nuo
bakterijy tankio priklausomas fiziologinis atsakas (angl., quorum-sensing) (pritaikyta is:
Hausman ir Jaeger, 2010).

Patogeniniy mikroorganizmy gebéjimas prisitaikyti prie Seimininko ir
aplinkos yra labai svarbus patogenezei. Viena i§ mikroorganizmy adaptacijos
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strategijy yra lipoliziniy fermenty sintezé, leidzianti gauti laisvy riebaly
rugsciy (RR) ir sutrikdyti Seimininko lasteliy barjerus. Manoma, kad
lipoliziniai fermentai tam tikry bakterijy rasiy naudojami  kaip
virulentiSkumo veiksniai (Devescovi ir kt., 2007, Degrassi ir kt., 2008).
Pavyzdziui, bakterija P. aeruginosa priskiriama oportunistiniams
patogenams, kurie gali infekuoti ligoniy, daznai serganéiy cistine fibroze,
kvépavimo takus. Minétos bakterijos lipazé ir fosfolipazé C katalizuoja
dipalmitoilfosfatidilcholino (DPFC) hidrolize, kurios metu atpalaiduojamas
dipalmitoilglicerolis ir palmitatas (Beatty ir kt., 2005). DPFC sudaro
pagrindinj Seimininko plauciy surfaktanto, reikalingo sumazinti pavirSiaus
jtempimg alveoliy membranose, komponentg (Schmidt ir kt., 2007). I3
cistine fibroze serganéiy pacienty plauéiy i$skirty P. aeruginosa lgsteliy LPS
molekulése nustatoma nejprasta lipido A kompozicija: 33 % jo sudaro
palmitatas, nesutinkamas laukinio tipo P. aeruginosa (Ernst ir kt., 1999).
Nustatyta, kad tam tikry S. saprophyticus kamieny membraniné Ssp lipazé
yra reikalinga Sios bakterijos invazijai ir jsitvirtinimui infekcijos vietoje —
Slapimo taky epitelio lgstelése (Saking ir kt., 2005). Iskelta ir kita hipotezé,
kad S. saprophyticus Ssp lipazé modifikuoja lgsteliy-taikiniy membrany
lipidy sastata ir sudaro fagosominio/fagolizosominio pasprukimo nuo
imuninés sistemos mechanizmo dalj (Szabados ir kt., 2013). Taigi, labai
tikétina, kad lipoliziniai fermentai, ypatingai lipazés, padeda bakterijoms
kolonizuoti Seimininko skirtingus organus bei audinius, padidina jy
atsparuma Seimininko imuninei sistemai.

Neseniai jrodyta, kad lipazés gali turéti svarbiag imunomoduliacing
funkcija. S. aureus lipazeé, vykstant patogeno invazijai, padeda ,,apeiti*
imuninj atsaka, inaktyvuodama bakterinés kilmés LPS (imuninio atpazinimo
maskavimas), kuriy reikia jgimto imuninio atsako aktyvavimui ir padeda
bakterijoms iSgyventi infekcijos metu (Chen ir Alonzo 111, 2019).

Be abejo, bakterijoms lipoliziniai fermentai taip pat yra svarbis lipidy
degradavimui, norint jsisavinti aplinkoje prieinamg anglies Saltinj. Kaip
pavyzdys, P. aeruginosa YS-7 kamienas geba kolonizuoti atSiaurias
ekologines nisas, tokias kaip aliejaus emulsijos, turin¢ios labai maza vandens
kiekj (1 %) (Shabtai, 1991).

Nustatyta, kad laboratorinémis salygomis esterazés daznai néra
bitinos lasteliy iSgyvenamumui (Berger ir kt., 1998). Taciau probiotiné
kultora Lactobacillus reuteri, augdama terpéje su stresine tulzies drusky
koncentracija, indukuoja 7.3 karty didesne esterazés raiska, o Sios esterazés
koduojan¢io geno sutrikdymas minétomis augimo salygomis, drastiskai
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sumazina §iy bakterijy i§gyvenamuma. Sis reidkinys parodo, kad Lb. reuteri
esterazé dalyvauja lgsteliy membrany reorganizavime (Wall ir kt., 2007,
Whitehead ir kt., 2008). Be to, net keturiuose bakterijy kamienuose buvo
parodyta, kad H»O, koncentracijos didinimas indukuoja esteraziy raiskos
pasikeitimus, kas leidzia manyti, kad Sie fermentai padeda bakterijoms
susidoroti ir su patiriamu oksidaciniu stresu (Hausmann ir Jaeger, 2010).

Bakterijy esterazés taip pat svarbios kaip tarprii§inés sgveikos ir
bendravimo reguliaciniai elementai. Esterazés skaido nuo bakterijy lgsteliy
tankio priklausomo fiziologinio atsako sistemoje (angl., quorum-sensing)
naudojamas signalines molekules. Pavyzdziui, Ideonella genties bakterijy
esterazé katalizuoja augaly patogeno Ralstonia solanacearum signalinés 3-
hidroksipalmitato riig§ties metilo esterio (3-OH PAME) molekulés skaidyma
(Shinohara ir kt., 2007). P. fluorescens esterazé degraduoja signalinius
laktonus, naudojamus ne tik Pseudomonas genties, bet ir daugelio kity
bakterijy nuo jy tankio priklausomo atsako sistemose.

Esterazés yra susijusios ir su tam tikry antibiotiky sinteze.
Streptomyces rasiy esterazés katalizuoja kaupiamyjy TAG hidrolize. Po $io
proceso atpalaiduojamos RR naudojamos kaip anglies $altinis antibiotiky
sintezei (Elend ir kt., 2006, Hausmann ir Jaeger, 2010).

Esterazés, taip pat kaip ir lipazés, gali prisidéti prie patogeniniy
bakterijy virulenti§kumo: augaly lasteliy sieneles skaidanéiy Clostridium ir
Lactobacillus plantarum ir kity Lactobacillus genties bakterijy esterazés
hidrolizuoja  esterinius rySius tarp hidroksicinamono raigSties ir
angliavandeniy (Wang ir kt., 2004, Hausmann ir Jaeger, 2010). Zmogaus
patogeno Helicobacter pylori vienintelis identifikuotas lipolizinis fermentas
EstV esterazé yra tiesiogiai susijusi su peptiniy skrandzio opy ir vézio
i8sivystymu (Ruiz ir kt., 2007). Mycobacterium tuberculosis patogeni§kumas
taip pat stipriai priklauso nuo lipoliziniy fermenty. Taikant transpozony
mutagenez¢ nustatyta, kad sukonstruotuose susilpnintuose M. tuberculosis
kamienuose dauguma mutavusiy geny lokusy buvo susije su lipidy
metabolizmu arba lipidy transportavimu per membrang. Vienas tokiy lokusy
buvo genas, koduojantis LipF lipaze, priklausané¢ia IV lipoliziniy fermenty
Seimai (Zhang ir kt., 2005). Taip pat nustatyta, kad P. aeruginosa EStA
esterazés deleciniai mutantai pasizyméjo stipriai sutrikusiu lgsteliy judrumu,
ramnolipidy sinteze ir gebéjimu formuoti biopléveles (Wilhelm ir kt., 2007,
Hausmann ir Jaeger, 2010).
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1.5 Prokariotiniy lipoliziniy fermenty struktiiros ypatumai
lemiantys jy funkcija

Pirmosios isaiSkintos lipoliziniy fermenty erdvinés struktiiros
priklauso Rhizomucor miehei ir Zzmogaus kasos iSskiriamoms lipazéms
(Brady ir kt., 1990, Winkler ir kt., 1990). Pirmojo bakterinio lipolizinio
fermento struktira buvo nustatyta 1997 m. P. fluorescens sintetinamai
esterazei (Kim ir kt., 1997). Panaudojus proteazés slopiklj
fenilmetilsulfonilfluorida, buvo nustatyta, kad Sios esterazés kataliziné triada
sudaryta i§ Ser-114, His-199 ir Asp-168. 2012 m. Baltymy duomeny bazéje
(angl., the Protein Database, PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/) buvo
deponuota apie 100 lipoliziniy fermenty erdviniy struktiry (Casas-Godoy ir
kt., 2012). Siuo mety iSaidkinty lipoliziniy fermenty struktiiry skai¢ius siekia
~200. Taciau $ios, PDB prieinamos tretinés struktiiros, reprezentuoja tik 50
organizmy lipolizinius fermentus.

Nepaisant mazo lipoliziniy fermenty a.r. seky panasumo, kuris kartais
nesiekia 20 %, daugéjant iSaiSkinty $iy fermenty strukttiry, buvo nustatyta,
kad dauguma $iy fermenty, kuriy molekuliné masé svyruoja nuo 19 iki ~75
kDa (Kovacic ir kt., 2019), pasizymi bendra konservatyvia o/B-hidrolazés
kloste ir turi kanoninj GXSXG pentapeptida, iSsidéstant] aplink katalizinj
Ser (Jaeger ir Reetz, 1998). Véliau buvo nustatyta didelé lipoliziniy fermenty
Seima, turinti GDSL Kkatalizinio centro konservatyvy motyva ir o/p/a-kloste.
Siuo metu taip pat yra zinoma keletas lipoliziniy fermenty turindiy p-
laktamazéms homologiska kloste, kuri struktoriS$kai skiriasi nuo o/B- ir
o/B/a-hidrolaziy kloséiy (Casas-Godoy ir kt., 2018).

o/p-hidrolaziy, o/p/a-hidrolaziy klostés ir Kkataliziné triada.
Karboksilesteraziy (EC 3.1.1.1) ir lipaziy (EC 3.1.1.3) a.r. seky tretiniy
struktiry tyrimas atskleidé, kad dauguma Siy fermenty priklauso o/p-
hidrolaziy antSeimiui: Siems fermentams biidingas o/f-hidrolaziy
susilankstymas arba kitaip dar vadinama o/p-hidrolazin¢ klosté. Si klosté yra
budinga  skirtingiems  hidrolaziy klasés fermentams: haloalkany
dehalogenazéms, acetilcholino esterazéms, dienlaktony hidrolazéms, serino
karboksipeptidazéms, kutinazéms, tioesterazéms, prolino iminopeptidazéms,
prolino oligopeptidazéms ir epoksido hidrolazéms (Arpigny ir Jaeger, 1999,
Jaeger ir kt., 1999, Casas-Godoy ir kt., 2018). o/f-hidrolaziy kloste
paprastai sudaro centrinis 8 lygiagreciy B-juosty lakstas, kuriame B-juostos
iSsidésciusios 12435678 tvarka ir antroji juosta (2) yra antilygiagreti (1.3
pav.) (Lenfant ir kt., 2013). Juostos B3-B8 yra sujungtos aplink centrinj
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lakstg, Sonuose i$sidéstanéiomis a-spiralémis. Struktiiroje tarp B-juosty ir o-
spiraliy taip pat nustatomos ir atitinkamos kilpos (1.3 pav., a, c) (Ollis ir kt.,
1992, Jaeger ir kt., 1999, van Pouderoyen, 2001, Bornscheuer, 2002). Siems
globuling struktiirg sudarantiems stabiliems pastoliams biidingas ypatingas
plastiskumas: skirtingi struktiiriniai elementai ar netgi iStisi domenai,
pavyzdziui, daugeliui lipaziy btdingas dangtelio domenas, gali jsiterpti |
kilpas, sujungian¢ias minétas B-juostas ir a-spirales, nesutrikdant visos o/p-
hidrolazés klostés. Dél tokio plastiSkumo o/B-hidrolazés kloste turintys
baltymai pasizymi didele biocheminiy ir fiziologiniy funkcijy jvairove ir yra
paplite visuose gyvuosiuose organizmuose (Rauwerdink ir Kazlauskas,
2015).

Lipoliziniy fermenty konservatyvia katalizing triadg sudaro Ser
(nukleofilas), Asp/Glu (rigS§tiné am. r. lickana) ir His. Kataliziné lipoliziniy
fermenty triada yra labai pana$i | serino proteazése nustatomg katalizing
triadg, bet turi skirtumy kataliziniy a.r. i$sidéstymo tvarkoje. Lipoliziniy
fermenty o/B-hidrolazés klostéje katalizinis Ser yra iSsidéstes j y panaSiame
linkyje po P5-juostos prie§ toliau besitesianéia vieng i§ o-spiraliy ir tai
sudaro itin konservatyvig klostés savybe (Casas-Godoy ir kt., 2018).

Paprastai Ser yra randamas fiksuotoje pozicijoje baltymo a.r. sekos
GXSXG pentapeptide, kur X yra bet kokia a.r. Sio motyvo sudaromas astrus
linkis tarp a-spiralés ir B-juostos matomas tretinéje baltymo struktiiroje yra
vadinamas nukleofiline alkiine. Daugeliui lipaziy/esteraziy budingas butent
GXSXG pentapeptidas, taciau yra nustatyta ir kity Siy fermenty seky,
kuriuose iSsidésto nukleofilinis Ser: viena jy yra GDSL, kuri dazniausiai
issidésto ar¢iau fermento N-galo (Ollis ir kt., 1992, Angkawidjaja ir
Kanaya, 2006, Kovacic ir kt., 2019). GDSL lipoliziniy fermenty S$eimai
priklausancios o/f/a-hidrolaziy klostés struktiirai biidinga hidrofobiné
Serdis, sudaryta i§ penkiy P-juosty ir maziausiai keturiy o-spiraliy.
Papildomi a/p/a-hidrolaziy klostés antrinés struktiiros elementai ir skirtumai
Substratg risanciose kilpose lemia funkcing GDSL hidrolaziy jvairove. Tai
atspindi substraty, hidrolizuojamy $iy fermenty, spektras: glikoesteriai,
arilesteriai, j vaska pana$us lipidai, fosfolipidai, lizofosfolipidai, acil-KoA
tioesteriai, peptidai ir TAG‘ai (Lescic ir kt., 2010). GDSL motyvas, turintis
aktyviojo centro Ser liekang, sudaro konservatyvios sekos, vadinamos |
bloku, dalj. I blokas iSsidésto ar¢iau fermento N-galo (1.3 pav., b, ). Asp ir
His a.r., sudaranciy katalizing triada, lieckanos dazniausiai randamos Il ir IV
blokuose, atitinkamai. Gly, priklausantis oksianijoninei angai, sudaro itin
konservatyvig lickana, priskiriama II blokui. Sie duomenys leido pasiiilyti
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nauja SGNH-hidrolaziy $eimos pavadinimg, kuris naudojamas kaip GDSL
pavadinimo sinonimas (Kovacic ir kt., 2019).

c) GXSXG
D H -hi i
N - N alf hldro!azm
klosté
GDSL DXXH i i
N o < - a/Bl/a-hidrolaziy
klosté

1.3 pav. Lipoliziniy fermenty pirminiy ir antriniy struktlry elementai. Klasikinés o/f-
hidrolazes klostés (@) ir o/p/a-hidrolazés klostés (b) topologijy diagramos. Minimali o/f/a-
klosté¢ apibudinama kaip konservatyvus struktirinis elementas kai kuriuvose SGNH-
hidrolazése (Aspergillus aculeatus ramnogalakturonano acilesterazé, RGAE; Streptomyces
scabies esterazé, SsEst; galvijy trombocitus aktyvuojantis veiksnys acilhidrolaz¢ 1B, PAF
AH; E. coli tioesterazé, TAP ir kt.) paveiksle pavaizduota pilka spalva. Juodais taskais
pazymétos katalizings tirados Ser, His, Asp lickanos; baltais — konservatyviosios,
oksianijoning angg sudarancios a.r. liekanos (Gly, Asn). (c) Katalizinés triados a.r. lickany
pozicijos pirmingje o/f- and o/p/a-klostes turinéiy lipoliziniy fermenty struktiirose (pritaikyta
i8: Kovacic ir kt., 2019).

Skirtingai nuo o/B-hidrolaziy, o/p/a-hidrolaziy klostg turin€iuose
lipoliziniuose fermentuose katalizinés Asp ir His a.r. liekanos sudaro DXXH
motyvo dalj. Be to, placiai paplitusi ir itin konservatyvi o/B-hidrolaziy tarpe
nukleofiliné alkiiné nebiidinga GDSL hidrolazéms. Nepaisant akivaizdziy
skirtumy, GDSL hidrolaziy katalizés mechanizmas yra tapatus bendram o/p-
hidrolaziy, kurios turi Ser-His-Asp katalizing triada, katalizés mechanizmui

(Kovacic ir kt., 2019).

Oksianijoniné anga. Katalizinio lipoliziniy fermenty mechanizmo
metu susidaro tetraedrinis (pereinamoji fermentinés reakcijos busena)
tarpinis junginys stabilizuojamas vandeniliniy rysiy, susidaranciy tarp dviejy
a.r. amidy protony ir substrato karbonilo grupés deguonies (placiau 1.7
poskyryje). Minétos vandenilinius rySius sudarancios a.r. sudaro taip
vadinama oksianijoning anga (Gupta ir kt., 2015). Pirmaja oksianijoninés
angos a.r. lieckang sudaro antroji GXi1SX>G pentapeptido X a.r., 0 antroji
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iSsidésto lipoliziniy fermenty N-gale, kilpoje tarp f3-juostos ir aA-spiralés.
Remiantis Lipaziy Inzinerijos duomeny baze (angl., Lipase Engineering
Database, LED), pagal sutinkamy oksianijoniniy angy struktiiras,
lipolizinius fermentus galima suskirstyti j tris tipus: GX, GGGX ir YV
(Widmann ir kt., 2015). Pleiss ir kt. (2000) identifikavo dviejy tipy
oksianijonines angas, GX ir GGGX. GX tipe, G sudaro konservatyvus Gly, o
X — tai oksianijoniné a.r. liekana. GGGX atveju, oksianijoninés angos
liekana yra G, po kurios seka X — konservatyvi hidrofobiné a.r. liekana
(Pleiss ir kt., 2000). Oksianijoniné anga gali biiti i§ anksto suformuota
uzdaroje fermento konformacijoje ir nekeisti savo pozicijos dangtelio
atsidarymo metu (taip pat tai budinga lipoliziniams fermentams neturintiems
dangtelio), arba oksianijoniné anga gali susiformuoti i$skirtinai tik fermento
dangtelio atsidarymo metu (Pleiss ir kt., 2000, Lotti ir Alberghina, 2007).

Sutinkamy oksianijoniniy angy tipas gali turéti lemiamos reikSmés
lipoliziniy fermenty savitumo substratams atzvilgiu. Lipoliziniai fermentai
turintys GX tipo oksianijonines angas hidrolizuoja vidutinio ilgio ir/arba
ilgas anglies atomy grandines turinfius RR substratus, o GGGX tipo
oksianijoninés angos, dazniausiai nustatomos lipazése ir karboksilesterazése,
savitai Kkatalizuojan¢iose trumpagrandZiy substraty hidrolize (Lotti ir
Alberghina, 2007).

Trecio tipo oksianijoniné anga, Y anga, buvo identifikuota Fischer ir
kt. (2006). Sio tipo oksianijoning anga sudaro itin konservatyvaus Tyr
hidroksigrupé. Sis tipas randamas Candida antarctica lipazéje A (Seima
abh38), kai kuriuose esterazése (pvz., kokaino esterazése) ir bakterinése
lipazése (Fischer ir kt., 2006, Casas-Godoy ir kt., 2018).

Lipoliziniy fermenty a-spiralinés kilpos - dangtelis. ISaiskinus R.
miehei ir zmogaus kasos lipaziy trimates struktiras buvo identifikuotas
dangtelio domenas, dengiantis $iy fermenty tunelius vedan¢ius prie jy
aktyviyjy centry. Lipoliziniy fermenty dangteliai sudaryti i§ vienos ar
daugiau amfifiliniy o-spiraliy, sujungty su pagrindine fermento dalimi per
lanksc¢ig struktiirg. Viemy mikroorganizmy lipaziy dangteliai yra sudétingi,
pavyzdziui, Geobacillus thermocatenulatus lipazé turi dvigubg dangtelj,
sudaryta i§ fermento didziaja dalj sudaranciy a.r. (Kapoor ir Gupta, 2012;
Cheng ir kt., 2014). Kity mikroorganizmy lipaziy dangteliai gali biiti mazi,
sudaryti tik i§ keleto a.r. ir net pilnai nedengti aktyvaus fermento centro
(Kapoor ir Gupta, 2012). Dangtelis - paslankus lipoliziniy fermenty
struktiiros elementas, kuris lipidy ir vandens faziy salyCio pavirSiuje
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pasislenka nuo fermento aktyviojo centro ir ji atidengia, kitaip tariant,
jvyksta dangtelio konformacinis pokytis, dél kurio aktyvusis centras tampa
prieinamas substratui (tarpfaziné aktyvacija). Ivykus tarpfazinei aktyvacijai,
taip pat atidengiama katalizinj centrg supanti hidrofobiné sritis, skatinanti
fermento ir substrato saveika (Rehm ir kt., 2010).

Substratg riSanti “kiSené* (angl., substrate-binding site). Lipoliziniy
fermenty aktyvusis centras yra iSsidéstes specifinés ,kiSenés“ viduje,
baltymo struktiiros centrinio B-lak$to vir§tingje. Substrata prisijungian¢ios
kiSenés kraStai daugiausiai sudaryti i§ hidrofobiniy a.r. liekany, kurios,
jvykus fermento ir substrato susijungimui, sudaro sgveikas su hidrofobiniu
lipidiniu substratu. Lipoliziniy fermenty substrato prisijungimo kiSenés
skiriasi hidrofobine saveika uztikrinancios srities plotu, forma, dydziu, gyliu
ir fizikinémis bei cheminémis savybémis, o tai daznai uZztikrina skirtingy
lipoliziniy fermenty savituma skirtingiems substratams. Remiantis lipoliziniy
fermenty aktyvaus centro ri§imosi kiSenés geometrine sandara, Pleiss ir kt.
(1998) lipolizinius fermentus suskirsté j tris grupes: 1) hidrofobine, siauro
plySio formos substrato jungimosi kiSene, iSsidéstanéig negiliai baltymo
struktiiroje turintys lipoliziniai fermentai (baidinga Rhizomuchor ir Rhizopus
lipazéms ir kt.); 2) piltuvo formos substrato jungimosi kiSene turintys
lipoliziniai fermentai (biidinga C. antarctica, Pseudomonas lipazéms,
zinduoliy kasos lipazei ir kutinazéms); 3) tunelio pavidalo substrato
jungimosi kiSen¢ turintys lipoliziniai fermentai (biidinga Candida rugosa
lipazéms) (Pleiss ir kt., 1998, Casas-Godoy ir kt., 2018).

1.6 Bakterijy lipoliziniy fermenty raiska ir sekrecija

Mikroorganizmy iSskiriami lipoliziniai fermentai daZniausiai yra
tirlami iSskirtinai biotechnologiniu pozitriu ir itin daug pastangy dedama
optimaliy salygy, reikalingy maksimaliai jy sintezei, tyrimams (Rosenau ir
Jaeger, 2000). Nors daugybés bakteriniy lipoliziniy fermenty geny seky yra
nustatyta, molekuliniai mechanizmai, reguliuojantys S§iy geny raiska
prokariotuose, iki $iol néra aiSkts ir yra menkai tiriami (Rosenau ir Jaeger,
2000; Krzeslak ir kt., 2008). Siuo metu zinoma tik keletas lipolizinius
fermentus koduojan¢iy geny raiSkos reguliacija aiSkinanciy tyrimy
pavyzdziy (Jaeger ir kt., 1999, Eggret ir kt., 2003, Abdou ir kt., 2011).

Be labai globalaus lipolizinius fermentus koduojan¢iy geny raiskos
reguliavimo, pasitelkiant nuo bakterijy lasteliy tankio priklausomo atsako
sistema, egzistuoja daugybé jvairiy papildomy reguliacijos elementy
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leidZianciy bakterijoms pritaikyti lipoliziniy fermenty sinteze prie specifiniy,
aplinkos salygy diktuojamy, poreikiy. Lipoliziniy fermenty raiska
mikroorganizmuose yra daugiausiai priklausoma nuo aplinkos veiksniy arba
poky¢iy, vykstanCiy uZlastelinés mitybinés terpés sudétyje. Daugelio
bakterijy uzlgsteliniy lipoliziniy fermenty raiska gali indukuoti nattralioje jy
aplinkoje ar mitybinéje augimo terpéje esantys lipidai, RR, glicerolis ir
jvairis angliavandeniliai (Boekema ir kt., 2007, Casas-Godoy ir kt., 2018).

UZlasteliniai bakterijy lipoliziniai fermentai j iSoring terpg gali biiti
sekretuojami per skirtingas sekrecijos sistemas (Sangeetha ir kt., 2011).
Lipaziy sekrecijos pradzia priklauso nuo mikroorganizmo, bet daZzniausiai
fermentas pradedamas sekretuoti vélyvojoje  eksponentinéje arba
stacionarioje augimo fazéje (Shah ir Bhatt, 2012). Bakterijose lipoliziniy
fermenty sekrecija, sulankstymas ir translokacija taip pat, kaip ir raiSkos
reguliacija, yra pakankamai sudétingi procesai, kuriuose dalyvauja daugybé
jvairiy baltymy (Boekema ir kt., 2008).

Nuo Sec translokono priklausoma baltymy sekrecijos sistema yra
viena placiausiai paplitusiy translokaziy, kurios substratai yra jvairis
nesusilankste baltymai, jskaitant ir lipolizinius fermentus. Si sekrecijos
sistema yra konservatyvi visuose gyvybés domenuose. Sec sekrecijos
sistemg tipiSku atveju sudaro tirpus SecA dimeras bei i§ SecY, E, D, Gir F
baltymy sudarytas membraninis kompleksas. Daugumos Gram-neigiamy ir
Gram-teigiamy mikroorganizmy lipoliziniai fermentai yra potencialiis Sec
sistemos substratai. Sec sekrecijos sistemos perkeliami lipoliziniai fermentai
turi atpazjstama N-galing signale seka, sudaryta i§ trijy skirtingomis
savybémis pasizyminéiy regiony: teigiamai jkrauto N-galinio regiono (n-
regionas), hidrofobinés Serdies (h-regionas) ir polinio C-galo (c-regionas)
(Rosenau ir Jaeger, 2000, Palmer ir Bergs, 2012). PanaSias Sec-translokazes
turi E. coli, Bacillus, Pseudomonas ir kitos bakterijos. Gram-teigiamoms
bakterijoms §is mechanizmas yra pakankamas, kad jy sekretuojamos lipazés
pasiekty iSoring terpe, o Gram-neigiamy bakterijy lipazés turi pereiti dar ir
iSoring membrang. Sekretuojami per Sec sistema, kai kurie lipoliziniai
fermentai gali biiti tvirtinami membranose. Sekrecija per iSoring Gram-
neigiamy bakterijy membrang dazniausiai vyksta dviem budais: per | arba 1l
tipo sekrecijos sistemag (Rosenau ir Jaeger, 2000).

| tipo sekrecijos sistema arba ABC eksporteriai. Sio tipo sekrecijos
sistema (T1SS) yra vienas i§ placiausiai paplitusiy Gram-neigiamy bakterijy
baltymy sekrecijos mechanizmy (Angkawidjaja ir Kanaya, 2006). P.
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fluorescens ir S. marcescens Sios sistemos perkeliamos lipazés ir esterazés
signaling seka turi C-gale (dazniausiai tai G-G-X-G-X-D a.r. motyvas)
(Rosenau ir Jaeger, 2000, Costa ir kt., 2015). TISS sudaryta i§ trijy
baltyminiy subvienety, kurie perveria viding ir iSorin¢ bakterijy membranas:
1) vidingje membranoje esantis ABC baltymas; 2) MFP baltymas
(periplazmingje erdvéje sudaro kompleksa su ATP riSandia kasete); 3)
iSorinés membranos OMP baltymas. Lipazés pernasos ] iSoring terpe
procesui buitina ATP (Angkawidjaja ir Kanaya, 2006; Fronzes ir kt., 2009).
ABC baltymas pasizymi ATPaziniu aktyvumu ir tiekia energija, reikalinga
fermento sekrecijos procesui, dalyvauja lipazés atpazinime. MFP baltymas
dalyvauja substrato atpazinime, jungia ABC su OMP, dalyvauja baltymy
sulankstyme, o MFP-OMP sgveika atskiria ABC kompleksa nuo
periplazminés ertmés ir aktyvuoja visg eksporto sistemg (Angkawidjaja ir
Kanaya, 2006, Costa ir kt., 2015).

Sekrecija, tarpininkaujant autotransporteriui. Esant tam tikroms
fiziologinéms salygoms, lipolizinius fermentus palankiau islaikyti aréiau
lgstelés ir pritvirtinti prie lgstelés pavirSiaus. Pavyzdziui, P. aeruginosa
esterazé EstA sudaryta i§ dviejy skirtingy domeny. N-galo domenas apsaugo
katalizinj aktyvumg ir yra pritvirtintas prie lastelés pavirSiaus. Spéjama, kad
jo peréjimas per iSoring membrang vyksta tarpininkaujant C-galo domenui -
baltymui-autotransporteriui, kuris yra perkeliamas j periplazmg nuo Sec
baltymy priklausomos sistemos (Rosenau ir Jaeger, 2000).

Sekrecija, tarpininkaujant sekretonui arba Il tipo sekrecijos
sistema. Daznai po to, kai Gram-neigiamy bakterijy lipoliziniai fermentai
yra perkeliami per Sec sekrecijos sistema j periplazmg, nukerpamas
signalinis peptidas ir fermentas yra sulankstomas j aktyvia konformacija. Sis
procesas vyksta padedant kitiems baltymams: Lif Saperonui ir bendriesiems
periplazminio sulankstymo katalizatoriams - disulfido izomerazei DsbA ir
DsbC (Jaeger ir kt., 1999; Rosenau ir Jaeger, 2000; Svendsen, 2003; Allen ir
kt., 2009, Michael ir Voulhoux, 2009). Po to Gram-neigiamy bakterijy
lipoliziniai fermentai gali buti sekretuojami per iSoring membrana,
tarpininkaujant 14 skirtingy baltymy kompleksui, vadinamam sekretonu. Sis
mechanizmas sudaro sistema, vadinamg Il tipo sekrecijos keliu (T2SS)
(Rosenau ir Jaeger, 2000, Boekema ir kt., 2008). Kaip gali vykti lipoliziniy
fermenty sekrecija pavaizduota 1.4 paveiksle.
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1.4 pav. Lipoliziniy fermenty sekrecijos sistemos Gram-neigiamose bakterijose. Gram-
teigiamose bakterijose lipoliziniy ir kity baltymy sekrecijai pakanka Sec sistemos. Zyméjimai:
vm — vidiné membrana, p — periplazminé ertmé, im — iSoriné membrana (pritaikyta is:
Rosenau ir Jaeger, 2000).

Ypatingg ,,posekrecing’ modifikacija patiria kai kurie Staphylococcus
genties atstovy lipoliziniai fermentai. Jie yra sintetinami kaip pre-pro-
fermentai, kurie tipisku atveju yra sudaryti i§ 35-38 a.r. ilgio signalinio
peptido, vadinamo pre-regionu, 207-321 a.r. ilgio hidrofiliniy savybiy
turin¢io peptido vadinamo pro-regionu bei subrendusio peptido. Subrendes
peptidas (aktyvi lipazé) randamas Staphylococcus uzlgstelinéje terpéje ir yra
sudarytas i§ ~383-396 a.r. Sie lipoliziniai fermentai i§ pradziy modifikuojami
pasalinant pre-seka (signalinj peptida) ir sekretuojami pro-peptido formos,
po ko specifiniy proteaziy paveriami subrendusiais fermentais (Kouwen ir
kt., 2010).

1.7 Lipoliziniy fermenty hidrolizés mechanizmas

Nepaisant bandymy atskirti lipazes ir esterazes remiantis jy savitumu
substratui, dangtelio domeno buvimu arba ne, $iy lipoliziniy fermenty
katalizing triada aktyviajame centre sudaro Ser-Asp/Glu-His a.r. liekanos,
jos atlieka vieng svarbiausiy funkcijy — katalize (Lopez-Lopez ir kt., 2014).
Lipoliziniy fermenty reakcijos mechanizmas priskiriamas Ping-Pong Bi-Bi
tipui, nes reakcijoje dalyvauja riebaliniai substratai, pavyzdziui, TAG, ir
vandens molekulé¢ (bisubstratiné reakcija). Katalizuojant reakcija
lipoliziniam fermentui turin¢iam dangtelio domena, katalizé prasideda nuo
fermento adsorbcijos ant lipidy ir vandens FSP. Katalizés mechanizmas,
kuris vyksta dviem etapais, yra bendras visiems lipoliziniams fermentams
nepriklausomai nuo to reikalinga fermentui tarpfaziné aktyvacija ar ne
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(Phuah ir kt., 2012, Kriliauskaité, 2015, Choong ir kt., 2018). Lipolizés
mechanizmas parodytas 1.5 pav.
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1.5 pav. Lipaziy katalizuojamos lipolizés mechanizmas. Kataliziné triada ir vandens molekulé
pazyméti juodai; oksianijoniné anga — mélynai; substratas — raudonai. (a) Nukleofiliné¢ Ser
hidroksilo ataka; (b) pirmoji tetraedro formos pereinamoji reakcijos busena; (c) acilfermento
tarpinio junginio susidarymas ir vandens nukleofilin¢ ataka; (e) antroji tetraedro formos
pereinamoji reakcijos buisena; (d) laisvas fermentas (pritaikyta i§: Ribeiro ir kt., 2011).

Katalizé (1.5 pav.) prasideda nuo acilinimo stadijos. Ser
hidroksigrupés deguonies atomas atakuoja hidrolizuojamo lipidinio substrato
esterinio rySio karbonilo grupés anglies atoma. Susiformuoja tetraedrinis
tarpininkas (pirmoji reakcijos pereinamoji biisena), kuriam biidingas
neigiamas skaidomo esterinio rySio karbonilo deguonies atomo kriivis ir
keturi atomai prisijunge prie karbonilo anglies (toks iSsidéstymas primena
tetraedrg).
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Tarpinis junginys stabilizuojamas vandeniliniy ry$iy tarp neigiamai
jkrauto karbonilo deguonies atomo ir maziausiai dviejy pagrindinés
grandinés a.r. >NH grupiy (oksianijoniné anga). Kaip jau buvo minéta, viena
i§ >NH priklauso a.r. liekanai, i$sidéstanciai uz nukleofilinio Ser, kita — 33
klostés galo a.r. lickanai. Ser nukleofiliSkumas sustiprinamas katalizinio His,
kuriam nuo Ser hidroksigrupés yra perduodamas protonas. Protono
perdavimas yra palengvinamas riigStinés katalizinés a.r. (Asp arba Glu), kuri
tiksliai orientuoja His imidazolo Ziedg ir dalinai panaikina susidariusj ant jo
kravi (Jaeger ir kt., 1999; Ribeiro ir kt., 2011). Galiausiai, protonas yra
perkeliamas ant skeliamo esterinio ry$io deguonies atomo ir rySys nutriiksta.
Siame etape viena i§ substrato RR esteriniu rySiu prijungiama prie
nukleofilinio Ser (susidaro kovalentinis tarpinis junginys - acilfermentas), o
alkoholj turinti substrato dalis yra atpalaiduojama j supantj tirpalg.

Kitas etapas yra deacilinimas, kurio metu vandens molekulé
hidrolizuoja kovalentinj tarpinj junginj. Vandens molekulé aktyvuojama
katalizinés triados His, kuris perima nuo jos protong. Susidares OH™ jonas
atakuoja kovalentiSkai prie Ser prisijungusios acilo grupés karbonilo anglies
atomg ir vél susidaro laikinas neigiamai jkrautas tetraedro formos tarpinis
junginys, kuris yra stabilizuojamas jau minétos oksianijoninés angos.
Aktyvaus centro His perduoda protong aktyvaus Ser liekanos deguonies
atomui, po ko yra atpalaiduojamas acilo komponentas. Po acilo produkto
difuzijos, fermentas pasiruoses pakartotinai katalizei (Ribeiro ir kt., 2011).
Alkoholizés atveju vietoj vandens molekulés nukleofilo funkcijg atlieka
alkoholis (Casas-Godoy ir kt., 2018).

1.8 Lipoliziniy fermenty katalizuojamos reakcijos

Nors natiirali lipoliziniy fermenty prigimtis Katalizuoti TAG esteriniy
rySiy hidrolize, atitinkamai pakeitus fermentinés reakcijos salygas, Sie
fermentai geba katalizuoti kitokiy tipy reakcijas, pavyzdziui, skirtingy tipy
esterinimg ir peresterinimg. Hidrolizés arba lipolizés metu skeliami
monoacilgliceroliy, diacilgliceroliy ir triacilgliceroliy esteriniai rysSiai
susidarant RR ir gliceroliui. Nepaisant to, lipoliziniai fermentai gali bati
aktyvlis plataus substraty spektro atzvilgiu. Termodinamiskai palankiomis
salygomis (pvz., esant mazam vandens aktyvumui), lipoliziniai fermentai
geba katalizuoti sintezés reakcijas, kurios yra skirstomos j du pagrindinius
reakcijy tipus — esterinimg ir peresterinimg. Katalizuojant fermentui,
esterinimo reakcijos metu, prie alkoholio kovalentiniu ry$iu yra prijungiama
RR, susidaro esteris ir yra atpalaiduojama vandens molekulé (Stergiou ir kt.,
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2013). Hidrolizés ir esterinimo reakcijos sudaro peresterinimo reakcijy
pagrinda (Kiriliauskaité, 2015). Klasikiné peresterinimo reakcija vadinama
alkoholize, Sios reakcijos metu jvyksta TAG arba esterio ir alkoholio
apsikeitimas alkoksi grupémis ir susidaro nauji esteriai(-is) ir alkoholis. Prie
peresterinimo reakcijy priskiriamos ir tokios reakcijos kaip acidolizé,
aminolizé ir interesterinimas. Acidolizés metu apsikeitimas acilo lickanomis
vyksta tarp TAG ir RR, o aminolizés atveju acilo liekang TAG arba esterio
molekuléje pakeicia aminas deacilinimo stadijoje veikiantis kaip nukleofilas.
Interesterinimo reakcijy metu acilo lieckanomis apsikeicia dvi TAG arba
esteriy molekulés (Stergiou ir kt., 2013, Aouf ir kt., 2014). Pagrindiniy tipy
lipoliziniy fermenty katalizuojamy reakcijy schema pateikta 1.6 paveiksle.
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1.6 pav. Lipoliziniy fermenty katalizuojamos reakcijos (pritaikyta is: Aouf ir kt., 2014).

Dazniausiai sintezés reakcijos vyksta bevandeniuose arba nedideliu
termodinaminiu vandens aktyvumu pasiZyminCiuose fermentiniy reakcijy
misSiniuose. Termodinaminis aktyvumas tai molekuliy prieinamumo
tirpiklyje matas. Sintezés reakcijy misiniai tokiu atveju biina be tirpiklio arba
yra naudojamas organinis tirpiklis. Taip pat lipoliziniy fermenty
katalizuojamy sintezés reakcijy sistemose bevandené aplinka gali buti
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uztikrinama naudojant imobilizuotus fermentus arba iSdZiovintus jy
preparatus. Kai kuriais sintezés reakcijy atvejais, nustatyta, kad nedidelis
vandens kiekis, uztikrinantis fermento teisinga konformacija, yra reikalingas.

Lipoliziniai fermentai taip pat gali pasizyméti kitais susijusiais
aktyvumais: fosfolipaziniu, lizofosfolipaziniu, Kkutinaziniu, cholesterolio
esteraziy arba amidaziniu. Be to, tam tikri lipoliziniai fermentai gali
katalizuoti ir netradicines reakcijas, tokias kaip Michaelis reakcija,
epoksidacija, laktonizacija, polimerizacija, angliavandeniy acilinimas ir kt.
(Bora ir kt., 2013, Aouf ir kt., 2014, Ghasemi ir kt., 2014).

1.9 Lipoliziniy fermenty savitumas

Lipoliziniy fermenty savitumas arba atrankumas - tai savybé, Susijusi
su jy geba pasirinkti katalizuoti tik vieno ar kito substrato virsmus.
Dazniausiai i$skiriami trys lipoliziniy fermenty savitumo tipai: savitumas
konkre¢iam substratui (absoliutusis savitumas), pozicinis savitumas
(regiosavitumas) ir stereosavitumas (enantiosavitumas).

1.9.1 Savitumas konkretiems substratams

Lipoliziniai fermentai priskiriami prie pla¢iu substratiniu savitumu
pasizymin¢iy fermenty, kurie gali katalizuoti jvairiy substraty virsmus,
taciau dazniausiai, priklausomai nuo substrato molekulés struktiiros
ypatumy, skirsis Siy fermenty katalizés, vieno ar kito substrato atzvilgiu,
greitis.

Lipoliziniai fermentai gali pasizyméti savitumu MAG, DAG arba
TAG. MAG savitai skaidantys lipoliziniai fermentai (monoacilgliceroliy
lipazés, MAGL) placiai paplit¢ bakterijose, nes MAG Siems ir Kitiems
mikroorganizmams yra itin toksiski. MAGL yra taip pat randamos augaluose
ir gyvinuose, pavyzdziui, Arabidopsis thaliana turi MAGL labai panasia j
zmogaus. Pastarasis lipoliziniu aktyvumu pasizymintis fermentas abiejuose
organizmuose yra atsakingas uz paskutinj lipidy skaidymo Zzingsnj. Kitos,
nejprastu savitumu pasizymincios lipazés pavyzdys yra Malassezia globose
Lip1 lipazé, kuri pasizymi savitumu iSskirtinai MAG ir DAG ir yra visiSkai
neaktyvi TAG atzvilgiu (Casas-Godoy ir kt., 2018).

Savitumas konkretiems substratams taip pat nusako lipoliziniy
fermenty savitumg arba atrankumg substraty RR tipo (grandinés sotumo
laipsnis ir kt.) ir grandinés ilgio atzvilgiu. Pavyzdziui, Bacillus sp.,
Pseudomonas alcaligenes EF2 ir P. alcaligenes 24 lipazés pasizymi
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savitumu vidutines ir ilgas RR grandines (anglies atomy skai¢ius nuo 10 ir
daugiau) turintiems TAG, o B. subtilis 68, Bacillus sp. THLO027, P.
aeruginosa 10145, P. fluorescens, Pseudomonas sp. ATCC 21808, C.
viscosum ir Aeromonas hydrophyla lipazés teikia pirmenyb¢ mazoms ar
vidutinio ilgio RR. S. aureus 226 lipazé pasizymi savitumu neso¢iosioms
RR. Kai kuriy bakterijy ir kity mikroorganizmy lipoliziniai fermentai
pasizymi tuo, kad yra saviti tik tam tikroms specifinéms RR arba jy grupéms
(chemosavitumas). Pavyzdziui, mieliagrybio Geotrichum candidum lipazé
yra savita RR su dvigubuoju rysiu tarp Cs ir Cyo (Charton ir Macrae, 1992).
Be to, lipoliziniai fermentai gali bati saviti ne tik alifatiniams, bet ir
alicikliniams, bicikliniams, aromatiniams ir kitokiems substratams (Gupta ir
kt., 2004, Casas-Godoy ir kt., 2018).

Lipoliziniy fermenty platus substratinis savitumas, gali biiti tiesiogiai
lemiamas aktyvaus centro substratg risancios kiSenés formos (geometrijos) ir
ja sudaran¢iy a.r. prigimties. Nustatyta, kad negilios, plySio ir/ar piltuvo
formos lipoliziniy fermenty substratg riSancios kiSenés apsprendzia fermenty
savitumg trumpagrandziams ir viduting granding turintiems acilgliceroliams,
0 tunelio formos— ilgagrandziams (Barriuso ir kt., 2016). Be to, nustatyta,
kad lipoliziniy fermenty savitumui substratams reik§més gali turéti ir $iy
fermenty dangtelio domenas. Tai nustatyta atlickant tam tikry lipoliziniy
fermenty taikiniui specifing mutageneze ir kuriant chimerinius baltymus.
Atlikus tam tikry Pseudomonas fragi dangtelio domeno a.r. liekany
mutageneze¢, nustatyta, kad fermentas kei¢ia savo savituma: tampa savitas
vidutinio ilgio RR anglies atomy grandines turintiems substratams
(Santarossa ir kt., 2005).

1.9.2 Pozicinis savitumas

Lipoliziniy fermenty regiosavitumas apibrézia §iy fermenty atrankuma
skaidomojo esterinio rySio triacilglicerolyje pozicijos atzvilgiu. Remiantis
lipoliziniy fermenty regiosavitumu, juos galima suskirstyti j 2 grupes:
nesavitus esterinio rySio TAG molekuléje pozicijai ir sn-1,3-regiosavitus.
Poziciniu aspektu nesaviti lipoliziniai fermentai katalizuodami TAG
hidroliz¢ skelia esterinj ry$j, iSsidéstantj bet kurioje glicerolio C atomo
pozicijoje (C1 / C2/ C3). Poziciniu savitumu nepasizymincios lipazés veikia
TAG molekules atsitiktinai ir hidrolizuoja jas iki laisvyjy RR ir glicerolio.
Poziciniu savitumu nepasizymintys lipoliziniai fermentai bakterijy tarpe
paplite placiausiai.
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Sn-1,3-regiosavitos lipazés pasizymi poziciniu savitumu (Saxena ir
kt., 1996) ir katalizuoja prie glicerolio C1 ir C3 atomy esanciy esteriniy rysiy
hidrolizg. Taip TAG yra hidrolizuojamas iki laisvyjy RR, 1,2(2,3)-DAG ir 2-
MAG (1.7 pav.).

CH,OH

H,O0COR + RCOOH

Lﬂq,oooa
/ 1,2-DAG
CH,OCOR CH;0COR
H,0COR + H,0 =<=——— CH;OCOR + RCOOH
1,3-RSL

H,0C0R H,0H
TAG 2,3-DAG
CH,0H
H,0COR + 2 RCOOH

H2OH
2-MAG

1.7 pav. sn-1,3 poziciniu savitumu pasizyminciy lipoliziniy fermenty katalizuojamos TAG
hidrolizés schema. 1,3-RSL - sn-1,3-regiosavitas lipolizinis fermentas, RCOOH -
susidarancios laisvosios RR (pritaikyta is: Kapoor ir Gupta, 2012).

Lipoliziniy fermenty katalizuojamos TAG hidrolizés metu
susidaran¢iy 2-MAG ir 1,2- ar 2,3-DAG viduje vyksta léta acilgrupés
migracija, susidarant 1,3-DAG ar 1-MAG, kurie yra hidrolizuojami sn-1,3-
savito lipolizinio fermento toliau iki laisvy RR ir glicerolio. D¢l to galiausiai
gaunama pilna TAG hidrolizé. Daznai regiosavitos lipazés yra uZlastelinés
(Gupta ir kt., 2004, Kapoor ir Gupta, 2012). Nustatyta labai mazai lipoliziniy
fermenty pasiZyming¢iy sn-2 poziciniu savitumu.

Lipoliziniai fermentai pasizymintys sn-1,3-regiosavitumu sintetinami
Bacillus sp. (Saxena ir kt., 2011), Rhizopus oryzae, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae (Cai ir kt., 2015), Yarrowia lipolytica, R. miehei,
Rhizomucor endophyticus, Rhizomucor delemar, Thermomyces lanuginosus,
C. antarctica (lipazé B). Nejprastos Sn-2 poziciniu savitumu pasizymincios
lipazés iSskirtos i§ Staphylococcus genties bakterijy ir Geotrichum sp.
FO401B (lipazé C) (Casas-Godoy ir kt., 2018).
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1.9.3 Enantiosavitumas

Chiralinés molekulés - tai molekulés, turinCios asimetrinj centrg ir
egzistuojancios dvejose enantiomerinése formose - R ir S, kurios yra viena
kitos veidrodinis atspindys (enantiomery pavyzdys parodytas 1.8 pav.).
Tokioms chiralinéms molekuléms buidingos labai panasSios cheminés savybés
(lydymosi taskas, tirpumas, reaktyvumas), taciau daznai Sios molekulés
pasizymi skirtingomis biologinémis savybémis (Kasprzyk-Horders ir Baker,
2012, Bhardwaj ir Gupta, 2017). Lipoliziniy fermenty enantioatrankumas yra
Siy fermenty savybé katalizuoti chiraliniy molekuliy virsmus reakcijos
misinyje, kur sutinkamos abi chiralinés molekulés enantiomerinés formos.
Dél $iy priezasCiy lipoliziniai fermentai kelia didelj susidoméjima Zemés
tkiui (insekticidy ir herbicidy gamyba) ir farmacijos bei grynyjy cheminiy
junginiy sintezés sektoriams.

Taikant metagenoming funkcing atranka, i$skirtas LipG9 lipolizinis
fermentas, Kkatalizuojantis alkoholio (R,S)-1-feniletanolio (1.8 pav.)
peresterinimg vinilacetatu ir analogiSsko esterio (R,S)-1-fenilacetato
hidrolize, pasizyméjo enantiosavitumu R-izomerinei minéty junginiy formai
(Alnoch ir kt., 2015).

1.8 pav.1-feniletanolio chiralinés R ir S
CHs molekuliy formos (enantiomerai)
(pritaikyta i8: Alnoch ir kt., 2015).

Fermento-substrato komplekso struktiiry rentgenografiné struktiiriné
analizé, molekulinis tetraedro formos pereinamosios biisenos modeliavimas,
substrato  prijungimas aktyviajame centre, leido pagilinti lipaziy
enantioatrankumo fenomeno supratimg naudojant B. cepacia modeling
tyrimo sistemg (Kim ir kt., 2013). Taip pat naujausi tyrimai parodé, kad
lipaziy geba atskirti pirminius ir antrinius alkoholius gali biiti kontroliuojama
reguliuojant reakcijos miSinyje esancio tirpiklio poliSkumg. Deja, remiantis
lipoliziniy fermenty struktira ar energetine analize, pagristai paaiskinti jy
enantioatrankumo kol kas nepavyko (Pleiss ir kt., 2000, Meng ir kt., 2014).

1.10 Bakteriniy lipoliziniy fermenty klasifikacija

Prie§ 20 mety Arpigny ir Jaeger (1999) publikavo originaly darba,
kuriame tuo metu zinomi 53 bakterijy lipoliziniai fermentai, remiantis juos
sudaran¢iy a.r. seky ir fundamentiniy biologiniy savybiy skirtumais, buvo
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suskirstyti 1 8 (I-VIII) Seimas (Arpigny ir Jaeger, 1999). Arpigny ir Jaeger
(1999) pasiiilytoje klasifikacijoje tikrosios lipazés buvo patalpintos  vieng
Seimg (I-aja arba tikryjy lipaziy Seima), kuri buvo suskirstyta j poSeimius
(Arpigny ir Jaeger, 1999, Jaeger ir Eggert, 2002). I$ pradziy, remiantis
tikrgsias lipazes sintetinan¢iy bakterijy taksonomine padétimi, specifiniais
$iy fermenty a.r. seky motyvais ir Saperony poreikiu, buvo apibtdinti tik $esi
poseimiai (Arpigny ir Jaeger, 1999). 2002 m. Jaeger ir Eggert i§ naujo
apibrézé tikryjy bakteriniy lipaziy poSeimius, skeldami 1.5 poSeimj j du
naujus: 1.5 ir 1.6, o 1.6 talpintus fermentus perkélé j naujg 1.7 poSeimj (Jaeger
ir Eggert, 2002).

Siai dienai, po pirmosios Kklasifikacijos paskelbimo buvo pasiilyta
beveik dvigubai daugiau naujy bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimy
(Handrick ir kt., 2001, Ewis ir kt., 2004, Lee ir kt., 2006, Levisson ir kt.,
2007, Bender ir kt., 2009, Kim ir kt., 2009, Hu ir kt., 2010, Lee ir kt., 2010,
Rao ir kt., 2011, Bassegoda ir kt., 2012, Charbonneau ir Beauregard, 2013,
Zafareta ir kt., 2016, Castilla ir kt., 2017, Parapouli ir kt., 2018). Kovacic ir
kt. (2019), tesdami Arpigny ir Jaeger (1999) darba, visai neseniai paskelbé
bakteriniy lipoliziniy fermenty Kklasifikacijos atnaujinimg, kuris buvo
papildytas, jtraukus eile naujy, neseniai atrasty lipoliziniy fermenty ir
iSsipléte iki 19 Seimy (I-XIX) ir 8 poseimiy (I.1 — 1.8) (Kovacic ir kt., 2019).
Vis délto daugelis lipoliziniy fermenty liko neklasifikuoti (Hitch ir Clavel,
2019). Tai pat, anot Hitch ir Clavel (2019), Klasifikacija tapo nenuosekli:
mokslingje literatiroje yra daug publikacijy, skelbian¢iy apie naujo
bakterinio lipolizinio fermento identifikavima, ta¢iau tyrimams patvirtinti
daznai truksta iSsamaus palyginimo, leisian¢io naujai atrastg fermenta
prijungti prie egzistuojancios klasifikacijos, suteikiant jam tinkamg Seimos
numerj (Hitch ir Clavel, 2019). Klaidingy ,,naujy* lipoliziniy fermenty
pavyzdziai — X ir XV Seimos, kurios buvo nepriklausomai pasitlytos po 2
kartus. Norint uzkirsti kelig dirbtiniam ir nenuosekliam bakteriniy lipoliziniy
fermenty sistematizavimui, Hitch ir Clavel (2019) pasitlé naujausia, gerokai
Kovacic ir kt. (2019) papildan¢ig klasifikacija (Kovacic ir kt., 2019, Hitch ir
Clavel, 2019). Mokslininkai atliko i$samia literatiiros analize ir kiekvienos,
skelbiamos Seimos tipiniy baltymy palyginamaja analize, nustaté seky
taksonoming priklausomybe ir §iuo metu pratgsiant ir papildant Kovacic ir
kt. (2019) klasifikacija, sitilo i$skirti 35 (I-XXXV) Seimas ir 11 poseimiy
(1.1-1.11). Bakteriniy lipoliziniy fermenty klasifikacijos apibendrinimas
pateiktas 1.1 lenteléje.
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1.1 lentelé. Bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimos. Lentel¢je pateikti: publikacija,
kurioje Seima pirma karta integruota j klasifikacija, kiekvienos Seimos tipinis
baltymas, jo prieigos numeris NCBI duomeny bazéje, sitiloma funkcija, budingas
konservatyvusis pentapeptidas (GXSXG) arba kitas nukleofilinio Ser i§sidéstymo
motyvas ir trumpas $eimos apibtidinimas.

= < Tipinio
& % = baltymo Funkeii GXSXG Trumpas Seimos
E E ?f> prieigos unkeya apibadinimas
2 = nr.
| 1 Arpignyir D50587 Tikroji lipazé 1.1ir1.2: T2SS
Jaeger sekretuojamos
(1999) - _ GHSXG llpaze_s, natyviai
2 Arpigny ir X70354 Tikroji lipazé struktiirai jgyti
Jaeger reikalingi specifiniai
(1999) Lif Saperonai
3 Arpigny ir D11455 Tikroji lipazé GHSLG T1SS sekretuojamos,
Jaeger 50-65 kDa lipazés
(1999)
4 Arpigny ir M74010 Tikroji lipazé AHSMG Mazo Mm, daznai
Jaeger Bacillus lipazés,
(1999) neturinéios dangtelio
5 Arpigny ir u78785 Tikroji lipazé AHSQG Bacillus,
Jaeger Geobacillus,
(1999) Clostridium lipazés
6 Eggertir M12715 Tikroji lipaze GHSMG Pre-pro-peptidinés
Arpigny Fosfolipazé strukttiros
(2002) Staphyloccoccus
lipazés
7 Eggertir X99255 Tikroji lipaze GHSQG Centrinis regionas
Arpigny panasus j 1.2 lipaziy;
(2002) daznai virulentiSkumo
veiksniai
8 Hitchir Q3IF07 Tikroji lipazé G(F/L/Y)  Jury psichrofily
Clavel STG fermentai, nedidelé
(2019) homologija su kitomis
Seimomis
9 Hitchir DQ458963  Tikroji lipaze GHSLG Priskiriamas vienas
Clavel fermentas— i§ Kor¢jos
(2019) potvyniy zonos
nuosédy metagenomo
i§skirta LipG lipazé
Hitch ir FJ529693 Tikroji lipaze GLSMG Priklauso viena i$
Clavel ,,Chinese Holstein
S (2019) galvijy prieskrandzio
metagenomo isskirta
RIipE1 lipazé
Hitch ir EU285670 Tikroji lipaze GHSLG Seimg sudaro
Clavel Fosfolipazé fermentas i$skirtas i$
o (2019) Koré¢jos potvyniy
zonos nuosédy
metagenomo
I Arpigny ir P10480 Sekretuojama GDSL Seimai bidinga
Jaeger aciltransferazé i$skirtiné o/B/a-
(1999) hidrolazés klosté
1] Arpigny ir M86351 UZlasteliné lipazé ~ GHSMG  Streptomyces ir
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Jaeger

Moraxella rtsiy

(1999) lipazés
v Arpigny ir X62835 Esterazé GDSAG Fermentai
Jaeger pasizymintys seky
(1999) homologiskumu
zinduoliy HJL"
\% Arpigny ir M58445 PHA - GVSWG  Budingas ~20 %
Jaeger depolimeraze/ homologiskumas
(1999) esterazé epoksido hidrolazéms,
dehalogenazéms ir
haloperoksidazéms
Vi Arpigny ir D90904 Esterazé GFSQG ~40 % seky
Jaeger homologiskumas
(1999) zinduoliy
lizofosfolipazéms
Vil Arpigny ir Q01470 Karbamato GQSGG Fermentai panasis |
Jaeger hidrolazé acetilcholino esterazes
(1999) ir zanyno/kepeny
karboksilesterazes
Vil Arpigny ir AAA99492  Stereosavita sekoje Struktariskai nuo o/p-
Jaeger esterazeé sutinkami  hidrolaziy nutolg
(1999) GXSXG fermentai; turi dideliy
ir sekos panasumy su f3-
SVTK laktamazémis ir DD-
peptidazémis
I1X Kovacic ir AY026355  PHA- AHSMG Didelis aktyvumas
kt. (2019) depolimerazé vandenyje netirpiy
PHA atzvilgiu, néra
lipazinio aktyvumo,
nedidelis esterazinis;
homologai nustatyti
1.4 poSeimyje
X Hitch ir NP_228147  Karboksilesterazé =~ GHSLG Thermotoga genciai
Clavel specifinés
(2019) karboksilesterazés
Xl Hitch ir ABY60416  Esteraze GHSMG  Fermentai budingi 41
Clavel nekultivuojamy
(2019) bakterijy genciai,
apibudintas tik vienas
— EstA (33 kDa)
Xl Kovacic ir EU515239 Lipaze GXSLG Ivairiy jaros ekonisy
kt. (2019) metagenomo
fermentai
X Hitch ir AY186197  Karboksilesterazé =~ GLSLG Bacillus, Geobacillus
Clavel ir susijusiy bakterijy
(2019) esteraz¢s
XV Kovacic ir NP_623858  Karboksilesterazé =~ CHSMG Funkciskai
kt. (2019) apibadintas tik vienas
atstovas; budingas
sekos
homologiskumas
zinduoliy
cholesterolio
aciltransferazéms
XV Kovacic ir AEN92268  Karboksilesteraz¢ ~ GLSMG Seimos fermentams
kt. (2019) budingas nejprastas, i§

a-spiralés ir 2
antilygiagreciy p-
juosty sudarytas
dangtelis

37



XVI Kovacic ir AGF29555  Lipazé GISYG Seima sudaro vienas
kt. (2019) $alciui atspaus,
apibuidintas fermentas
XVII Kovacic ir KX096709  Lipazé GYSQG Budingas sekos
kt. (2019) homologiskumas X
Seimai ir bakterijoms
netipiné Y-formos
oksianijoniné anga
XVI Hitch ir EF408871 Fosfotidilcholinui ~ THSTG Seimos fermentai
Clavel savita fosfolipaze monofiletiniai
(2019) Legionellaceae seimai
XIX Kovacic ir KX353755  Lipazé GHSQG Vienintelis atstovas —
kt. (2019) i§ nuoteky isskirto
Stenotrophomonas
maltophila fermentas
XX Hitch ir ACL67852  Esterazé GHSMG Bakterijy genomuose
Clavel homology neturintis
(2019) fermentas, iskirtas i§
siaurés Kinijos juiros
metagenomo
XXI Hitch ir ABS61180  Lipaze AXSXG  Tik Fervidobacteria
Clavel budingi lipoliziniai
(2019) fermentai
XX Hitch ir GQB866023  Sekretuojama GHSQG Homology tarp
Clavel esterazé kultivuojamy
(2019) bakterijy neturintys
fermentai, nustatyti
ivairiy augaly
rizosfery mikrobiomy
metagenome
XXIII Hitch ir ACJ13070 Lipazé AHSMG  Homology tarp
Clavel kultivuojamy
(2019) bakterijy neturintys
fermentai atrasti
Brazilijos mangroviy
nuosédy metagenome
XXIV Hitch ir NP_214559  Esterazé GMSLG Mycobacterium
Clavel budingi fermentai,
(2019) funkciskai
charakterizuotas tik
vienas
XXV Hitch ir GQ340926  Lipaze GFSNG Bakterijy genomuose
Clavel homology neturintis,
(2019) juros nuosédy
metagenome
nustatytas fermentas
su transmembraniniu
regionu
XXVI Hitch ir HQ156900  Sekretuojama GHSFG Bakterijy genomuose
Clavel esterazé homology neturintis
(2019) fermentas, atrastas
Vokietijos dirvozemio
metagenome
XXVII Hitch ir HQ156914  Esterazé GHSLG Vokietijos dirvozemio
Clavel metagenome
(2019) nustatytas fermentas;

homologiskos sekos
nustatytos dirvozemio
Mycobacterium
sekoms
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XXVIII Hitch ir YP_345621 Lipazé GYSGG Rhodococcus genciai
Clavel specifinés lipazés
(2019)
XXIX Hitch ir HQ262952  Lipazé GPSGG Seima sudaro tarp
Clavel sekvenuoty bakterijy
(2019) genomy homology
neturintis fermentas
nustatytas Andy
misky dirvozemio
metagenome
XXX Hitch ir JN001203 Esterazé AHSLG Kinijos dirvozemio
Clavel méginiy metagenome
(2019) atrastas fermentas
neturintis homology
tarp bakterijy
sekvenuoty genomy
XXXI Hitch ir KF313138 Esterazé GHSAG Psychrobacter gendiai
Clavel specifiniai fermentai
(2019)
XXX Hitch ir AFR79233  Lipazé GHSAG Piety Kinijos jliros
Clavel metagenome atrastas
(2019) fermentas, turintis
homologisky seky
Glaciecola
sekvenuotuose
genomuose
XXX Hitch ir KX301277  Esterazé GHSAG Homology tarp
Clavel sekvenuoty bakterijy
(2019) genomy neturintis
EstDZ2 fermentas i§
Solnechny kars¢io
versmés (Rusija)
metagenomo
XXXIV Hitch ir GAC12013  Homoserino GDSMG  Alteromonadaceae ir
Clavel transacetilazé Pseudoalteromonada-
(2019) ceae specifiniai
fermentai
XXXV Hitch ir ACMb59679  Acetilksilano GDSIT Bacillaceae,
Clavel esterazé Chthonomonadaceae
(2019) ir Paenibacillaceae

specifiniai fermentai

*HJL — hormonams jautrios lipazés.

Klasifikacijoje akcentuojami fermenty a.r. seky skirtumai, ypatinga
démesj kreipiant j fermenty konservatyviuosius a.r. motyvus, tokius kaip
GXSXG pentapeptidas, oksianijoning anga sudarancios a.r. liekanos ir kt.,

taip pat kiekvienos Seimos aprasyme pateikiamos nustatytos biocheminés

Seimos atstovy veikimo ypatybeés.

Zinomi ir kiti bandymai Kklasifikuoti bakterinius lipolizinius fermentus
(Messaoudi ir kt., 2010), kuriant duomeny bazes tokias kaip MELDB (Kang
ir kt., 2006) ir LIPABASE (Messaoudi ir kt., 2011), taciau Sios klasifikacijos
,»Neprigijo” ir §iuo metu yra uzdarytos ir nebeprieinamos. Taip pat panasias
fermenty grupes klasifikuoja LED (angl., Lipase Engineering Database)
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(Pleiss ir kt., 2000) ir ESTHER (Lenfant ir kt., 2013) duomeny bazés, bet jos
néra specifinés tik bakteriniams lipoliziniams fermentams.

Siuo metu auksiniu bakteriniy lipoliziniy fermenty klasifikavimo
standartu laikoma pirmg karta Arpigny ir Jaeger (1999) pasitlyta ir Siuo
metu iki 35 Seimy Hitch ir Clavel (2019) praplésta klasifikacija. Dél savo
paprastumo, $i klasifikacija yra iki $iol placiausiai mokslinés bendruomenés
naudojama bakteriniy lipoliziniy fermenty klasifikacija (Arpigny ir Jaeger,
1999, Hitch ir Clavel, 2019).

1.11 Lipoliziniy fermenty imobilizavimas

Siuo metu daugelio biotechnologiniu pozitriu vertingy fermenty
imobilizavimas yra neatsiejamas nuo jy panaudojimo pramoniniu mastu.
Lipoliziniy fermenty preparatai yra dazniausiai prieinami vandeniniy tirpaly
formoje ir néra tinkami tiesiogiai naudoti $iuo metu pramonéje svarbioje
organingje sintezéje. Esteriy sintezé, naudojant laisvus lipolizinius
fermentus, yra neefektyvi dél vykstanéio fermenty slopinimo organiniais
tirpikliais arba trumpagrandémis riig§timis, naudojamomis proceso metu
(Horchani ir kt., 2012). Imobilizavimas — tai vienas efektyviausiy sprendimuy,
naudojamy esant jvairiems fermenty taikymo apribojimams, susijusiems su
ju biologiniais ypatumais (tirpumas vandenyje, slopinimas substratais,
produktais arba kitais junginiais, nepakankamas stabilumas pramoninémis
saglygomis, mazesnis aktyvumas nefiziologiniy substraty atzvilgiu ir kt.).
Imobilizavimas palengvina fermenty paSalinimg i§ reakcijos miSiniy, jgalina
fermento pakartoting panaudojima, kas labai padidina proceso
ekonomiskuma, leidzia iSsaugoti daznai brangius fermentinius preparatus,
palengvina procesy, vykstanciy bioreaktoriuose, kontrole. Jeigu fermentas
yra imobilizuojamas tinkamai ir teisingai, tai gali buti vertinama savitu tam
tikry fermento savybiy pagerinimo metodu (Guzik ir kt., 2014, Barbosa ir
kt., 2015, Cipolatti ir kt., 2016, Lian ir kt., 2017). Tinkamas imobilizavimas
gali pagerinti fermenty aktyvuma, stabiluma, savituma, atsparuma
slopikliams ir netgi jy grynumg. Imobilizuoti fermentai, lyginant su jy
laisvomis formomis, daznai yra apsaugoti nuo agregavimo ir proteolizés.
Pastarosios fermento savybés taip pat gali bati pagerintos moduliuojant
imobilizuoto fermento mikroaplinkg (Barbosa ir kt., 2015, Manoel ir kt.,
2015, dos Santos ir kt., 2015, Barbosa ir kt., 2016, Rueda ir kt., 2016).
jterpimo (angl., entrapment/encapsulation), imobilizavimo ant kiety neSikliy
(fizinis, elektrostatinis, kovalentinis, giminingumo ligandams
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imobilizavimas) ir skersinj susiuvimg (angl., cross-linking), gaunant susititus
fermenty kristalus (angl., cross-linked enzyme crystals, CLEC) arba
agregatus (angl., cross-linked enzymes agregates, CLEA) (Adlercreutz,
2013, Hwang ir kt., 2013).

. R

ADSORBCIJA [TERPIMAS KOVALENTINIS PRIJUNGIMAS

SKERSINIS SUSIUVIMAS

1.9 pav. Dazniausiai naudojami lipoliziniy fermenty imobilizavimo bitidai. Juodai Zymima
imobilizavimo medZiaga, raudoni apskritimai Zymi fermentus (pritaikyta i§: Adlercreutz,
2013).

Vienas paprasciausiy lipoliziniy fermenty imobilizavimo budy yra jy
fizikiné adsorbcija. Siuo atveju vandeninis fermentinis tirpalas yra tiesiog
sumaiSomas su ne$ikliu (neorganiniu/organiniu, nataraliu/sintetiniu, mono-
ar polimeriniu ir kt.) ir, susidarius pakankamo stiprumo rySiams, fermentas
adsorbuojasi ant neSiklio. Lipoliziniy fermenty atveju, daZniausiai tarp
fermento ir nesiklio atsirandancios sgveikos yra hidrofobinés, taciau joniné
sgveika su jony mainy neSikliais taip pat gali buti sékminga ir efektyvi
(Zheng ir kt., 2012). Apskritai, jvairts lipoliziniai fermentai sudaro ypatinga
fermenty grupe, kuriai adsorbcinis imobilizavimas gali bati taikomas kaip
savitas fermento hiperaktyvinimo badas. Dangtelius turintys lipoliziniai
fermentai gali natiiraliai jgyti dvi skirtingas konformacijas: atvirg ir uzdara.
Atvira konformacija, kaip jau buvo minéta, jgyjama fermentui aktyvuojantis
hidrofobinés (substrato) ir hidrofilinés (vandens) fazés saly¢io pavirsiuje,
pasislenka hidrofobinis dangtelio domenas ir aktyvusis fermento centras
tampa atviras. Si unikali lipoliziniy fermenty veikimo ypatybé naudojama
Siy fermenty ,,uzfiksavimui® aktyvioje formoje, panaudojant imobilizavimo
ant hidrofobiniy neSikliy, kurie imituoja hidrofobinius lipaziy ir esteraziy
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substratus, metoda (1.10 pav.) (Brady ir Jordaan, 2009, Cantone ir kt., 2013,
Secundo, 2013, Manoel ir kt., 2015, Rueda ir kt., 2016).

7 Aktyvusis
fermento

oo & ycentras
)

g @ Dangtelis

1.10 pav. Lipoliziniy fermenty
imobilizavimo, uzsifiksuojant

(J“ e =S T}}‘iﬁ“’ pangtetis  @Ktyvioje konformacijoje ant

& Y 7 Sillio hi ini
Lipolizinis fermentas Lipolizinis fermentas nesiklio hidrofobinio

|

atviroje konformacijoje

uzdaroje konformacijoje Zema pavirSiaus, schema (pritaikyta
\ | jonine . .
H_(}T Nega is: Barbosa ir kt., 2015).
iarofropinis
nesiklis

Nepaisant to,
metodas gali turéti tam
S50 contormaciiole  UIKTY trikumy, vienas kuriy

peraktyintas YT baltymy  desorbeija.
| temenss  Virgen-Ortiz ir  kolegos
\ (2017) nustateé, kad
lipoliziniy fermenty desorbcija nuo hidrofobiniy neSikliy gali biiti daznai
nulemta reakcijos miSinio savybiy (pvz., auksStos organiniy tirpikliy
koncentracijos) ir daugelio substraty bei susidaranCiy produkty, kurie
reakcijos misinyje gali veikti kaip detergentai (Virgen-Ortiz ir kt., 2017).
Kadangi lipoliziniai fermentai vandeniniuose tirpaluose dél savo prigimties
linke spontani$kai, ir daugiau negu kiti baltymai, jungtis prie hidrofobiniy
pavir$iy, hidrofobinés adsorbcijos metodas taip pat gali biiti naudojamas
vieng zingsnj apimanciam lipoliziniy fermenty gryninimui ir imobilizavimui.
Fizikinei lipoliziniy fermenty adsorbcijai gali biiti naudojamos jvairios
neorganinés prigimties medziagos. Toks imobilizavimo buidas gali bti labai
naudingas ir netgi vadinamas ekologisku dél fermenty prijungimui
panaudojamy gamtiniy ir pramoniniy atlieky (Gricajeva ir kt., 2018).

TaCiau, daznai dél susidaranciy silpny fermento saveiky su
hidrofobiniu nesikliu, norint pagerinti adsorbcija, taikomi jvairts preparaty
dehidratavimo metodai. Be to, kad Sie metodai leidzia stipresnj lipoliziniy
fermenty prisitvirtinima, jie nulemia jy panaudojima i$skirtinai tik organinés

sintezés sektoriuje. Lipoliziniy fermenty adsorbcija ant poréty neorganiniy
neSikliy (diatomito, hidroksiapatito, aliuminio (III) oksido ir kt.) gali biiti
vykdoma naudojant organinius tirpiklius, tokius kaip acetonas, metanolis ir
etanolis. Taip pat, nesiklio ir tam tikro lipolizinio fermento misinys gali biiti
palickamas dziaiti iki tol, kol fermentas dehidratuoja ir nuséda ant neSiklio.
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Tokiu blidu gauti fermentiniai preparatai, norint i§vengti desorbcijos, turi
biti naudojami tik organingje terpéje (Adlercreutz, 2013, Sharma ir Kanwar,
2014). Minéty organiniy bevandeniy reakcijy misiniai gaunami naudojant n-
heksana, tert-butanolj, izooktana, heptang ir kt. organinius junginius. Sios
medziagos paslenka lipoliziniy fermenty katalizuojamas reakcijas j sintezés
puse, gaunant maksimalig esterinimo ir peresterinimo reakcijy iSeiga (Marty
ir kt., 1992, Rahaman, 2006). Organiniy tirpikliy panaudojimas lipoliziniy
fermenty katalizuojamy reakcijy metu yra taip pat ypatingai patrauklus
pramoniniu pozitiriu dél to, kad dauguma lipoliziniy fermenty substraty yra
tirptis juose, o tai neleidzia susidaryti pasaliniams produktams ir jvykti
mikrobiniam uZsikrétimui (Sharma ir Kanwar, 2014).

Kitas daznas fermenty imobilizavimo ant kiety neSikliy buidas yra
kovalentinis prijungimas. Dauguma apraSyty ir taikomy jvairiems
fermentams kovalentinio imobilizavimo metody, su tam tikromis i§lygomis,
tinka ir lipoliziniy fermenty imobilizavimui S$iuo budu. Kovalentinis
imobilizavimas dazniausiai sukelia riboto laipsnio fermento inaktyvacija,
kuri gali buti ir gana stipri, jeigu kovalentiS$kai modifikuojamos svarbios
fermento katalizei a.r. funkcinés grupés. Kovalentinis imobilizavimas kartais
atliekamas j reakcijos miSinj pridedant substraty, jy analogy arba slopikliy,
kurie griztamai sgveikauja su fermento aktyviuoju centru ir taip uzkerta kelig
Siame regione galinfiai jvykti kovalentinei modifikacijai. Kovalentinio
lipoliziniy ir kt. fermenty imobilizavimo ant kiety neSikliy naudojant
gliutaraldehida schema pavaizduota 1.11 pav.

; o=""~"=0 H.N—E
7+—NHy — N=—""N=0 — N="""N=N—E
7 -H0 - Hy0

1.11 pav. Kovalentinis imobilizavimas naudojant gliutaraldehida (pritaikyta i§: Adlercreutz,
2013).

Pastaruoju metu vis daugiau démesio sulaukia kovalentinis
imobilizavimas ant jvairiy nanomedziagy tokiy kaip magnetinés nanodalelés
(MND) dél jy didelio pavirSiaus ploto ir tirio santykio bei lengvo jy
atskyrimo nuo reakcijos misinio paveikus iSoriniu magnetiniu lauku. MND
laikomos biosuderinamomis, netoksikomis medziagomis. Sios medziagos
jgalina fermento orientacijos ant neSiklio reguliavima ir nepasizymi iSorinés
difuzijos efektais, o tai MND padaro patrauklias didelio masto pramoniniam
naudojimui. Fermentai neefektyviai jungiasi prie natiiraliy MND, dél to
dazniausiai  reikalingos jy pavirSiaus modifikacijos (padengimas
polimerinémis medziagomis ir skersinis susiuvimas). Skersiniam MND ir

43



lipoliziniy fermenty susiuvimui naudojamas gliutaraldehidas (Adlercreutz,
2013). Aldehido grupés nesiklyje reaguoja su imobilizuojamo fermento
aminogrupémis. Sis reagentas gali biiti naudojamas norint gauti itin tanky
daugiataskj kovalentinj prijungima (Barbosa ir kt., 2014, Vaghari ir kt.,
2016, Bezerra ir kt.,, 2017). Taéiau, toks imobilizavimas gali sukelti
fermentinio aktyvumo mazéjimg, nepalankius konformacinius pokycius,
denatiiracija, pageidaujamy savybiy poky¢ius, masés perdavimo apribojimus
ir kt. (Cipolatti ir kt., 2016, Vaghari ir kt., 2016).

Lipoliziniy fermenty jterpimas silicio dioksido pagrindu gaminamuose
ne$ikliuose vykdomas naudojant zolis-gelis (angl., sol-gel) sintezés metoda.
Imobilizuojamo ~ fermento  vandeninis  tirpalas  sumaiSomas  su
hidrolizuojamais organinio silano dariniais, tokiais kaip tetrametoksisilanas
ir alkil trimetoksisilanas. Koloidinio silicio dioksido daleliy zolio sintezei
daznai naudojamas silanus hidrolizuojantis natrio fluorido katalizatorius.
Taip gaunamos kolodinio silicio dioksido dalelés sujungiamos kondensacijos
reakcijose suformuojant gelj (Adlercreutz, 2013). Zolis-gelis biidu
jterpiamos lipazés pasizymi didesniu stabilumu nei ant tokios pat medziagos
adsorbcijos biidu imobilizuotos lipazés, dél vykstancio lipaziy desorbcijos
nuo adsorbuoto preparato.

Skersinis sujungimas, gaunant fermenty kristalus (CLEC) arba
agregatus (CLEA) vykdomas naudojant bifunkcinj reagenta, daznai
gliutaraldehida. Sis metodas jgalina imobilizavima be nesiklio (dos Santos ir
kt., 2017). Ryskiais pranasumais pasizymi skersiniais ryS$iais sujungti
fermenty agregatai (CLEA): juos lengva paruosti naudojant grubius
fermentinius miSinius, po ko yra gaunamas koncentruotas fermentinis
darinys, pasizymintis dideliu aktyvumu ir stabilumu. Be to, CLEA
paruo$imas nereikalauja didely gamybiniy sgnaudy. Nepaisant to, toks
cheminis junginys gali turéti tam tikry trikumy: zemag aktyvumo iSlaikyma,
atkuriamumg ir mechaninj stabilumg (CLEA daZniausiai néra mechaniSkai
atspartis) (Sheldon ir Pelt, 2013). Taip pat pazymétina, kad naudojant
skirtingy imobilizavimo buidy derinius gali biti gaunami jvairiapusiskai
geresni ir naudingesni imobilizuoty fermenty preparatai (Aldercreutz, 2013).

1.12 Lipoliziniy fermenty pritaikymas

Pasauliné fermenty rinka 2017 m. buvo jvertinta >7 mlrd. doleriy ir
yra prognozuojama, kad $i suma pasieks >10 mlird. 2024 m. Lipoliziniai
fermentai yra trecia didziausia pagal pardavimus pasaulyje fermenty grupé ir
ju pagaminamy produkty teikiama komerciné nauda savo ruoZtu taip pat
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jkainojama milijardais doleriy (Ray, 2012). D¢l savo lengvo, pigaus
iSgavimo ir kity privalumy, mikrobiniai (bakterijy ir mikromicety)
lipoliziniai fermentai sudaro ~90 % pasaulinés $iy fermenty rinkos (Lee ir
kt., 2015, Casas-Godoy ir kt., 2018, Javed ir kt., 2018, Raveendran ir kt.,
2018). Siuo metu jau neabejojama, kad Sie fermentai pagerina daugelj
pramonés procesy ekonomine prasme bei prisideda prie Svaresnés
pramoninés gamybos. Lyginant su tradiciniais metodais, fermentiniy procesy
metu yra pasiekiama ta pati pageidaujamo produkto iSeiga, nesukeliant
didesnés tarSos, nekenkiant aplinkai, nes fermentai yra bioskaidis ir
netoksiS§ki (Abdelmoez ir Mustafa, 2014). Fermentiniy procesy metu
pagaminami tokios pat arba net geresnés kokybés produktai, sunaudojant
maziau zaliavos, cheminiy junginiy, vandens, energijos ir susidaro maziau
probleminiy atlieky. Lipoliziniy fermenty panaudojimo sritys apibendrintos
1.12 pav.

L @Do. . \VAISTO PRAMONE
T e

FARMACIJOS PRAMONE

APLINKOSAUGA

i

DETERGENTYPRAMONE ;- 1 h -~

KOSMETIKOS PRAMONE

1.12 pav. Mikrobiniy lipoliziniy fermenty pritaikymo sektoriy pavyzdziai (pritaikyta is:
Hasan ir kt., 2006).

Maisto pramoné. Siuo metu lipoliziniai fermentai sudaro neatsiejama
moderniosios maisto pramonés dalj ir yra labai vertinami dél jy gebos
katalizuoti riebaly interesterinimo bei hidrolizés reakcijas, pagerinancias tam
tikry maisto produkty skonines savybes (Sharma ir kt., 2011). Jie yra
naudojami jvairiose maisto pramonés srityse: siirio ir kity pieno produkty
(sviesto, margarino, grietinélés), vaisiy sulCiy, darzoviy fermentacijoje,
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kepiniy ir saldumyny gamyboje (Andualema ir kt., 2012, Adrio ir Demain,
2014, Sood ir kt., 2016). Esteriai, gaunami trumpagrandziy RR ir alkoholiy
peresterinimo metu, naudojami kaip ypatinga skonj maistui suteikiantys
aromatiniai junginiai. Jy pavyzdZiai yra etilacetatas (kriauSiy aromatas),
etilbutiratas, etilmetilbutiratas (jvairiy vaisiy aromatas), metilbutiratas
(ananasy aromatas), oktilbutiratas (apelsiny aromatas) ir kt. (Aravindan ir
kt., 2007; Sangeetha ir kt., 2011, Sharma ir kt., 2011, Horchani ir kt., 2012).
Aliejy ir kity riebaliniy medziagy modifikacija yra viena i§ maisto
perdirbimo pramonés sriciy, kuri reikalauja naujovisky ir ,,zaliy“
technologijy. Lipazés geba pakeisti lipidy savybes, keisdamos TAG esanciy
RR grandiniy vietg arba pakeisdamos vieng ar daugiau jy naujomis (Houde ir
kt., 2004, Verma ir kt., 2012). Tokiu budu, salyginai nebrangiai, maziau
pageidaujamas lipidas gali biti verCiamas auksStesnés vertés riebaline
medziaga (Andualema ir Gessesse, 2012, Verma ir kt., 2012). Taip gaunami
kakavos sviesto, Zzmogaus pieno riebaly pakaitalai (,,Betapol” — Zmogaus
pieno riebaly pakaitalas, skirtas kiidikiams maitinti), farmacijai svarbios
polinesociosios RR ir kt. (Hasan ir kt., 2006).

Naujy organoleptiniy pieno produkty savybiy gavimui ne maziau
svarbi yra lipoliziniy fermenty riebaly hidrolizés reakcijy katalizé. Lipazés
placiai naudojamos pieno riebaly, sviesto lipolizei, brandinant sarius (Konkit
ir kt., 2016). Priklausomai nuo RR sudéties skiriasi stirio tekstiira, o kvapa
suteikia jvairfis pirminiai ir antriniai metabolitai, susidar¢ skaidant riebalus
(Houde ir kt., 2004). Pridedant lipoliziniy fermenty gali biti atpalaiduojamos
trumpagrandés RR (Cs ir Cs), kurios suteikia aitry, aStry skonj, tuo tarpu
vidutinio ilgio RR (Ci2 ir Ci) atpalaidavimas suteikia produktui muilo
prieskonj. Priklausomai nuo dalinés pieno riebaly lipolizés laipsnio, striui
bei kitiems pieno produktams gali baiti suteikiamos skirtingos pageidaujamos
organoleptinés savybés (Peng ir kt., 2014). Be to, pasitelkiant lipolizinius
fermentus taip pat yra palengvinamas nepageidaujamy riebaly pasalinimas
nuo meésos ir Zuvies produkty (biolipolizé) (Sharma ir Kanwar, 2014).

Polinesociosios RR (PNRR) priskiriamos nepakei¢iamoms RR, kuriy
gavimas svarbus membraniniy lipidy ir prostaglandiny sintezei. Mikrobiniai
lipoliziniai fermentai naudojami jvairiy augaliniy ir gyvininiy riebaly
papildymui PNRR (Jaeger ir Reetz, 1998). Be to, naudojant lipolizinius
fermentus gali bati gaunamos pavirsiaus aktyviosios medziagos (emulsikliai)
tokios kaip MAG monooleinas, DAG‘iai. Jie gali buti naudojami kaip
priedai duonos maseés, teslos stabilizavimui (Sangeetha ir kt., 2011, Horchani
ir kt., 2012, Sarmah ir kt., 2018). Naudojant lipazes taip pat yra gaminami
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valgomy biopléveliy pirmtakai, kurie yra svarbiis maisto laikymo ir
apdorojimo procesuose (Garlapati ir Banerjee, 2013).

Kosmetikos pramoné. Lipoliziniai fermentai kosmetikos pramonéje
turi gana svarby vaidmenj specialiy aromatiniy trumpagrandziy esteriy ir
kity aktyviy junginiy sintezéje bei antraeilj vaidmenj gaminant taip
vadinama ,.funkcine kosmetika“. Siose srityse daZniausiai naudojamos
imobilizuotos lipazés ir esterazés (Ansorge-Schumacher ir Thum, 2013).

Alifatiniy ir aromatiniy RR ir alkoholiy esteriai kartu su terpeny
alkoholiais, aldehidais, fenoliais ir kt. randami kvapiose medziagose,
naudojamose kvepaly ir kity asmens higienos produkty gamyboje.
Vandenyje tirpts retinolio dariniai, kurie yra svarbis kaip odos priezitiros
priemonés, paruoSiami imobilizuoty lipoliziniy fermenty katalizuojamy
reakcijy metu. Cinamono, elago ir ferulo ragsciy esteriai - biotechnologijai
aktuallis organiniai junginiai, gali buti konvertuojami ] aromatinius
junginius, naudojamus kaip priedai kosmetikoje ir  kremuose,
apsauganciuose nuo zalingy saulés spinduliy (Sharma ir Kanwar, 2014). Yra
zinomi keli pavyzdziai, Kai katalizuojant lipazéms, buvo susintetinti jvairiy
kvapiy junginiy miSiniai. Vienas zinomiausiy yra (-)-mentolis. Vienas
naujausiy buady gauti grynus (-)-mentolio esterius yra (x)-mentolio
enantioatrankus peresterinimas, panaudojant bakterines lipazes. Naudojant
stafilokokines lipazes buvo susintetintos skirtingos antioksidanty molekulés,
kurios gali biiti naudojamos kaip laisvyjy radikaly gaudyklés stabdancios
senéjimg ir kaip fotoapsauginiai junginiai (Horchani ir kt., 2012).

Biodyzelinas. Biokuras — tai mazai iSmetamyjy terSaly turintis
dyzelinio kuro pakaitalas, gaunamas i§ atsinaujinan¢iy gamtos iStekliy ir
riebaliniy medziagy atliecky (Leung ir kt., 2010). Palyginus su naftos
pagrindu pagamintu Kkuru, biokuras neturi pastebimy zalingy poveikiy
masinos variklio ilgaamziSkumui ir pasizymi jvairiais privalumais — jis yra
bioskaidus, atsinaujinantis ir netoksi$kas. Dél to biokuras sulaukia vis
daugiau susidome¢jimo visame pasaulyje (Li ir kt., 2010). Lipazés katalizuoja
TAG peresterinimo trumpos grandinés alkoholiais reakcijas, susidarant
alkilo esteriams - biokurui (Gupta ir kt., 2011). Biokuras sintetinamas
chemokataliziniais, termokataliziniais ir biokataliziniais buidais. Pastaruoju
atveju, kaip biokatalizatoriai tarnauja lipoliziniai fermentai (Sangeetha ir kt.,
2011).

Viena pagrindiniy kliti¢iy, su kuriomis yra susiduriama norint
panaudoti lipolizinius fermentus biokuro gamybai yra biokatalizatoriaus
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kaina. Viena i§ ypatingai naudingy priemoniy sanaudy sumazinimui —
imobilizuoty lipoliziniy fermenty panaudojimas. Imobilizuota S. aureus
SAL3 lipazé buvo panaudota 1-butanolio ir oleino riigsSties esterinimo
reakcijy katalizei (Horchani ir kt., 2009). Reakcijos produktas — 1-
butiloleatas — naudingas dyzelinio kuro priedas: polivinilchlorido
plastifikatorius, vandeniui atsparus agentas (Horchani ir kt., 2012).

Medicina ir farmacijos pramoné. Paprastai j rinkg patenkantys
vaistai yra sudaryti i§ vieno arba dviejy izomery ir butent dél regiosavitumo
ir gebos atskirti enantiomerus, tikrosios esterazés ir lipazés yra itin placiai
naudojamos farmacijoje: chiraliniy junginiy gryninimui raceminiuose
miSiniuose ir chiraliniy vaisty (Flurbiprofen, Ibuprofen, Suprofen ir kt.)
gavimui (Sharma ir kt., 2011). Pavyzdziui, karboksilesterazé NP (Naproxen)
i§ B. subtilis Thai 1-8 buvo labai efektyviai panaudota naprokseno -
nesteroidinio, skausma malSinanCio vaisto enantioatrankiai (tik vienas i§
dvejy naprokseno optiniy izomery pasiZzymi terapinémis Savybémis) sintezei
(Sood ir kt., 2016). S. marcescens lipazé placiai naudojama 3-fenilglicidinés
rigsties esterio asimetrinei hidrolizei, naudojamai diltiazemo hidrochlorido
(vaisty grupés, priklausancios kalcio kanaly slopikliams, veikiantiems
atpalaiduojanciai Sirdies ir kraujagysliy raumeninj audinj ir naudojamiems
hipertenzijos ir $irdies ritmo sutrikimams gydyti) gavimui. C. rugosa lipazé
naudota lovastatino, mazinan¢io cholesterolio lygj kraujyje, sintezéje.
Lipoliziniai fermentai taip pat yra svarbiis daugelio vaisty, tokiy kaip
aspirinas, klopidogrelis, delaprilis, imodoprilis, temokaprilis (acetilcholino
esteraziy slopikliai) ir irinotikanas (prieSvézinis vaistas) chemingje
modifikacijoje (Andualema ir kt., 2012, Xu ir kt., 2016).

Gauti lipoliziniy fermenty katalizuojamy enantioatrankiy reakcijy
metu MAG ir DAG naudojami jvairiy vaistiniy preparaty (prieSuzdegiminiy,
priescholesteroliniy ir trombocitoliziniy) gamybai (Ray, 2012). Taip pat
lipazés yra svarbios modifikuojant MAG, reikalingus farmacijoje naudojamy
emulsikliy gamybai.

Detergentai. Vienas labiausiai pritraukianciy démes;j ir daug zadanciy
lipoliziniy fermenty, Kaip riebalus hidrolizuojan¢iy fermenty pritaikymy, yra
ju kaip detergenty priedy panaudojimas (Sangeetha ir kt., 2011). Dauguma
detergenty pagal savo sudétj yra panasiis ir jy valymo mechanizmai yra
beveik vienodi. Siuo metu, siekiant patobulinti detergenty savybes, j juos yra
dedami vienas ar daugiau fermenty, tokiy kaip proteazé, amilaze, celiuliazeé
ir lipazé. Fermentai sustiprina detergenty gebg Salinti démes ir padaro
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detergenta saugesniu arba visiSkai saugiu aplinkai (Sharma ir Kanwar,
2014).

Lipazés, naudojamos detergenty pramonéje, turi atitikti tokius
kriterijus: stabilumas Sarminiame pH, tirpumas vandenyje, atsparumas
detergentuose esancioms proteazéms ir pavirSiaus aktyvioms medziagoms
bei mazas savitumas substratams, o bitent tokios yra dauguma bakterijy
isskiriamy lipaziy (Sangeetha ir kt., 2011).

Lipoliziniai fermentai yra ypatingai patrauklis naudoti skalbimui
zemose temperatiirose. Lipazeés, iSgautos i§ Bacillus flexus XJU—- 1, Bacillus
licheniformis, B. licheniformis VSG1, Bacillus pumilus SG2, B. subtilis
JPBW- 9, Geobacillus sp., P. aeruginosa ir S. marcescens DEPTK?2 jau yra
naudojamos tokiy detergenty sudétyje, bet nuolatos ieSkoma ir naujy,
»Saltam skalbimui® panaudotiny psichrofiliniy fermenty (Niyonzima ir
More, 2015, Javed ir kt., 2017).

Medienos ir popieriaus pramoné. Fermenty pritaikymas, naudojant
lipazes popieriaus gamybos ir perdirbimo procesuose dideliu mastu prasidéjo
nuo 1990 m. ir tai buvo pirmasis atvejis kai fermentai buvo sékmingai
panaudoti popieriaus pramonéje (Bajpai, 1999).

Siuo metu lipaziy panaudojimas celiuliozés ir popieriaus pramonése yra
itin svarbus, norint gamybos metu kontroliuoti dervos susidarymg. Derva
apibidinama kaip medienos lipofiliniy ekstrakty aglomeratai, kurie sukelia
medienos masés pajuodavimg ir jrangos apsivélima guma, sulipima.
Perdirbant popieriy susidaro klijai, kuriy sudétyje esantj polivinilacetata
sékmingai skaido pridedamos esterazés (Jegannathan ir Nielsen, 2013).
Norint gauti naujg laikraStinj popieriy arba balta popieriy, perdirbant
laikra$¢ius, i§ jy turi buti pasalintas raSalas (Bajpai, 2013). Kai rasalas yra
pagamintas augaliniy aliejy pagrindu, lipofiliniy raSalo komponenty
hidroliziniam skaidymui taip pat naudojamos lipazés (Hasan ir kt., 2006).
Tai ne tik padidina popieriaus baltumg, bet ir sumazina perdirbimui
naudojamy cheminiy junginiy, vandens kiekius, taupo energija, taip mazina
iy medziagy poveikj aplinkai bei mazina produkcijos kaing (Skals ir kt.,
2008, Ramnath ir kt., 2017). Japonijos “Nippon Paper Industries” jmoné 90
% atvejy, Salinant TAG i§ medienos, naudoja batent mikrobines lipazes
(Sangeetha ir kt., 2011, Sharma ir kt., 2011, Verma ir kt., 2012).

Aplinkosauga. Lipaziy panaudojimas biodegradacijos procesuose yra
gana svarbus aspektas lipaziy biotechnologijoje. Riebalus perdirbanciy
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fabriky ir maitinimo jstaigy atliekos tiek in situ, tiek ex situ gali buti
Salinamos panaudojant lipolizinius fermentus (Verma ir kt., 2012). Vienas i§
metody, taikomy uzter§ty gruntiniy vandeny valymui, yra gryny ir misriy
bakterijy kultdry, kurios gamina aktyvias lipazes, kultivavimas in situ.
Nuotekos, kuriose yra maisto perdirbimo, odos rauginimo, automobiliy
pramoniy ir kity atlieky gali buti utilizuojamos, naudojant jvairias bakterijy
lipazes. Perspektyvus yra saléiui atspariy mikroorganizmy naudojimas
lipidais uZzterSty aplinky valymui vidutinio ir Salto klimato zonose
(Sangeetha ir kt., 2011, Verma ir kt., 2012, Bora ir kt., 2013).

Dirbtinai  sukurti pesticidai daznai yra esteriniai junginiai.
Mikroorganizmy, kurie aktyviai iSskiria  lipolizinius  fermentus,
panaudojimas priklauso maziausiai kenksmingam, saugiam, ekologiskam ir
ekonomiskam metodui. Organofosfatiniai insekticidai tokie kaip piretroidai
ir malationas turi kenksmingg poveikj zmonéms ir kitiems aukStesniesiems
organizmams (Wang ir kt., 2009, Goda ir kt.,, 2010). Gana efektyviai
malationg skaido Alicyclobacillus tengchongensis, B. licheniformis, B.
cereus risiy bakterijos, kurios naudojamos dirvozemio, uzterS§to malationu,
bioremediacijai (Xie ir kt., 2013, Khan ir kt., 2016). Taip pat nustatyta, kad
malationg gali skaidyti Brevibacillus sp. ir B. cereus (Singh ir kt., 2012).
Kitas insekticidy detoksifikavimo zinduoliuose ir vabzdziuose kelias -
piretroidy skaidymas pasitelkiant izomeriniu savitumu pasizyminéius
lipolizinius fermentus. Sékmingai nustatyti ir i§gryninti karboksilesteriniy
rySiy hidroliz¢ piretroiduose katalizuojan¢iy karboksilesteraziy genai
budingi B. cereus SM3, A. niger ZD11, Nephotettix cincticeps ir kt. (Wang ir
kt., 2009, Zhai ir kt., 2012, Zhu ir kt., 2013).

Lipoliziniai fermentai tai pat gali biiti naudojami plastiko
depolimerizavimui ir jo perdirbimui. Mikrobiniai lipoliziniai fermentai —
galingi biokatalizatoriai, galintys katalizuoti efektyvig jvairiy poliesteriy
hidroliz¢ ir dalyvauti tokio plastiko, kaip polilaktiné ragstis (PLA)
depolimerizavime (Hsieh ir kt., 2015, Tchigvintsev ir kt., 2015, Hajighasemi
ir kt., 2016).

Biojutikliai. Nauja ir perspektyvi sritis yra lipaziy, kaip biojutikliy
panaudojimas. Biojutikliai gali biiti cheminio arba elektroninio pobudzio.
Svarbus analizinis lipaziy panaudojimas — tai lipidy nustatymas klinikiniuose
méginiuose. Paveikus TAG lipaze, susidaro glicerolis ir laisvosios RR, o ju
nustatymas cheminiais ir fermentiniais metodais leidzia spresti apie riebaly
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kiekj organizme. Sis principas leidzia gydytojams tiksliai diagnozuoti Sirdies
ir kraujagysliy ligas (Verma ir kt., 2012).

Biopolimeruy gamyba. Esterinés grupés jvedimas j polisacharidg buvo
svarbus pasiekimas, kuris leido modifikuoti originalia hidrofiling
polisacharidy prigimtj ir gauti naujomis terminémis ir mechaninémis
savybémis pasiZzymin¢ius junginius (Aburto ir kt., 1999, Horchani ir kt.,
2012). Nustatyta, kad pilnai bioskaidzios termoplastinés medziagos gali bti
gaunamos tirpinant krakmolg organiniuose tirpikliuose ir vykdant jo
esterinimg (Heinze ir kt., 2000, Fang ir kt., 2000). Tokie junginiai galéty
pakeisti nebioskaidzius plastikus (Hochani ir kt., 2012).

Taigi, lipolizniai fermentai jau kurj laika Zinomi dél savo vaidmens
zaliojoje chemijoje. Jie turi daug pritaikymo sri¢iy ir augant pramonei,
atitinkamai, nepaliaujamai auga ir lipoliziniy fermenty poreikis. Pramonéje
daznai taikomi lipoliziniai fermentai iSkirti i§ eukariotiniy (aukStesniyjy)
mikroorganizmy (daugiausiai mikromicety), taéiau bakterijy lipoliziniai
fermentai reprezentuoja lengviau i§gaunamy biologiniy katalizatoriy grupe.
Placiau taikant bakterines lipazes ir esterazes, galéty mazéti fermenty
iSgavimo proceso sgnaudos ir atitinkamai pramoniniai procesai, panaudojant
tokius fermentus, biity ekonomiSkesni, nes labai daznai biokatalizatoriy
panaudojima biotechnologijoje riboja jy kaina.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Cheminés medziagos

Visi darbe naudoti reagentai yra analizinés/molekulinés biologijos
klasés ROTH, AppliChem, Sigma-Aldrich (Vokietija), Thermo Fisher
Scientific (Lietuva) patvirtintos cheminés medziagos, jei nenurodyta kitaip.

2.2 Fermentai

Taqg (Tag DNA Polymerase, recombinant), Pfu (Pfu DNA Polymerase,
High-Fidelity) ir Phusion (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase) DNR
polimerazés, PCR Master Mix (2X) su Taqg polimeraze; FastDigest Ndel,
Xhol REazés; T4 DNR ligazé; Ssarminé fosfatazé (FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase), dsDNazé (Thermo Scientific dsDNase). Visi
iSvardinti fermentai, jei nenurodyta kitaip, naudojami remiantis jy gamintojo
(Thermo Fisher Scientific) standartiniais rekomenduojamais protokolais.

2.3 Molekulinés biologijos rinkiniai

Genelet Genomic DNA Purification Kit (genominés DNR i$skyrimo
rinkinys), GeneJet Plasmid Miniprep Kit (plazmidZiy i$skyrimo rinkinys),
Genelet PCR Purification Kit (PGR produkty valymo rinkinys), GenelJet Gel
Extraction Kit (PGR produkty gryninimo i§ agarozés gelio rinkinys),
InsTAclone PCR Cloning Kit (TA klonavimo rinkinys), Verso 1-Step RT-
PCR Kit, with Thermo-Start Tag (Hot Start) (vieno Zingsnio AT-PGR
remiantis §io gamintojo rekomenduojamais standartiniais protokolais. RNR
iSskyrimo ir gryninimo/koncentravimo rinkiniai Quick-RNA Fungal /
Bacterial Miniprep Kit ir RNA Clean & Concentrator-25 Kit (Zymo
Research, JAV), atitinkamai, naudojami remiantis gamintojo protokolais.

2.4 Darbe naudoti bakterijy kamienai, vektoriai ir pradmenys

Darbe naudotos bakterijy kultiros i$skirtos i§ riebalinémis
medziagomis uZterSto dirvozemio méginiy bei riebalinio maisto (Saldytuve
sugedusio fermentinio strio). Klonavimui ir raiSkai darbe naudoti jvairts E.
coli (Novagen) bakterijy kamienai. Elektrokompetentinés E. coli lastelés
ruostos remiantis Sambrook ir Russell (2011) rekomenduojamu protokolu
(Sambrook ir Russell, 2011). ISsamesné informacija apie lipoliziniy
fermenty donorines kultiiras, recipientinius heterologiniy Seimininky ir Kitus
kamienus pateikta 2.1 lentelgje.
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2.1 lentelé. Darbe naudoti mikroorganizmai.

Kamienai Savybés / panaudojimo tikslas Saltinis
Bacillus sp. L1 Mezofiliné i8 riebalinio maisto iSskirta kultiira, Sis darbas
darbe naudota kaip lipolizinius fermentus
koduojanciy geny Saltinis
Staphylococcus Mezofiliné i8 riebalais uZtersSto dirvozemio Sis darbas
saprophyticus AG1 i$skirta kultdira, darbe naudota kaip lipolizinius
fermentus koduojanciy geny Saltinis
S. aureus ATCC Kamienas naudotas palyginamiesiems atsparumo  Dovana
259237 novobiocinui ir koaguliazés testams atlikti (LSMU)
Staphylococcus Kamienas naudotas palyginamiesiems atsparumo  Dovana
epidermidis ATCC novobiocinui ir koaguliazés testams atlikti (LSMU)
12228
E. coli DH5a Rekombinantiniy plazmidziy gausinimo Novagen
genotipas: @80lacZAM15  kamienas (klonavimo kamienas)
A(lacZY AcargF) U169
recAl endAl hsdR17
phoA supE44 gyrA96 -
thit relAl
E. coli BL21 (DE3) Klasikings tiksliniy geny raiskos kamienas Novagen
genotipas: fhuA2 [lon]
ompT gal (2. DE3) [dcm]
AhsdS A DE3 =2
sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7
genel) i21 Anin5)
E. coli C41 (DE3) E. coli raiSkos kamieno atmaina, sukurta visy Dovana (P.

genotipas: F-ompT hsdSB
(rg" mg’) gal decm (DE3)

organizmy klasiy toksisky baltymy raiskai (turi
mutacija uzkertancig kelia lasteliy zuciai, kai
vyksta toksiniy baltymy raiska); darbe naudotas
tiksliniy baltymy raiskos optimizavimo
eksperimentuose

Kavaliauskas)

E. coli Rosetta (DE3)
genotipas: FompT
hsdSg(rs” mg’) gal dem
(DE3) pRARE (CamR)

BL21 kamieno atmaina, sukurta baltymy, kuriy
rai$kai naudojami E. coli retai sutinkami kodonai,
sintezei. Turi pRARE plazmid¢ su Cam
atsparumo zymeniu, ir tickia tRNR AUA, AGG,
AGA, CUA, CCC, GGA kodonams; darbe
naudotas tiksliniy baltymy rai§kos optimizavimo
eksperimentuose

Dovana (P.
Kavaliauskas)

Darbe naudoti

plazmidiniai vektoriai, sukurti

naudojimo tikslas ir Saltiniai pateikti 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. Darbe naudoti plazmidiniai vektoriai

Plazmidinis vektorius Panaudojimo tikslas Saltinis
pTZ57RIT lipBST TA klonavimo vektorius, AmpR TFS”
pET-26b(+) IPTG indukuojama C-gale 6-His zyméty Invitrogen
rekombinantiniy geny raiska, gaunant padidinta
baltymy sinteze, Kan®R
pTZ57R/T_lipBST LipBST koduojancio geno pagausinimas Sis darbas
pET-26b(+)_lipBST LipBST koduojan¢io geno heterologiné raiska,  Sis darbas
gaunant padidintg Sio baltymo sinteze
pET-26b(+)_estAG1 EstAG1 koduojanéio geno heterologiné raidka,  Sis darbas
gaunant padidintg Sio baltymo sinteze
PET-26b(+)_estAG1_S179G  Mutantinj EStAG1 (a.r. S179G pakaita) baltyma  Sis darbas
koduojancio geno heterologiné raiska, gaunant
padidinta $io baltymo sintez¢
PET-26b(+)_estAG1_S179A  Mutantinj EStAG1 (a.r. S179A pakaita) baltyma  Sis darbas
koduojancio geno heterologiné raiska, gaunant
padidinta Sio baltymo sinteze
PET-26b(+)_estAG1_T152A  Mutantinj EStAG1 (a.r. T152A pakaita) Sis darbas
baltyma koduojancio geno heterologiné raiska,
gaunant padidintg Sio baltymo sinteze¢
PET-26b(+)_estAG1_E246A  Mutantinj EStAG1 (a.r. E246A pakaita) Sis darbas
baltyma koduojancio geno raiska, gaunant
padidintg Sio baltymo sinteze
PET-26b(+)_estAG1_H276A  Mutantinj EStAG1 (a.r. H276A pakaita) baltyma ~ Sis darbas
koduojancio geno raiska, gaunant padidintg Sio
baltymo sintez¢
pET- Triguba mutacija (S179A:E246A:H276A) Sis darbas

26b(+)_estAG1:S179A:E246
A:H276A

turintj EStAG1 baltyma koduojancio geno
raiska, gaunant padidinta Sio baltymo sintezg

* - Thermo Fisher Scientific.

Svarbiausiy darbe naudoty pradmeny (METABION, Vokietija)
pavadinimai, sekos, panaudojimo tikslas ir kt. pateikti 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai (pradmenys).

Oligonukleotido

. Seka (5‘—3¢) Panaudojimo tikslas
pavadinimas
27F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rDNR pagausinimas
1495R*™* CTACGGCTACCTTGTTACGA
M13/pUC (-20)F GTAAAACGACGGCCAGT pTZ57R/T_lipBST plazmidés analizé
M13/pUC (-26)R CAGGAAACAGCTATGAC ir sekoskaita
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Bacillus sp. L1 LipBP baltyma

LipBPF ATGCTCTAACTATCCTCTGCA o o
LipBPR TTAATATGGAATATCTCCATG koduojancio geno pagausinimas
LipBSF ATGAGCGAAAACATG Bacillus sp. L1 LipBS baltyma
LipBSR CTCGAGCCTGCTTTTTTCAC koduojan¢io geno pagausinimas
LipBSIF ATGAGAGAAGGGCATTG Bacillus sp. L1 LipBSI baltyma
LipBSIR TTACAACCGTAACCATCTG koduojan¢io geno pagausinimas
LipBST1F GCGCCATATGAAAGTGATTCG Bacillus sp. L1 LipBST baltyma
LipBST1R GCGCCTCGAGATTCGTATTCTGTC koduojanéio geno pagausinimas su
Ndel ir Xhol restrikcijos taikiniais
EstAG1F GCGCCATATGAAATCAAGACTG S. saprophyticus AG1 EstAG1
EStAGI1R GCGCCTCGAGTTCATCTTTTAACG baltyma koduojancio geno

pagausinimui su Ndel ir Xhol
restrikcijos taikiniais

EStAG1_S179/G179F
EStAG1_S179/G179R

PGGCCCGTTACTAGATGCCCAA
PAAACAAATATAATTTACTTGG

Taikiniui specifinés S179G mutacijos
ivedimas j EstAG1 baltyma
koduojancéia seka pET-26b(+)_estAG1

EstGA1_S179/A179F
EStAG1_S179/A179R

PGCGCCGTTACTAGATGCCC
PAAACAAATATAATTTACTTGG

Taikiniui specifinés mutacijos S179A
ivedimas | EstAG1 baltyma
koduojancéia seka pET-26b(+)_estAG1

EstAG1_T152/A152F
EstAG1_T152/A152R

PGCGGGTGCTGCTTTAGCACT
pGCCATCTCCCATAATGACAAT

Taikiniui specifinés T152A mutacijos
ivedimas | EstAG1 baltyma
koduojancéia seka pET-26b(+)_estAG1

EstAG1_G151/S151F
EstAG1_G151/S151R

PAGCACTGGTGCTGCTTTAGC
PATCTCCCATAATGACAATAG

Taikiniui specifinés G151S mutacijos
ivedimas | EstAG1 baltyma
koduojangéia seka pET-26b(+)_estAG1

EStAG_E246/A246F
EStAG_E246/A246R

PGCGATTTACCTCCCAGACATG
PGTATGCACCGCCAAACATAT

Taikiniui specifinés E246 A mutacijos
ivedimas j EstAG1 baltyma
koduojangéia seka pET-26b(+)_estAG1

EStAG1_H276/A276F

PGCGGCTTTCCCCTTATTACC

Taikiniui specifinés H276 A mutacijos

EStAG1_H276/A276R  PAATCATTCTTTTATATTCAT jvedimas j EstAG1 baltyma
koduojancéia seka pET-26b(+)_estAG1

T7P TAATACGACTCACTATAGGG pET plazmidiniy vektoriy jvairiy

TIT GCTAGTTATTGCTCAGCGG rekombinantiniy konstrukty analiz¢ ir

sekoskaita

* - F Zymi tiesioginj pradmenj, ™ - R Zzymi atvirk§tinj pradmenj; p- oligonukleotidas yra fosforilintas 5¢-
gale. Paryskintos ir pabrauktos oligonukleotidy sekos zymi Ndel ir Xhol REaziy atpazinimo taikinius.
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2.5 Darbe naudotos mitybinés terpés
Mitybinés terpés lipoliziniy fermenty producenty kokybinei atrankai:

TBA (Tributirino agaras): 0,5 % peptonas, 0,3 % mieliy ekstraktas, 1 %
ultragarsu emulguotas tributirinas, 1,5 % agaras (Gupta ir kt., 2003);
RBA (Rodamino B agaras): 1 % triptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 1 %
rodaminas B, 1 % ultragarsu emulguotas alyvuogiy aliejus, 1,5 % agaras
(Kouker ir Jaeger, 1987).

Terpés sterilinamos autoklavuojant 20 min. 121 °C temperatiiroje.
Mikroorganizmai auginami 30-60 °C temperatiiroje.

Mitybingés terpés natyviy ir rekombinantiniy bakterijy kultivavimui:

Standartinés komercinés terpés CASO/TSB agaras, LB (Luria-Bertani)
agaras (ruoSiant skystas terpes agaro nepridedama), M9; kultivuojant
rekombinantines bakterijas LB/M9, po autoklavavimo terpés papildomos
antibiotikais, kurie yra sterilinami filtruojant.

LB/M9 terpése kultivuojant rekombinantine E. coli DH5a su pTZ57R/T arba
PET-26b(+) plazmidiniais vektoriais arba jy konstruktais, terpés papildomos
iki galutinés 100 ug/mL ampicilino (Amp) arba 50 ug/mL kanamicino (Kan)
koncentracijos, atitinkamai, jeigu nenurodyta Kitaip;

LB/M9 terpése kultivuojant rekombinantines E. coli BL21 (DE3) / C4l
(DE3) su pET-26b(+) ir jo konstruktais, terpés papildomos iki galutinés 50
ng/mL kanamicino (Kan) koncentracijos;

LB/M9 terpése kultivuojant rekombinanting E. coli Rosetta (DE3) su pET-
26b(+) ir jo konstruktais, terpés papildomos iki galutiniy 50 pg/mL Kan ir
iki 30 pg/mL chloramfenikolio (Cam) koncentracijy;

mM9 (modifikuota M9 terpé): 2 mM MgSOs, 100 uM CaCly, 5xM9
drusky tirpalas: 50 mM Na;HPO4, 20 mM KH;PO4, 10 mM NaCl, 20 mM
NH4Cl1 (pH 7, ruoSiamas atskirai), 2 % gliukoze (40 % tirpalas ruoSiamas
atskirai) arba 1 % ultragarsu emulguotas tributirinas, 0,1 % standartinio
1000x vitaminy tirpalo (Elbing ir Brent, 2002);

1000% vitaminy tirpalo sudétis (100 mL): 100 mg biotino, 100 mg inozitolo,
50 mg nikotino rugsties (vit. B3), 50 mg piridoksino, 5 mg riboflavino (vit.
B2), 50 mg tiamino.

Terpé skirta rekombinantiniy lasteliy regeneracijai po elektroporacijos:
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SOC: 0,2 % triptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,05 % NaCl, 0,02 % KCI,
0,095 % MgCl,, 0,24 % Mg,SOa, 0,36 % D(+)-gliukozés.

Terpé, naudojama elektrokompetentiniy lgsteliy ruoSimui:
GYT: 10 % glicerolis, 0,0125 % mieliy ekstraktas, 0,25 % triptonas.

CASO/TSB, LB, M9, mM9, GYT terpés ir tirpalai sterilinami
autoklavuojant 20 min. 121 °C temperatiiroje. 40 % gliukozés tirpalas - 15
min. 115 °C. Bakterijos augintos 35-37 °C temperatiiroje arba kaip apra$yta.

2.6 Suminés genominés ir plazmidinés DNR i§skyrimas

Atrinkty lipoliziniy kultiry genominés DNR (gDNR) isskyrimui
ruosiama jy biomasé. Siam tikslui bakterijos auginamos ant CASO/TSB
agarizuotos terpés. UZzaugusiy bakterijy biomasé perkeliama j skystas
CASO/TSB mitybines terpes ir auginama iki eksponentinés augimo fazés 35
°C temperattroje, aeruojant 180 aps/min. Uzaugusiy bakterijy biomasés
surenkamos centrifuguojant 9000 x g, 3 min., kambario temperatiroje.
Genominé mikroorganizmy DNR i§ jy biomasiy i$skiriama naudojant
GeneJet Genomic DNA Purification Kit.

Plazmidinés DNR iSskyrimui rekombinantinés E. coli Iastelés
auginamos skystoje LB terpéje (37 °C, 180 aps/min) su 100 pg/mL Amp
pTZ57R/T ir LB terpéje su Kan — pET-26b(+) plazmidéms i$skirti. Bakterijy
biomasé surenkama centrifuguojant 9000 x ¢, 3 min., kambario
temperattroje. IS surinktos biomasés plazmidiné bakterijy DNR iSskiriama
naudojant Genelet Plasmid Miniprep Kit.

2.7 Elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé vykdoma 1 % agarozés (TopVision Agarose)
geliuose. Agarozés geliai ruosiami naudojant 1XxTAE buferinj tirpala ir
papildomi etidzio bromidu iki galutinés 0,5 mg/mL koncentracijos.
Elektroforezé leidziama 1xXTAE buferyje, palaikant 8-10 V/cm jtampa.
Atliekant DNR elektroforeze naudojami MassRuler DNA ladder Mix ir
GeneRuler DNA Ladder Mix DNR molekuliniai zymenys. Geliai
analizuojami apsvietus UV (DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro).
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2.8 Mikroorganizmy identifikavimas
2.8.1 16S rDNR amplifikavimas ir filogenetiné analizé

16S rRNR koduojantis genas nuo tiksliniy kamieny gDNR
pagausinamas PGR naudojant universalius pradmenis: 27F ir 1495R. Vienai
PGR reakcijai (50 pL) atlikti naudojami 5 pl. 10xPGR buferinio tirpalo su
(NH4)SO4, 2 mM dNTP misinio (po 0,2 mM kiekvieno dNTP), 2 mM
MgClz, po 0,5 uM tiesioginio ir atvirkStinio pradmens, 2,5 U
rekombinantinés Taq DNR polimerazés, atitinkamo mikroorganizmo gDNR
(konc. 1 ng/pL). Misinys papildomas iki 50 pL atitinkamu vandens turiu.
16S rDNR PGR sglygos: 1. pradiné denatiiracija 95 °C (2 min.), 2.
denatiiracija 95 °C (1 min.), 3. pradmeny prilydymas 50 °C (2 min.) 4.
grandinés ilginimas 72 °C (3 min.), 5. galutinis grandinés ilginimas 72 °C (7
min.), 2-4 zingsniai kartojami po 29 kartus (Kuisiené, 2008). Atlikus PGR,
produktai gryninami naudojant Genelet PCR Purification Kit komercinj
rinkinj. DNR analizuojama kaip apra$yta 2.7 poskyryje.

ISgryninty 16S rDNR amplikony sekoskaita atlickama 16 kapiliary
genetiniu analizatoriumi 3130xI (AppliedBiosystems) VU Biotechnologijos
instituto DNR sekoskaitos centre (Vilnius, Lietuva). Sekos analizuojamos
DNASTAR LaserGene 7.1 programos jrankiais, atlickamas jy sugretinimas
pasitelkiant BLASTn (angl., Basic Local Alignment Tool Nucleotide)
algoritmg, prieinamg NCBI duomeny bazéje (ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul ir
kt., 1990). 16S rDNR filogenetinei analizei naudotos tiriamyjy genéiy tipiniy
kamieny 16S rDNR sekos atrinktos, naudojantis Silva duomeny baze (arb-
silva.de/projects/living-tree/). Evoliucinis rySys analizuojamas naudojant
MEGA 7.0 (Kumar it kt., 2016). Daugybiniam seky palyginimui naudojamas
Clustal W algoritmas (Thompson ir kt., 1994). Evoliuciné istorija nustatoma
taikant artimiausiyjy kaimyny (angl., Neighbour-Joining) metoda (Saitou ir
Nei, 1987) su Bootstrap verte lygia 1000 pakartojimy (Felsenstein, 1985,
Kumar it kt., 2016).

2.8.2 Staphylococcus sp. AG1l gDNR sekoskaita ir skaitmeniné
DNR-DNR hibridizacija

Isskirta Staphylococcus sp. AG1 gDNR pateikiama viso genomo
sekoskaitai BaseClear (Nyderlandai). Naujos kartos sekoskaitos biblioteky
sukarimui, gDNR fragmentuojama, naudojant Illumina HiSeq2500
generuojami poriniy-galy nuskaitymai. Trumpy nuskaitymy de novo
surinkimui tikrinama Illumina gauty nuskaitymy kokybé ir taisomos klaidos
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naudojant BayesHammer jrankj (Nikolenko ir kt., 2013). Nuskaitymai su
pasalintomis klaidomis surenkami j sarankas (angl., contigs) naudojant
SPAdes 3.10 programa (Bankevich ir kt., 2012). Saranky tvarka ir atstumai
tarp jy nustatomi naudojant SSPACE 2.3 (Boetzer ir kt., 2011). Tolimesné
analizé atlickama panaudojant GapFiller 1.10, Pilon 1.21 programas
(Boetzer ir Pirovano, 2012, Walker ir kt., 2014). Genomas BaseClear
anotuojamas naudojant Prokka greitaji prokariotinj anotavimag (angl.,
Prokka: rapid prokaryotic annotation) (Seemann, 2014), ir, papildomai
palyginimui naudojant RAST serverj (rast.nmpdr.org/rast.cgi).

Skaitmeniné lyginamoji DNR-DNR hibridizacija (sSDDH) atliekama
http://ggdc.dsmz.de/home.php,  naudojant  Genomo-Genomo  Atstumo
Skai¢iuotuvg (GGAS) (angl., Genome-to-Genome Distance Calculator,
GGDC) (Meier-Kolthoff ir kt., 2013). Palyginimui pasirenkami tipinio S.
saprophyticus  subsp.  saprophyticus ATCC  15305-NCTC 72927
(AP008934.1) kamieno genomas, S. saprophyticus NCTC 7666
(SAYP00000000.1), S. saprophyticus 1A (LR134089.1) ir tipiniy
Staphylococcus xylosus ATCC 29971  (LT963439.1), Staphylococcus
equorum NCTC 12414 (UHDI00000000.1), Staphylococcus succinus
subsp. succinus DSM 146177 (LCSH00000000.1) tipiniy kamieny genomai,
kurie remiantis 16S rDNR seky filogenetine analize, buvo nustatyti kaip
artimos Staphylococcus sp. AG1 rasys.

2.8.3 Staphylococcus sp. AG1l koagulazés ir novobiocino testas

Staphylococcus sp. AG1 identifikavimui papildomai atlikti specifiniai
biocheminiai testai: koaguliazés ir jautrumo novobiocinui (papildoma iki
galutinés 20 pg/mL koncentracijos) testai (Raz ir kt., 2005, Ferreira ir kt.,
2012). Naudoti kontroliniai kamienai: S. aureus ATCC 25923 ir S.
epidermidis ATCC 12228.

2.9 Lipoliziniy fermenty aktyvumo nustatymas

Kiekybinis  lipoliziniy = fermenty  aktyvumas nustatomas
spektrofotometriS$kai (PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS Spectrometer)
matuojant susidaranéio reakcijos metu p-NP absorbcijos pokytj 410 nm
(Absai0) bangos ilgyje. Bendra 1 mL fermentinés reakcijos miSinj sudaro 50
mM Britono-Robinsono buferinio tirpalo (Bendikiené ir kt., 2004) (pH 8), 3-
20 pL 10 mM p-NPC (Cs.) 2-propanolyje ir atitinkamas tiiris fermentinio
tirpalo. Optimalios reakcijai substrato ir fermento koncentracijos nustatomos

ooy
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vykdoma 35 °C arba 45 °C temperatiroje priklausomai nuo analizuojamo
fermento. Prie§ inicijuojant reakcija, buferinio tirpalo ir substrato misinys
inkubuojamas 10 min. 35/45 °C temperatirose, fermentinis tirpalas — 3 min.
Po inkubacijos buferinio tirpalo ir substrato miSinys sumaiSomi Su
fermentiniu tirpalu. Fermentiné reakcija vykdoma termostatuojamame
spektrofotometro kiuveciy laikiklyje (Perkin Elmer PTP-1+1 Peltier System,
PCB 1500 Water Peltier System) atitinkamoje temperatiiroje 5 min., 410 nm
bangos ilgyje matuojamas p-NP absorbcijos pokytis. Lipoliziniy fermenty
bendrieji aktyvumai apskai¢iuojami pagal formule:
AAbsSXVpy,

= kur
exd XVf XAt

AADS = AbSeksperimentinis - AbSpradinis;

Vm — bendras reakcijos miSinio taris, mL;

& — p-NP molinés ateniuacijos koeficientas Absaio, 1,477 mM™* mm?;
d — kiuvetés storis, 10 mm;

Vi fermentinio tirpalo tris reakcijos misinyje, mL;

At — reakcijos laikas, min.

Lipoliziniy fermenty aktyvumo vienetas (U) — fermento kiekis, kuris
iSlaisvina 1 pmol p-NP per 1 min., grieztai nustatytomis tyrimo sglygomis.
Savitasis lipolizinis aktyvumas iSreiSkiamas aktyvumo vienetais 1 mg
baltymo (U/mg).

2.10 Atrinkty kultiiry lipolizinius fermentus koduojanéiy geny
pirminé analizé ir pagausinimas, naudojant PGR

Lipoliziniy fermenty geny paieskai ir analizei naudojami NCBI
duomeny bazéje prieinami B. stratosphericus (identifikuota kaip tiriamajam
Bacillus sp. L1 artimiausia bakterijy raSis) genomai ir Siame darbe
sekvenuotas ir anotuotas S. saprophyticus AG1 genomas. Tiksliniy kamieny
genomuose nustatytus numanomus (angl., putative), necharakterizuotus
lipolizinius fermentus (lipazes ir esterazes) koduojantys genai analizuojami
naudojant DNASTAR LaserGene 7.1 programy paketa. Naudojant
interaktyvius SignalP-5 (cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ir Secretome-2.0
(cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) serverius, nustatomos tiksliniy fermenty
signalinés sekos, apsprendziancios jy sekrecija j uzlasteling terpe ir
jvertinamas sekrecijos mechanizmas, signaliniy peptidy seky ilgiai bei
kirpimo vietos. ProP 1.0 (cbs.dtu.dk/services/ProP/) jrankis naudojamas
propeptidy prognozavimui (Bendtsen ir kt., 2004, 2005; Petersen ir kt.,
2011).
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Bacillus sp. L1 genome koduojamy lipoliziniy fermenty geny
nustatymui ir pagausinimui taikant PGR metoda, pradmenys (2.3 lentelé)
kuriami remiantis rasty numanomy lipaziy ir esteraziy geny homologisky
seky konservatyviais regionais. Gausinimui naudojama Taq polimerazé ir
PGR salygos pateiktos 2.8.1 poskyryje. Optimalios pradmeny prilydymo
temperatiiros ir jy koncentracijos parenkamos empiriskai.

Staphylococcus sp. AG1 lipoliziniy fermenty geny pagausinimui
pradmenys kuriami remiantis po sekoskaitos anotuotame genome
nustatytomis numanomy lipaziy ir esteraziy geny sekomis (2.3 lentelé). PGR
naudojama auksto tikslumo Phusion polimerazé. Vieng 50 uL. PGR reakcijos
mi$inj sudaro 1X Phusion HF buferinio tirpalo (5X), 2 mM dNTP (po 0,2
mM kiekvieno), 1,5 mM MgCl,, tiesioginis ir atvirkstinis pradmenys (po 0.5
UM kiekvieno), 10 U Phusion polimerazés (0,02 U/uL) ir matriciné DNR (1
ng/pl). MiSinys papildomas iki 50 pL atitinkamu vandens turiu. PGR
salygos: 1. pradiné denatiiracija 98 °C (30 sek.), 2. denatiiracija 98 °C (10
sek.), 3. pradmeny prilydymo temperatira parenkama empiriskai
atsizvelgiant j jy lydymosi temperataras (Tm) (10 sek.) 4. polimerizacija 72
°C (30 sek./kb), 5. galutiné polimerizacija 72 °C (7 min.), 2-4 Zingsniai
kartojami po 29 kartus. Geny pagausinimas patvirtinamas atlieckant DNR
elektroforeze agarozés gelyje (2.7).

2.11 Bacillus sp. L1 ir S. saprophyticus AGL1 lipolizinius
fermentus koduojanciy geny heterologinés raiskos sistemos
kiirimas

Bacillus sp. L1. Taq polimerazés pagausintas tikslinj lipolizinj fermentg
koduojantis genas su Ndel/Xhol restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo
taikiniais ir dA nuosvyromis klonuojamas j pTZ57R/T plazmidinj vektoriy,
taikant TA klonavimo strategija pagal InsTAclone PCR Cloning Kit
gamintojo protokola. Rekombinantinémis pTZ57R/T transformuojamos E.
coli DH5a lgstelés jas elektroporuojant (1800 mV, 5 ms). Teigiami E. coli
DH5a transformantai atrenkami naudojant balty / mélyny kolonijy atrankos
sistemg LB terpéje su 100 pg/mL Amp, emulguotu tributirinu (1 %), IPTG
(200 pg/mL) ir X-gal (20 pg/mL). Norint patvirtinti geny jsijungimg j
atitinkama pTZ57R/T vektoriaus MKR vieta, transformanty kolonijos
analizuojamos taikant kolonijy PGR su M13/pUC (-20) ir M13/pUC (-26)
pradmenimis (2.3 lentel¢) pagal InsTAclone PCR Cloning Kit gamintojo
protokola, naudojant i§ ankto paruosta PCR Master Mix (2X) PGR miS$inj su
Tag polimeraze. Po kolonijy PGR atrinkti teigiami E. coli DH5a
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transformantai uzséjami j LB terpes su 100 ug/mL Amp (auginama 37 °C
temperatiroje, 180 aps/min, 12 val.). IS uzaugusiy lasteliy iSskiriama
plazmidiné DNR naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit, atliekama
restrikciné analizé (veikiama Ndel/Xhol REazémis, norint patvirtinti
reikiamo dydzio inserto jsiterpimg ] atitinkama pTZ57R/T MKR vietg).
Klonuojamo lipolizinio geno insertas patvirtinamas atliekat sekoskaita.

Toliau atlickamas geny-inserty perkélimas i§ pTZ57R/T | pET-26b(+)
raiSkos vektoriy, siekiant sukurti sistemg padidintai tikslinio fermento
sintezei. Atliekama pTZ57R/T konstrukty ir pET-26b(+) dviguba restrikcija
naudojant Ndel bei Xhol REazes ir toliau iskirpto geno fragmento ir paveikto
REazémis pET-26b(+) preparatyviné DNR elektroforezé, fragmentai valomi
i§ gelio pagal GenelJet Gel Extraction Kit gamintojo protokola ir liguojami
naudojant T4 DNR ligaze. Sukurti konstruotai perkeliami j E. coli DH5a
lasteles transformuojant. Kolonijos analizuojamos taikant kolonijy PGR su
T7P ir T7R pradmenimis (2.3 lentelé). IS teigiamy atrinkty E. coli DH5a
transformanty skiriama plazmidiné DNR (2.6 poskyris). Véliau atlickama
rekombinantiniy plazmidziy restrikciné analizé (veikiama Ndel/Xhol
REazémis). Geny seky tikslumas patvirtinamas taikant sekoskaitg,
konstruktas perkeliamas j padidintai tiksliniy baltymy sintezei skirta E. coli
BL21 (DE3) kamiena.

S. saprophyticus AGL. Lipolizinius fermentus koduojanéiy geny
klonavimui  naudojama klasikiné molekulinio klonavimo technika.
Atliekama lipolizinius fermentus koduojanéiy amplifikuoty geny fragmenty
ir pET-26b(+) vektoriaus dviguba restrikcija su Ndel ir Xhol REazémis.
Restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietos j tikslinius genus jvedamos
PGR metu. Po dvigubos restrikcijos vykdoma gauty fragmenty preparatyviné
DNR elektroforeze, fragmentai gryninami i§ gelio ir liguojami naudojant T4
DNR ligaze. E. coli DHSo kamienai transformuojami gautais konstruktais
elektroporuojant lasteles. Norint patvirtinti geny inserty jsijungima j pET-
26b(+) vektoriaus MKR, transformanty kolonijos analizuojamos taikant
kolonijy PGR su T7P ir T7R pradmenimis (2.3 lentelé). Tolimesni
klonavimo etapai yra tokie pat kaip ir Bacillus sp. L1 lipolizinio fermento
atveju (nurodyta anksCiau Siame poskyryje).

LipBST ir EStAGl ar. seky daugybiniam palyginiui naudojamos
artimiausios homologinés sekos, rastos atliekant BLASTp NCBI, Baltymy
duomeny banko (angl., Protein Data Bank, PDB), Uniprot/SwissProt
duomeny bazése. Daugybinis seky sugretinimas vykdomas pasitelkiant
Clustal W algoritma (MEGA 7 programoje ir kituose interaktyviuose
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internetiniuose serveriuose). Sugretinty seky panaSumai ir galimos
formuojamos antrinés struktiiros atkuriamos naudojant ESPript3.0 (Easy
Sequencing in PostScript) (espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

2.12 Lipoliziniy fermenty raiska ir jos optimizavimas

Siekiant gauti optimalig padidintg baltymy sintez¢, rekombinantiniais
raiSkos vektoriais, SuU jterptais tiksliniy lipoliziniy fermenty genais,
transformuojami skirtingi raiskos kamienai (E. coli BL21 (DE3), C41 (DE3),
Rosetta (DE3)) juos elektroporuojant. Transformantai i§séjami ant LB su 50
ug/mL Kan (auginant E. coli Rosetta (DE3), | terpe papildomai jdedama 30
ug/mL Cam), uzauge klonai tikrinami atliekant kolonijy PGR. Teigiamy E.
coli transformanty kolonijos uzséjamos j skystas LB terpes su atitinkamais
antibiotikais ir auginamos 37 °C, 12 val. I§ uzaugusiy atitinkamy bakterijy
suspensijy paimama po 500 pL lgsteliy ir jneSama j dvi kolbas su 50 mL LB
terpés su atitinkamais antibiotikais. Auginama 37 °C temperatiiroje aeruojant
(200 aps/min). Bakterijoms pasiekus OTe0=0,6, tiksliniy geny raiska
indukuojama jneSant 100 mM IPTG kiekj, atitinkantj jo galuting 1 mM
koncentracija  terpéje.  Kontrolei naudojamos  nepaveiktos IPTG
transformanty kultros. Indukcijos metu i§ abiejy kolby paimama po 1 mL
lgsteliy suspensijos méginiy. Po indukcijos nuo 1 iki 7 val. imami tiek IPTG
paveikty, tiek kontroliniy Igsteliy méginiai taip, kad lasteliy kiekis indukcijos
momentu ir tiriamu po indukcijos laiko momentu sutapty. Surinktos lastelés
yra centrifuguojamos 1 min., 9000 x g, 4 °C, nuosédos resuspenduojamos 50
uL 4x baltymy uzneSimo tirpalo (40 % glicerolio, 240 mM Tris-HCI, 8 %
NDS, 0,04 % bromfenolio mélynojo). Indukuoty ir neindukuoty lasteliy
bendri baltymy profiliai yra analizuojami atliekant NDS-PAGE (2.13
poskyris).

Nustacius tinkamiausig raiSkai kamieng, tiksliniy baltymy sinteze
rekombinantinése bakterijose toliau optimizuojama, kei¢iant indukuojamy ir
kontroliniy transformanty augimo terpes (LB/M9), indukuojamy bakterijy
OTeoo (0,4, 0,6 ir 0,8), induktoriaus galuting koncentracija terpéje (0,1 mM,
0,4 mM ir 1 mM) bei augimo temperatiirg (37 °C, 27 °C, 17 °C).

2.13 Baltymy NDS-PAGE ir zimografiné analizé

Tiksliniai baltymai iSskirstomi ir analizuojami atliekant glicining
NDS-PAGE su 5 % koncentruojanéiu ir 12 % skirstomuoju geliais. Jie ir
buferiniy tirpaly sistema ruoSiami pagal klasikinj Laemmli metoda
(Laemmli, 1970). Po elektroforezés, norint atlikti zimografinj tyrima, viena
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gelio dalis plaunama distiliuotu vandeniu ir dazoma Page Blue dazais pagal
gamintojo protokola, o kita gelio dalis naudojama zimografiniam tyrimui.
Zimografijai naudojama NDS-PAGE gelio dalis plaunama renatiiracijos
buferiniu tirpalu (50 mM Britono-Robinsono buferinis tirpalas su 1%
detergento Triton X-100, pH 8), 3 kartus po 15 min. ir 3 kartus po 10 min.
50 mM Britono-Robinsono buferiniu tirpalu (pH 8) be Triton X-100. Taip
apdorotas gelis perkeliamas j sterilig Petri 1ékstele ir uZzpilamas 50 mM
Britono-Robinsono buferiu su agaru ir 1 % emulguoto tributirino. Terpei
sustingus, 1ékstelés perkeliamos j 35-37 °C termostatg ir inkubuojamos nuo
12 iki 24 val. Atsiradus skaidrioms zonoms terpéje su tributirinu (tai
lipidinio substrato tributirino, esancio uzpiltoje terpéje, skaidymo padarinys)
Page Blue dazytas NDS-PAGE gelis ir zimograma perdengiami, nustatoma
preliminari tiriamojo lipolizinio fermento molekuliné masé.

2.14 Lipoliziniy fermenty i§sidéstymo rekombinantinése
lastelése nustatymas

Indukuotos ir neindukuotos (kontrolinés) bakterijy lgsteliy suspensijos
surenkamos nustatyta didZiausio rekombinantiniy lipoliziniy fermenty
sintezés valandg jas centrifuguojant 10 min., 9000 x g, 4 °C. Supernatantas
nupilamas, o nuosédos suspenduojamos 25 mM Tris-HCI (pH 7,5)
buferiniame tirpale santykiu 1:4 (Igstelés:buferinis tirpalas). Suspenduotos
lastelés ardomos ultragarsu 15 min. nustacius 5 sek. ardymo, 15 sek.
Saldymo programa (Sonics VibraCell). Norint atskirti citoplazming tirpig ir
netirpig frakcijas, rekombinantiniy lasteliy lizatas centrifuguojamas 10 min.,
12000 x g, 4 °C. Tirpi frakcija perkeliama ] kita mégintuvélj, o netirpi
tirpinama 6 M karbamido turin¢iame tirpale. Norint istirti uzlgstelinés terpés
baltymy profili, supernatantas yra koncentruojamas | atitinkamag
supernatanto kiekj jpilant 1 % trichloracto ragsties (TCA), gerai iSmaiSoma
ir inkubuojama 15 min. ant ledo. Po inkubacijos misinys centrifuguojamas
10 min., 14000 x g, 4 °C. Supernatantas nupilamas, o nuosédos du kartus
plaunamos acetonu (naudojamas taris lygus 1 % nuo supernatanto tirio) ir
centrifuguojamos 5 min., 14000 x g, 4 °C. Acetonas nupilamas, o nuosédos
60 min. dziovinamos. Gauti baltymy méginiai tirpinami 50 pL 4% NDS-
PAGE baltymy uzneSimo buferyje. Tikslinio baltymo lokalizacija
skirtingose frakcijose analizuojama NDS-PAGE (2.13).
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2.15 Fermenty gryninimas

Siame darbe i§samiau tirti ir charakterizuoti Bacillus sp. L1 ir S.
saprophyticus AG1 lipoliziniai fermentai LipBST ir EstAG1, atitinkamai.
Remiantis jy skirtingais heterologinés raiskos ypatumais, buvo pasitelktos
skirtingos jy gryninimo strategijos, kuriy iSsamus apraSymas pateiktas
tolimesniuose §i0 skyrelio poskyriuose. LipBST sekretuojamas lipolizinis
fermentas buvo gryninamas taikant iSsodinimg amonio sulfatu bei
imobilizuoty metaly jony (Ni**) giminingumo chromatografija (toliau
IMAC) nedenatiiruojan¢iomis sglygomis. Netirpius kiinelius formuojantis
EstAGL1 lipolizinis fermentas grynintas taikant IMAC denatiiruojan¢iomis
saglygomis ir gelfiltracijg. Pastarieji metodai taip pat naudoti norint parinkti
optimalias salygas denatiiruoto, netirpius kiinelius formuojanc¢io baltymo
renatliracijai kolonélgje. Svarby EstAGI renattiracijai ir gryninimui zingsnj
sudaré po chromatografijy atlikta fermentinio tirpalo dializé (2.15.6).

2.15.1 Baltymy iSsodinimas

LipBST i§ kultirinio skysc¢io atskirto nuo lgsteliy i§sodinamas norint
sukoncentruoti fermentg ir dalinai atskirti nuo kity rekombinantinés kulttros
sekretomo baltymy. Siam tikslui, IPTG indukuotos rekombinantinés E. coli,
turinios pET-26b(+) su LipBST insertu (pET-26b(+)_lipBST), auginamos
LB terpéje su 50 pg/mL Kan iki augimo valandos, kai nustatytas didZiausias
sintetinamo  lipolizinio fermento  kiekis. Uzaugus lasteléms  jos
centrifuguojamos 9000 x g, 10 min., 4 °C. EmpiriSkai nustatoma, koks
amonio sulfato jsotinimo laipsnis reikalingas tiriamyjy baltymy i$sodinimui
i§ kultiirinio skys¢io. I$séde baltymai centrifuguojami 14000 x g, 20 min., 4
°C. Gautos baltymy nuosédos suspenduojamos 25 mM natrio fosfatiniame
buferyje (NaPi) (pH 7,3) ir dializuojamos 25 mM NaPi kaip apraSyta 2.15.6.
Dializuoti baltymai analizuojami NDS-PAGE (2.13 poskyris). Norint atlikti
tolimesnj gryninima, dializuotos nuosédos koncentruojamos PEG 4000 ir
suspenduojamos  nedenatiiruojan¢iomis  salygomis atliekamo IMAC
uzneS$imo buferiniame tirpale (sudétis pateikta 2.15.2 poskyryje). Lipolizinis
aktyvumas matuojamas naudojant p-NPC kaip aprasyta 2.9 poskyryje.

2.15.2 Giminingumo chromatografija nedenatiiruojan¢iomis
salygomis

Naudojant IMAC nedenattiruojanciomis salygomis buvo gyninamas
tirpus uzlastelinis LipBST lipolizinis fermentas. UzneSimo buferiniame

65



tirpale (50 mM NaH:POs, 300 mM NaCl ir 2 mM imidazolo, pH 8)
iStirpintas méginys uzneSamas ant IMAC derva (Profinity IMAC Resins,
Bio-Rad) pakrautos kolonélés. Surenkama frakcija, kurig sudaro neprisiri§e
prie Ni** jony baltymai. Norint atplauti netikslinius, prie dervos
prisijungusius baltymus, pro kolonéle praleidziami 5 tiriai praplovimo
buferinio tirpalo (50 mM NaH;PQOs, 300 mM NaCl ir 20 mM imidazolo, pH
8), surenkamos plovimo frakcijos. Tikslinio baltymo eliucija nuo Ni** jonais
jkrautos dervos vykdoma be gradiento, praleidziant 5-is kolonélés tirius
eliucijos buferinio tirpalo (50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl ir 250 mM
imidazolo, pH 8). Baltymy koncentracija frakcijose nustatoma, matuojant
sugerties pokyti UVzg. Baltymy grynumas analizuojamas NDS-PAGE,
atliekama zimografiné analizé (2.13 poskyris). Pries$ atlickant NDS-PAGE ir
zimogramg, méginiai yra dializuojami (2.15.6 poskyris). Baltymy
koncentracija nustatoma Bradfordo metodu naudojant 5x komercinj
Bradfordo reagentg (ROTH). Naudojant skirtingas jaucio serumo albumino
(JSA) (angl., bovine serum albumine, BSA) koncentracijas, sudaroma
standartiné kalibraciné kreivé (Bradford, 1976). Lipolizinis aktyvumas
matuojamas naudojant p-NPC kaip aprasyta 2.9 poskyryje.

2.15.3 Giminingumo chromatografija denatiiruojan¢iomis
saglygomis

Rekombinantiniy lasteliy citoplazmoje netirpius kiinelius sudarantis
EstAGL1 lipolizinis fermentas gryninamas taikant IMAC denatiiruojan¢iomis
salygomis. Netirpi rekombinantiniy E. coli lgsteliy citoplazmos frakcija
tirpinama karbamido pagrindu paruostame IMAC uzneSimo buferiniame
tirpale (50 mM NaH.PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazolo, 8 M
karbamido, pH 8). IMAC atlickama naudojant automatizuotg
chromatografing sistemg (BioLogic DuoFlow, Bio-Rad) ir komercines i$
anksto IMAC derva pripildytas 1 mL kolonéles. IStirpinti baltymai uzneSami
ant uzneS§imo buferiniu tirpalu ekvilibruotos kolonélés ir plaunami 5-iais
kolonélés tiiriais uzneSimo buferinio tirpalo, surenkama neprisijungusiy
baltymy frakcija. Netiksliniai prie Ni** jonais pakrautos dervos prisijunge
baltymai atplaunami pro kolonéle praleidziant 5-is kolonélés tiirius plovimo
buferinio tirpalo (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazolo, 6 M
karbamido, pH 8). Tikslinio EstAGL1 lipolizinio fermento eliucija vykdoma
be gradiento: pro kolonéle leidZiami 5-i kolonélés tariai eliucijos buferinio
tirpalo (50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazolo, 6 M
karbamido, pH 8). Frakcijy sugerties UVa2g pokyciai fiksuojami UV
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detektoriumi. Norint nustatyti tiksliniy baltymy grynumg ir preliminarig
iSeiga, frakcijos analizuojamos taikant NDS-PAGE (2.13), Baltymy
koncentracija matuojama Bradfordo metodu, kiekybinis aktyvumas
jvertinamas spektrofotometriskai taikant metodika, aprasyta 2.9 poskyryje.

2.15.4 Gelfiltracija

Norint atskirti EstAG1 tikslinj baltyma nuo IMAC eliucijos
buferiniame tirpale esan¢iy karbamido, NaCl ir imidazolo likuéiy, atlickama
méginio gelfiltracija naudojant Sephadex™ G-25, (GE Healthcare, JK) gelj.
Ant 20 mL kolonélés uzneSamas ne didesnis nei 25 % nuo kolonélés tario
méginio taris. Méginiui difundavus j gelj, baltymai eliuuojami 25 mM Tris-
HCI, 100 mM NaCl (pH 7,5) buferiniu tirpalu. Surinktos eliucijos frakcijos
analizuojamos matuojant sugerties pokyéius UV2g. Didelés koncentracijos
surinkty frakeijy grynumas jvertinamas atliekant NDS-PAGE (2.13).
Lipolizinis aktyvumas matuojamas naudojant p-NPC substratg, kaip apraSyta
2.9 poskyryje. Frakcijos apjungiamos ir dializuojamos (2.15.6 poskyris).

2.15.5 Giminingumo chromatografija denatiiruojané¢iomis
sglygomis baltymy renatiracijai

Ant i§ anksto uzne$imo buferiniu tirpalu praplautos kolonélés
uzneSamas EstAGl ir kity baltymy i§ netirpios citoplazminés frakcijos
miSinys (iStirpintas karbamido turin¢iame uzneS§imo buferiniame tirpale).
Kolonélé plaunama 5% Kkolonélés tdriais uZzneSimo buferinio tirpalo,
surenkama neprisijungusiy priec IMAC dervos baltymy frakcija (2.15.3
poskyris). Toliau, norint ne tik gryninti, bet ir renataruoti tikslinius
lipolizinius fermentus, pirma, taikomas linijinis gradientas (60 min., 0,5
mL/min.) maZzinant karbamido koncentracija plovimo buferiniame tirpale.
Kolon¢le pradedamas leisti uznesimo buferinis tirpalas, turintis 100 % (8 M)
renatiruoti tikslinj baltyma, baigiamas renatiiracijos buferiniu tirpalu (50
mM NaH:POs, 300 mM NaCl, 1 mM B-merkaptoetanolio, 2 mM imidazolo,
pH 8) be karbamido (0 M). Toliau taikomas linijinis gradientas denattiracijos
buferiniame tirpale didinant imidazolo koncentracija: nuo 20 mM iki 300
mM. Gautos frakcijos analizuojamos, matuojant sugerties pokycius UV2go,
NDS-PAGE (2.13). Gryno fermento eliucijos frakcijos apjungiamos,
gelfiltruojamos (2.15.4) ir dializuojamos (2.16.6). Lipolizinis aktyvumas
matuojamas naudojant p-NPC substrata kaip aprasyta 2.9 poskyryje.
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2.15.6 Baltymy dialize

Dializés maiSelis (ZelluTrans 3,5 MWCO, ROTH) drékinamas
distiliuotame vandenyje 15 min., pripildomas gryninamo baltyminio tirpalo,
uzspaudziamas ir merkiamas j IMAC suri§imo buferinj tirpala (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazolo, pH 8), natrio fosfatinj (50 mM,
pH 7,2) arba Tris-HCI (50 mM, pH 7,5), norint atlikti buferiniy tirpaly
mainus po IMAC. Dializuojamojo pavyzdzio ir buferinio tirpalo santykis —
1:50. Dializé vykdoma maziausiai 24 val., 4 °C temperatiiroje, maiSant ir
bent 3 kartus keiciant buferinj tirpalg. Méginiai po dializés koncentruojami
naudojant PEG 4000.

2.16 LipBST ir EstAG1 biocheminis charakterizavimas

Atliekant LipBST ir EStAG lipoliziniy fermenty biocheminj
chakterizavima, kiekviename etape matuojamas lipolizinis aktyvumas kaip
apraSyta 2.9 poskyryje. Nepaveikto fermento santykinis aktyvumas
prilygintas 100 %.

2.16.1 Optimaliy fermenty aktyvumui temperatiiros ir pH
nustatymas taikant PAM

Pavir§iaus atsako metodologija, PAM (angl. response surface
methodology, RSM) — tai statistiniy ir matematiniy metody rinkinys, skirtas
eksperimento planavimui, modelio sudarymui bei proceso optimizacijai.
Kiekvieng reakcijg ar procesg galima atlikti skirtingomis salygomis, nuo
kuriy priklauso reakcijos iSeiga ar proceso efektyvumas. Tikslas — naudojant
PAM optimizuoti procesa, t.y., surasti tokias nepriklausomy kintamyjy
(pavyzdziui, temperatiira, substrato ir/ar fermento koncentracija, laikas ir
pan.) vertes, kad proceso rezultatas biity geriausias. Iprastu optimizacijos
atveju, vienu metu kei¢iamas tik vienas Kintamasis, o kiti palaikomi pastoviis
ir vertinama to kintamojo jtaka procesui. Sis metodas reikalauja daugybés
skirtingy eksperimenty, ypa¢ tada, jeigu procesas priklauso nuo daugiau
negu dviejy skirtingy kintamyjy. Taip pat sunku aprasyti veiksniy tarpusavio
sgveika. Naudojant PAM suplanuojami eksperimentai, kuriuose kei¢iami visi
proceso veiksniai, tokiu budu nustatoma ne tik paviené, bet ir bendra
kintamyjy jtaka atsakui, sudaromas matematinis modelis (Sinkiniené ir kt.,
2011).

Siekiant nustatyti bendra reakcijos temperatiiros ir pH poveikj LipBST
bei EStAGl lipoliziniams aktyvumams, taikomas PAM centrinis
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kompozicinis planas (angl., central composite design, CCD).
Eksperimentinis planas ir duomenys analizuojami naudojant DesignExpert
12 (Stat-Ease) programing jrangg. Norint nustatyti optimalias fermenty
veikimui salygas skirtingose temperattrose ir pH, atliekamos dispersijos
(variacijos) (angl., analysis of variance, ANOVA), regresijos analizés ir
modeliuojamas trimatis atsako pavirSiaus plotas. Tokiu biadu, PAM
metodologija leidZia grei¢iau nustatyti optimalias fermenty veikimui
temperatiros ir pH reikSmes. PAM tyrimui pasirinktos kintamyjy 5 °C
(EStAG1 — 15°C) — 65 °C temperatiros ir 3-12 pH reik§més.

2.16.2 Substratinio savitumo nustatymas

Lipaziy savitumas substratui nustatomas optimaliomis fermento
veikimui temperatiros ir pH salygomis, naudojant p-NPA (C2.) p-NPB
(Cs0), p-NPC (Cgo), p-NPD (Ci00), p-NPL (Ci2:0), p-NPM (Cis:0), p-NPP
(Ci6:0) ir p-NPS (Cigo) substratinius tirpalus. Trumpa (p-NPA, p-NPB) ir
viduting anglies atomy grandine (p-NPC) turintys 10 mM substratiniai
tirpalai gaminami tirpinant jy atitinkamus kiekius 2-propanolyje. Kiti
vidutinio ilgio (p-NPD, p-NPL) ir ilgas anglies atomy grandines (p-NPM, p-
NPP, p-NPS) turintys substratai yra emulguojami: 17,6 mg p-NPD, 19,28
mg p-NPL, 20,97 mg p-NPM, 22,65 mg p-NPP, 24,33 mg p-NPS atskirai
istirpinami 6 mL 2-propanolio, 0 90 mL buferinio tirpalo (50 mM Britono-
Robinsono, pH 8) iStirpinama 100 mg gumiarabiko ir 207 mg natrio
dezoksicholato. ] 19 mL paruosto buferinio tirpalo su gumiarabiku ir natrio
dezoksicholatu, intensyviai maisant, sulasinamas 1 mL p-NPD/p-NPL/p-
NPM/p-NPP/p-NPS tirpalo (ruoSiamas substrato tirpalo taris priklauso nuo
méginiy kiekio, ta¢iau iSlaikomas 1:19 substrato ir buferio santykis). Taip
paruo$ta substrato emulsija tinkama naudoti ~2 val. Lipolizinis aktyvumas
nustatomas kaip aprasSyta 2.9 poskyryje.

2.16.3 Termostabilumo nustatymas

Fermenty termostabilumas analizuojamas nustatant liekamaji
lipolizinj aktyvuma optimaliomis temperatiiros ir pH salygomis po fermenty
inkubavimo be substrato. Fermentai inkubuojami nuo 60 iki 240 min., 25,
35, 45, 55 ir 65 °C temperattrose LipBST atveju ir 25, 30, 35, 40, 45, 50 °C
temperattirose, analizuojant EStAG1 fermento termostabiluma.
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2.16.4 Fermenty kinetiniy konstanty nustatymas

Pagrindiniai LipBST Kkinetiniai parametrai nustatomi naudojant 40
mM pradinés koncentracijos p-NPB, p-NPC ir p-NPD substratinius tirpalus.
EStAG1l Kkinetiniai parametrai matuojami naudojant skirtingas p-NPC
substrato koncentracijas. Michaelis-Menten konstanta (Kwm) ir maksimalus
reakcijos greitis (Vmax) analizuojami, remiantis Michaelis-Menten lygtimi
taikant Lineweaver-Burk linearizavimo metodg (Lineweave ir Burk, 1934),
naudojant GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc., USA) programg. Fermenty
apsuky skai¢ius (Kkax - kataliziné konstanta) ir Kinetinis efektyvumas
(kka/Km) apskaiciuojami pagal formules Vmax / [Eo] ir kea/Kwm, atitinkamai.
[Eq] — bendra fermento koncentracija reakcijos misinyje. Reakcijos salygos:
LipBST: 35 °C, 50 mM Briton-Robinson buferinis tirpalas, pH 9; EstAG1:
45 °C, 50 mM Briton-Robinson buferinis tirpalas, pH 8. Lipolizinis
aktyvumas matuojamas kaip aprasyta 2.9 poskyryje.

2.16.5 Metaly jony, detergenty, organiniy tirpikliy ir kity
junginiy jtakos fermentiniam aktyvumui nustatymas

Jvairiy metaly jony (K*, Li*, Ca®*, Mg®*, Co®", Mn*, Ba*, Cd*, Ni**
Fe**; 5 mM), slopikliy (EDTA, Pefabloc-SC, 5 mM), detergenty (Tween 40,
Tween 60, Tween 80, Triton X-100, NDS; 1 %, v/v), chaotropinés
medziagos karbamido (1 %, v/v), organiniy tirpikliy (2-propanolio, etanolio,
metanolio, acetono, n-heksano, DMSQO; 50 % v/v) poveikis LipBST
aktyvumui nustatomas inkubuojant fermentg su Siomis medziagomis 30 min.
35 °C temperatiiroje, pH 9. Liekamasis lipolizinis aktyvumas matuojamas
standartinémis reakcijos salygomis (35 °C, pH 9 naudojant p-NPB ir p-NPC
substratus). Nepaveikto LipBST santykinis aktyvumas prilygintas 100 %.

EstAG1 atveju, jvairiy cheminiy agenty poveikis buvo tiriamas j
standartinés fermentinés reakcijos (45 °C, pH 8, matuojama naudojant p-
NPC) mi$inj pridedant 1 mM ir 5 mM K*, Ca*, Mg*, Co?, Mn*, Ba?,
Cd?*, Ni?* Fe*, chelatoriaus EDTA; 0,02; 0,05: 0,1 ir 0,5 % Tween 20,
Tween 60, Tween 80, Triton X-100, NDS arba CTAB; 0,5; 1; 5, 10; 20%
etanolio, metanolio, dimetilsulfoksido (DMSO), dioksano, n-heksano, tert-
butanolio, acetono ir 2-propanolio. Jeigu po poveikio tam tikromis
medziagomis nustatomas fermento aktyvumo padidéjimas arba fermentas
nepraranda aktyvumo, tiriamas EstAG1 stabilumas, inkubuojant 30 min., 25
°C, pH 8 su 1 mM atitinkamy metaly jony, 1 % (v/v) detergenty, 50 % (V/v)
organiniy tirpikliy. Liekamasis EstAG1 lipolizinis aktyvumas matuojamas
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standartinémis reakcijos salygomis (45 °C, pH 8, naudojant p-NPC).
Nepaveikto EstAG1 santykinis aktyvumas prilygintas 100 %.

2.16.6 Fermenty regiosavitumo nustatymas

Tiriamyjy fermenty pozicinio savitumo (regiosavitumo) nustatymui
kaip substratai naudojami liny sémeny aliejus (LipBST regiosavitumo
jvertinimui) ir 1,3-dipalmitoil-2-oleoilglicerolis (EStAG1 regiosavitumo
jvertinimui). Reakcijos atliekamos vandeniniame reakcijos tirpale su
substratu ir fermentiniais tirpalais supilstytais santykiu nuo 1:1 iki 1:10,
atitinkamai. Reakcijos miSiniai inkubuojami maisant nuo 1 iki 24 val.
kambario temperatiiroje. Kontrolei, minétomis sglygomis liny sémeny aliejus
ir 1,3-dipalmitoil-2-oleoilglicerolis inkubuojami su zinomo regiosavitumo
komercine lipaze - Lipolase L100 (Novozymes, Danija), taip pat vykdoma
reakcija, kur riebalinis substratas néra veikiamas fermento. IS reakcijos
misinio, pasirenkant skirtingas inkubavimo val., renkami méginiai, kuriuose
reakcija stabdoma dietilo eteriu (santykiu 1:1). Iki chromatografinés analizés
méginiai patalpinami j -20 °C. Gauti produktai analizuojami pasitelkiant
plonasluoksne chromatografijg (2.19 poskyris).

2.16.7 LipBST gebos katalizuoti natiiraliy riebaliniy medziagy
hidrolize¢ jvertinimas

LipBST geba katalizuoti natraliy riebaliniy medziagy hidrolize
vertinama naudojant trioleing, rapsy, liny sémeny aliejus bei kiauliy taukus.
Hidrolizés miSinj sudaro 0,4 mL tiriamos riebalinés medziagos sumaiSytos
su skirtingais kiekiais LipBST (nuo 0,05 mg/mL iki 0,5 mg/mL). Paruosti
méginiai inkubuojami ~24 val. 35 °C temperatiiroje maiSant. Renkami
méginiai (po 50 pL) tirpinami dietilo eteryje santykiu 1:1. Norint nustatyti
hidrolizés produktus, méginiy organinio tirpiklio ir vandeninés fazés
analizuojamos taikant plonasluoksn¢ chromatografija (2.19 poskyris).

2.17 Lipoliziniy fermenty imobilizavimas ant oktilsefarozés ir
cukraus fabriko atlieky pirolizés produkto

ParuosSiama oktilsefarozés nesiklio suspensija: 2 g hidrofobiniy daleliy
praplaunami 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) buferio ir centrifuguojami 1 min.
4000 x g, 4 °C. Taip paruosta oktilsefarozé sumaisoma su 5-10 mL 0,1-0,5
mg/mL rekombinantinio LipBST istirpinto 50 mM Tris-HCI buferiniame
tirpale (pH 7,5) ir, Svelniai maisant, inkubuojama kambario temperatiiroje.
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LipBST imobilizacija ant oktilsefarozés patvirtinama preparato supernatante
matuojant lipolizinj aktyvuma (2.9 poskyris) ir baltymy koncentracija
Bradfordo metodu. Efektyvios imobilizacijos atveju pastaryjy rodikliy
reikSmés reik§mingai sumazéja. Taip paruoStas fermentinis preparatas
nucentrifuguojamas ir analizuojamas nustatant optimalias veikimui
temperatiiros ir pH salygas, jvertinamas termostabilumas ir jvairiy cheminiy
junginiy poveikis (2.16.5 poskyris). Preparatas taip pat naudojamas fermento
gebos katalizuoti peresterinimo reakcijas (rapsy aliejaus peresterinimg
metanoliu) (2.18 poskyris) jvertinimui.

LipBST ant cukraus fabriko atliecky pirolizés produkto (CFAPP)
imobilizuojamas analogiSkai apraSytai Sio fermento imobilizacijai ant
oktilsefarozés daleliy. Taip pat, LipBST gebos katalizuoti sintezés reakcijas
jvertinimui, fermento imobilizavimas ant CFAPP vykdomas taikant kita,
ankstesniuose darbuose sékmingg kataliz¢ organinéje terpéje uztikrinusia
imobilizavimo metodika (Gricajeva ir kt., 2018). Imobilizavimui 2 g nesiklio
sumaiSoma su -20 °C temperatiiroje atSaldytu acetonu. NeSiklio daleléms
homogeniskai pasiskirs¢ius, pridedama 5-10 mL 0,1-0,5 mg/mL
rekombinantinio LipBST ir inkubuojama 30 min. Nesiklio padengo LipBST
precipitatas dziovinamas 4 °C temperatiiroje.

2.18 TImobilizuoto LipBST rapsy aliejaus peresterinimas
metanoliu

Rapsy alicjaus peresterinimo metanoliu (biodyzelino gavimo)
jvertinimui paruoS$iamas reakcijos misinys, kuri sudaro: 0,4 mL rapsy
aliejaus, 0,2 mL metanolio, 5 mL n-heksano bei 1 g imobilizuoto
fermentinio preparato. Identiski reakcijy miSiniai be fermento bei pridedant
1 g oktilsefarozés arba atitinkama kiekj CFAPP sudaro reakcijy kontroles.
Fermentiné reakcija vykdoma 25 °C purtant 250 aps/min. Nuo reakcijos
pradzios iki 96 val. kas 2-10 val. i$ reakcijos miSiniy renkami méginiai po 50
ML. Reakcija méginiuose sustabdoma jpilant 50 pL dietilo eterio ir uzsaldant
-20 °C temperatiiroje. Meéginiai analizuojami taikant plonasluoksne
chromatografija.

2.19 Plonasluoksné chromatografija

Hidrolizés ir peresterinimo reakcijy produkty analizé atliekama
naudojant TLC Silica Gel G-25 UV-254 plonasluoksnés chromatografijos
stiklines 5x10 cm ir 10x10 cm ploksteles (0,25 mm silikagelio sluoksniu
dengtos stiklinés plokstelés) (MACHERY-NAGEL). Méginiai po 2-10 pl
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uzneSami ant plokstelés 8-10 mm atstumu vienas nuo kito, 10 mm atstumu
nuo krasty. Po méginiy uzneSimo plokstelés dziovinamos ir dedamos j
chromatografinj inda su judriaja plonasluoksnés chromatografijos faze, kuria
hidrolizés produkty iSskirstymui sudaro petrolio eterio, dietilo eterio bei
ledinés acto riigSties miSinys supilstytas santykiu 80:20:2 (v/V/v).
Peresterinimo produkty iSskirstymui naudojama tokia pati tirpikliy sistema
tik medziagos supilstomos santykiu 85:15:2 (v/v/v). Judriajai fazei pakilus
iki norimo auks¢io, plokstelé iSimama ir 5 min. dziovinama traukos spintoje.
Produkty detekcijai chromatogramos rySkinamos jodo garais prisotintose
kamerose (Kazlauskas ir kt., 2015).

2.20 LipBST ir EstAG1 erdviniy struktiiry modeliavimas

LipBST ir EStAG1 trimaciy struktiry modeliavimas atlieckamas
naudojant automatinius baltymy struktiros homologijos modeliavimo
bioinformatinius Ziniatinklio serverius tokius, kaip SWISS-MODEL
(swissmodel.expasy.org/) ir Iterative ASSEmbly Refinement (I-TASSER)
(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Tiksliniy baltymy modeliai
serveriuose kuriami, remiantis prieinamais LipBST ir EstAG1 artimiausiy
nustatytos struktiros homology $ablonais. LipBST modelio karimui naudoti
programy atrinkti 3D Sablonai: B. subtilis lipazé (PDB: LI6W), B. subtilis
lipazés A mutantas (PDB: 3QZU), Archeoglobus fulgidus ATCC 49558
lipazé (PDB: 2ZYR), B. subtilis lipazé A (PDB: 5CTA). EstAG1 modelio
kiirimui naudoti nustatytos trimatés struktiiros baltymy Sablonai: S. aureus
numanoma esterazé (PDB: 3D7R), bHJL homologas EstE7 i§
metagenominés bibliotekos (PDB: 3K6K), esterazés rPPE mutantas WI87H
(PDB: 40B7), hormonams jautri lipazé i§ metagenominés bibliotekos (PDB:
3DNM), E40 estezés mutantas S202W / 1203F (PDB: 5GMS), esterazé i$
bHSL Seimos (PDB: 4XVC), karboksilesterazé EST2 komplekse su
heksadekano sulfonatu (PBP: 1Q23) ir kitos. I-TASSER prognozuojami
modeliai atrenkami remiantis C ir TM prognozavimo (modeliavimo)
patikimumo balais. C-balas (angl., C-score) nurodo gauto modelio
patikimumg ir TM-balas (angl., TM-score) yra visuotinio struktirinio
pana$umo tarp gauty numanomy LipBST / EStAG1 struktiry ir jiems sukurti
naudoty baltymy Sablony). Modeliams vizualizuoti naudojama PyMOL
programa.
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2.21 Filogenetiné EstAG1 analizé

Taikant BLASTp algoritma, duomeny bazése atrenkamos didziausia
homologija su EstAG1 pasizymincios baltymy sekos: 104 i§ NCBI, 6 i$
UniProt/PDB. Remiantis tuo, kad ESTHER duomeny bazéje EstAG1 pagal
sekos homologija buvo priskirtas bHJL Seimai, | analiz¢ buvo jtrauktos
papildomos mokslinéje literatiiroje aprasomy baltymy a.r. sekos (prieigos
nr.: AB029896, SC07131, FN985096, BAB05967, AAW62260, AAZ67909,
4Q30.1, 3K6K.1, 3DNM.1, 4Q05.1, 4XVC.1). Galutinj duomeny rinkinj,
naudojamg EStAG1 filogenetinei analizei ir filogenetinio medzio
konstravimui, sudaré 122 sekos, i§ kuriy tik UniProt/PDB ir mokslingje
literatiiroje aprasyti homologai sudaré transkripto/baltymo lygyje nustatytus
ir apraSytus baltymus. Daugybiniai seky palyginiai medziy rekonstrukcijai
generuojami naudojant Clustal W (MEGA 7 programoje ir Kkituose
ziniatinklyje prieinamuose serveriuose). Evoliuciné EstAG1 padétis
nustatoma naudojant didZiausio panasumo, DP (angl., Maximum likelihood,
ML) metoda paremta Jones-Taylor-Thronton (JJT) modeliu. Filogenetinis
medis sudaromas naudojant MEGA 7.

2.22 EstAG1 katalizei svarbiy a.r. identifikavimas

Metodas pasitelktas norint nustatyti EstAG1 lipoliziniam aktyvumui
svarbias a.r. liekanas, issidéstancias aktyviajame centre: katalizinés triados ir
GDGTG konservatyviojo motyvo a.r. liekanas, bei siekiant patvirtinti, kad
netradicinéje vietoje iSsidéstantis Ser-179 sudaro vieng i§ kataliziniy a.r.
lickany ir yra itin svarbus katalizei. A.r. pakaity jvedimui kaip matrica
naudojamas pET-26b(+) estAGl rekombinantinis raiSkos konstruktas.
Tiksliniy a.r. (Glyl51Ser, Thr152Ala, Serl79Gly, Serl79Ala, Glu246Ala,
His276Ala) pakaitos jvedamos taikant taikiniui specifing mutageneze.
Rekombinantinés plazmidés pagausinimui naudojama Pfu DNR polimerazé
ir komplementaris mutageniniai oligonukleotidai (2.3 lentel¢). Genui
komplementaris mutageniniai pradmenys konstruojami SnapGene 1.1.3
programoje.

Mutacijos jvedamos atliekant visos pET-26b(+)_estAGl plazmidés
PGR (angl., whole plasmid PCR). PGR reakcijos miSinj sudaro 1x Pfu HF
buferinis tirpalas, 2 mM dNTP (po 0,5 mM kiekvieno), po 0,5 puM
tiesioginio ir atvirkStinio mutageniniy pradmeny, Pfu DNR polimerazé,
DNR matrica (0,5 ng/uL). Plazmidé amplifikuojama parinkus tokias PGR
salygas: 1. pradiné denatiiracija: 98 °C (30 sek), 2. denatiiracija: 98 °C (30
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sek.), 3. pradmeny prilydymas: 50-65 °C temperatira nustatoma
priklausomai nuo pradmeny Tm (10 sek.), 4. DNR elongacija: 72 °C (30
sek./kb), 5. galutiné elongacija: 72 °C, 7 min.). 2-4 PGR stadijos kartojamos
30 karty. Po PGR, pradiné metilinta DNR pasalinama paveikiant gautus
PGR produktus Dpnl REaze. PGR metu pagausintos linijinés formos
plazmidés veikiamos T4 DNR ligaze ir gausinamos E. coli DHSa (kaip
apraSyta auksciau). Nukleotidy pakaity (mutacijy) jvedimas patvirtinamas
atliekant rekombinantiniy plazmidziy sekoskaita. Heterologiné EStAG1
varianty raiSka vykdoma E. coli BL21 (DE3) lastelése (2.12 poskyris).
Fermentai i$skiriami i$ netirpios citoplazminés frakcijos ir gryninami bei
analizuojami kaip aprasyta 2.15.3, 2.15.4, 2.15.6 ir 2.13 poskyriuose.

2.23 Kokybiné estAG1 geno raiskos transkripcijos lygyje
analizé S. saprophyticus AG1

Siekiant kokybiSkai jvertinti S. saprophyticus AGl genome
koduojamo estAG1 raiska transkripcijos lygyje ir nustatyti, ar tikslinio
estAG1 geno transkripcija gali biiti indukuojama terpéje esanéiy riebaliniy
medZziagy, i§ tiriamyjy bakterijy biomasés tam tikrais augimo momentais
atitinkamose terpése buvo skiriama suminé RNR ir atlickama AT-PGR.

2.23.1 S. saprophyticus AG1 suminés RNR i§skyrimas

S. saprophyticus AG1 bakterijy suminés RNR iSskyrimui bakterijos
kultivuojamos skystose CASO / LB / mM9 (su ir be ultragarsu emulguoto 1
% tributirino) mitybinése terpése auginant 35 °C temperatiiroje, 180 aps/min.
Méginiai suminés RNR skyrimui renkami i§ skirtingy bakterijy augimo
faziy: ankstyvosios, viduriniosios, vélyvosios eksponentiniy faziy,
stacionariosios ir zuties faziy. Bakterijy biomasé renkama atliekant 2
nepriklausomus auginimus minétose terpése. Suminé RNR skiriama
naudojant komercinj Quick-RNA Fungal/Bacterial Kit rinkinj pagal
standartinj rekomenduojamg gamintojo protokolg. ISskirta suminé RNR
gryninama ir koncentruojama naudojant RNA Clean and Concentrator-25
rinkinj. Suminés RNR méginiai analizuojami atliekant elektroforeze
agarozés gelyje kaip apraSyta 2.7 poskyryje. Pries atlieckant AT-PGR, pilnam
galimy DNR priemai$y eliminavimui, suminés RNR méginiai veikiami
DNaze. Méginiy Svarumas po poveikio DNaze tikrinamas atliekant 16S
rDNR PGR (kaip aprasyta 2.8.1 poskyryje) naudojant isskirtos suminés RNR
meginius kaip matrica.
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2.23.2 Atvirkstinés transkripcijos PGR (AT-PGR)

Atvirkstinei transkripcijai naudojami i§ bakterijy biomasés méginiy
isskirti suminés RNR preparatai. AT-PGR naudojamas Verso One-Step RT-
PCR Kit remiantis gamintojo protokolu. AT-PGR reakcijai atlikti naudojami
S. saprophyticus AG1 estAG1 specifiniai pradmenys. RT-PGR (Touchdown)
salygos:

- kDNR sintezé (atvirkstiné transkripcija) — 50 °C, 15 min. (1 ciklas);

- Verso AT inaktyvacija — 95 °C, 15 min. (1 ciklas);

- denatiiracija — 95 °C, 20 sek. (40 cikly);

- pradmeny prilydymas — temperatiira priklauso nuo pradmeny Tw, 30
sek. (40 cikly, +0,2 °C/ciklui);

- grandinés ilginimas — 72 °C, 1 min. (40 cikly);

- galutinis grandinés ilginimas — 72 °C, 5 min. (1 ciklas).

AT-PGR produktai analizuojami atliekant elektroforeze agarozés gelyje kaip
apraSyta 2.7 poskyryje.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Lipolizinius fermentus produkuojanéiy mikroorganizmy
paieska ir identifikavimas

Darbo pradzioje atlikta bakterijy, iSskirty i riebalinémis medziagomis
ir nafta uztersty dirvozemio méginiy bei riebalinio maisto, kokybiné atranka
naudojant terpes, praturtintas riebaliniais substratais - alyvuogiy aliejumi
arba tributirinu. Aktyviausios kultiros atrinktos remiantis aplink jas
agarizuotose selektyviose terpése atsiradusiy lipolizés skaidriu (TBA terpéje)
arba fluorescencijos (RBA terpéje) zony dydziu (rezultatai nepateikti). IS
keletos nustatyty substratus skaidziusiy kultdry, tolimesnei analizei buvo
pasirinktos dvi: didziausiu tiksliniu aktyvumu pasizyméjusios, 35 °C
temperatiiroje augusios (mezofilinés) bakterijy kultiros, kurios siame darbe
pavadintos L1 ir AG1.

3.2 L1 kultaros identifikavimas: 16S rDNR ir lipoliziniy
fermenty genai

L1 kultaros 16S rRNR geno sekoskaita ir tolimesné dalinés sekos
analizé atliekant BLASTn (NCBI) parodé, kad kulttra priklauso Bacillus
genciai. Bacillus — svarbi bakterijy gentis, kurig sudaro heterogeniné
aerobiniy arba fakultatyviniy anaeroby, endosporas formuojanéiy, Gram-
teigiamy mikroorganizmy grupé (Liu ir kt., 2013). D¢l savo metabolinés
jvairovés ir efektyvaus spory plitimo, Bacillus yra kosmopolitiné. Siai dienai
Bacillus gentj sudaro 371 patvirtinta rasis (bacterio.net/bacillus.html).

Tolimesné tiriamosios lipolizinés L1 kultaros 16S rDNR sekos
filogenetiné analiz¢ atskleidé, kad lyginant su tipiniy Bacillus sp. kamieny
16S rDNR sekomis, L1 filogenetiskai artimiausia B. pumilus grupei
priklausan¢ioms B. stratosphericus, Bacillus altitudinis ir Bacillus
aerophilus rasims (3.1 pav.). Be pastaryjy rtsiy, B. pumilus grupei priklauso
B. pumilus ir Bacillus safensis. Sios grupés bakterijos, nepaisant jy
fenotipinés jvairovés, pasizymi dideliu genetiniu homologisSkumu. Daznai jy
atskyrimui, be 16S rDNR, pasitelkiama tam tikry namy ruoSos geny
filogenetiné analizé (Liu ir kt., 2013).
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80 | DQ993671.1 Bacillus axarquiensis LMG 22476
DQ993673.1 Bacillus malacitensis LMG 22477
75 (L AB021191.1 Bacillus mojavensis RO-H-1
AJ276351.1 Bacillus subtilis DSM10
HQ223107.1 Bacillus tequilensis 10b
AB021198.1 Bacillus vallismortis DV1-F-3
AY603658.1 Bacillus velezensis CR-502
EU194897.1 Bacillus methylotrophicus CBMB205
GQ281299.1 Bacillus siamensis PD-A10
AB021181.1 Bacillus atrophaeus ATCC 49337
AJ831843.1 Bacillus aerius 24K
100 AF302118.1 Bacillus sonorensis RRL B-23154
98 r AY876289.1 Bacillus pumilus strain ATCC 7061
AF234854.2 Bacillus safensis FO-036b
@ KP065495.1 Bacillus sp. L1
100 AJ831844.2 Bacillus aerophilus 28K
79 | AJ831842.1 Bacillus altitudinis 41KF2b
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus 41KF2a
AB245380.1 Bacillus panaciterrae Gsoil 1517
DQ374637.1 Bacillus acidiceler strain CBD 119
AF013121.1 Bacillus pseudomycoides CIP 105700
D16281.1 Bacillus thuringiensis IAM 12077
94 AB021192.1 Bacillus mycoides ATCC 6462
100 ' AB021199.1 Bacillus weihenstephanensis WSBC 10204
AB021182.1 Bacillus carboniphilus ATCC 700100
EF371374.1 Bacillus beijingensis ge10
D87035.1 Bacillus horti K13
X80725.1 Escherichia coli ATCC 11775T

3.1 pav. Filogenetinis medis, iliustruojantis Bacillus sp. L1 evoliucing padétj, remiantis
tipiniy genties kamieny dalinémis 16S rDNR sekomis. Salia medZio Saky nurodyti
filogenetiniy medziy atsikartojimy, kai taksonai, atlickant ,bootstrap” testa (1000
pakartojimy), susigrupuoja Salia sudarydami vieng klasterj, procentinés tikimybés. Medzio
Saky ilgio vienetai atitinka evoliucinio atstumo vienetus, naudotus filogenetinio medzio
sudarymui. Kodai parasyti prie§ kiekvieng tipinio kamieno rasies pavadinimg nurodo jy 16S
rDNR prieigos numerj GenBank. Filogenetinis medis redukuotas, atsizvelgiant j kai kuriy
tipiniy kamieny tolimg filogenetinj giminingumg su tiriamuoju kamienu (neiskraipant
Bacillus sp. L1 filogenijos).

Vykdant lipoliziniy fermenty paieska, pasitelkiant Bacillus sp. L1
gDNR kaip matricg, buvo pagausinti trys teorinius tiksliniy fermenty
dydzius atitinkantys PGR produktai, kuriems Siame darbe buvo suteikti
lipBST, lipBS ir lipBSI pavadinimai. Gauty produkty sekoskaita atskleidé,
kad jie koduoja numanomus (angl., putative) lipolizinius fermentus,
randamus B. stratosphericus LAMA 585 genome. LipBST, LipBS ir LipBSI
sekos buvo identiskos (100 % panasumas ir persidengimas) pagal
homologija anotuotoms triacilglicerolio lipazés, sekretuojamos (uzlastelinés)
lipazés acilhidrolazés ir 3 klasés lipazés (atitinkami GenBank prieigos nr.:
EMI12622.1, EMI11992.1, EMI114902.1) a.r. sekoms, atitinkamai.

Nors 16S rDNR sekoskaita ir filogenetiné analizé neleidzia tiksliai
identifikuoti atrasto lipolizinio L1 kamieno rasies, jo genome PGR metodu
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nustatytas ir sekoskaita patvirtintas lipolizinius fermentus koduojanéiy geny
rinkinys (lipBST, lipBS, lipBSl) budingas tik B. stratosphericus. Tik lipBST
homologisky seky randama ir kitose Bacillus sp. (B. pumilus ir B. altitudinis)
bakterijy genomuose. Tai leidZia daryti prielaida, kad Bacillus sp. L1 i§ jam
nustatyty (3.1 pav.) artimy raSiy, yra artimiausias B. stratosphericus.
Pazymétina, kad eksperimentiniy duomeny apie B. stratosphericus
lipolizinius genus / fermentus transkripcijos / transliacijos lygyje iki $iol néra
gauta ir jie néra aprasyti.

Bacillus sp. L1 16S rRNR daliné geno seka patalpinta GeneBank
(NCBI), sekos prieigos numeris KP065495.1.

3.3 Bacillus sp. L1 lipoliziniy fermenty seky analizé, lipBST
klonavimas, raiska ir gryninimas

Nustacéius, kad DNR fragmentai, kuriuos pavyko pagausinti nuo
Bacillus sp. L1 gDNR koduoja lipolizinius fermentus, tolimesnei analizei
buvo pasirinktas tik vienas - 215 a.r. lipazés/esterazés pirmtakas (22.89
kDa), kurj koduoja 648 bp, pradiniuose eksperimenty etapuose pavadintas
lipBST (3.1 lentelé) (geno sekos prieigos nr. GeneBank: KP331444.1).
Remiantis tuo, kad § ir kitus identifikuotus lipolizinius fermentus
numanomai sintetinanti Bacillus sp. L1 kultdra buvo iskirta i§ Zema
temperattira pasizymincios aplinkos bei analizuojant literatiros duomenis
apie panasaus dydzio lipazes/esterazes, kurias sintetina kiti Bacillus sp.
kamienai, buvo padaryta prielaida, kad lipBST gali koduoti SalCiui atsparia
lipaze (Eggert ir kt., 2003, Wi ir kt., 2014, Yadav ir kt., 2016). Kadangi
vienas i§ Sio darbo tiksly buvo iSskirti lipolizinj fermenta, kuris galéty
tarnauti auksty temperatiry nereikalaujanciuose, ekologiskai draugiS$kuose
procesuose, butent lipBST, buvo pasirinktas Kklonavimui, heterologinei
raiskai, funkcinio aktyvumo charakterizavimui, pramonei aktualios jvairiy
nattiraliy riebaly hidrolizés jvertinimui bei fermento imobilizavimui.

Atlikus bioinformating analize, nustatytos ir kity Bacillus sp. L1
genome koduojamy lipoliziniy fermenty tam tikros savybés (3.1 lentelé).
Atlikus LipBS BLASTp analiz¢ ESTHER duomeny bazéje nustatyta, kad tai
o/B/a- arba SGHN hidrolaziy antSeimiui priklausancios, didelés jvairiy
lipaziy ir esteraziy Seimos (II Seimos pagal Kovacic ir kt., 2019) atstovas
(Kovacic ir kt., 2019). Pazymétina, kad Sios Seimos fermenty tretiné
struktiira (o/p/a-klosté) i§ esmés skiriasi nuo o/B-hidrolazéms biidingos
struktiiros ir yra unikali ne tik lipoliziniy fermenty, bet ir visy Zinomy
hidrolaziy tarpe. Sios $eimos fermenty aktyvusis centras panasus j Ser-His-
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Asp(Glu) katalizine triada turin¢iy serino hidrolaziy aktyvyjj centra, taciau
gali neturéti rugstinés katalizinés a.r. (Wei ir kt., 1995).

Kitas Bacillus sp. L1 genome koduojamas numanomas lipolizinis
fermentas — LipBSI. Remiantis ESTHER ir NCBI duomeny bazéje atliktu
BLASTp, LipBSI, atitinkamai, priklauso ,,Lipase_3“ arba XI lipoliziniy
fermenty Seimai (Kovacic ir kt., 2019). Siai Seimai priklausantys fermentai
savo a.r. sekomis labai skiriasi nuo kity Zzinomy lipoliziniy fermenty. Siai
Seimai be bakteriniy lipoliziniy fermenty, tokiy kaip LipG (Lee ir kt., 2006)
priklauso ir ferulo esterazés — mikromicety ir kity mikroorganizmy
fermentai, gaminami ir naudojami augaly Iasteliy sieneliy ardymui,
hidrolizuojant fenolines grupes, atsakingas uz arabinoksilano skersinj
sujungimg su kitomis polimerinémis struktiromis. Taip pat Siai Seimai
priklauso Fusarium solani fosfolipazeé,
aktyvumu (Jallouli ir kt., 2015).

pasizyminti  galaktolipaziniu

3.1 lentelé. Bacillus sp. L1 genome nustatyti lipoliziniai fermentai.

Aptiktas produktas

lipBST lipBS lipBSlI

Savybés

Geno dydis, bp

648

816

1490

Pirmtako ilgis, a.r.

215

271

486

Signaliné seka

Sec sistemos ir SPI
signalinés peptidazés
atpazjstamas
signalinis peptidas,
kirpimo vieta tarp N-
galo Ala34 ir Ala35
a.r. pozicijy (AKA-

Sec sistemos ir SPII
signalinés peptidazés
atpazjstamas
lipoproteininis
signalinis peptidas,
Kirpimo vieta tarp
Ala36 ir Cys37 a.r.

Signalinio peptido
néra arba
nestandartinis

AA) pozicijy (LSA-CS)
Subrendusio 181 235 486 arba ?*
baltymo ilgis, a.r.
Numanoma 22,89 /19,16 30,72 /26,53 53,96 /?
pirmtaky ir
subrendusiy
baltymu molekuliné
masé, kDa
Numanoma Uzlasteliné terpé Lastelés membrana Neaiski
lokalizacija
Antseimis o/B — hidrolazé o/B/a-hidrolazé o/B — hidrolazé
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|_ip0|izini0 1 $m. arba tikryjy I $m. (ESTHER o/p/a-  XI $m. arba ,,Lipase_3“

fermento $eima lipaziy Seima (1.4 hidrolaziy antSeimiui

($m.) pagal Hitch ir po?eimis) arba priklausgntys fermentai

Clavel (2019) ir “Lipase_2” néra talpinami)

ESTHER duomeny

baze, atitinkamai

Numanomi EC EC3113/1 EC3.1.1.3 EC3.1.13
numeriai

* - subrendusio baltymo a.r. sekos ilgis/molekuliné masé nezinomi dél nenustatytos, galimai §alinamos signalinés sekos.

Didziausia tolimesnei analizei pasirinkto LipBST homologija
nustatyta keturiems B. pumilus (AGW07449.1: 96,74 % panasumas, 100 %
persidengimas, AB032303.1: 98,57 % panaSumas, 97 % persidengimas,
ADK63095.1: 98,56 % panasumas, 96 % persidengimas, AAR84668.1:
93,49 % panasumas, 100 % persidengimas), B. licheniformis (CAB95850.2:
93,27 % panasumas, 96 % persidengimas) ir B. subtilis 168 (72,25 %
panaSumas, 97 % persidengimas) lipoliziniams fermentams. Pastarojo B.
subtilis kamieno fermentas yra artimiausias LipBST nustatytos tretinés
struktiros homologas ir pirmasis iSaiSkintos strukttiros o/B-hidrolaziy
antSeimio  atsovas, kuriam  budingas minimalus  o/p-hidrolazés
susilankstymas (van Pouderoyan ir kt., 2001). LipBST identisky seky
randama ir Kkituose Bacillus sp. deponuotuose, automatiskai pagal
homologijg anotuotuose genomuose, taciau Sios sekos neturi nuorody |
pirming  moksling literatiirg, tiesiogiai  susijusia su fermenty
charakterizavimo darbais.

LipBST ir visi jo artimiausi homologai priklauso tikryjy lipaziy
Seimai, 1.4 poseimiui, kuriy molekuliné masé svyruoja nuo 19 iki 21 kDa, o
tai yra maziausios iki $iol nustatytos lipazés/esterazés. Daugeliui zinomy
lipoliziniy ~ fermenty  budingas  konservatyvus  Gly-X-Ser-X-Gly
pentapeptidas su nukleofiliniu  Ser, 14 poseimio Bacillus sp.
lipazése/esterazése yra pakeistas Ala-X-Ser-X-Gly. LipBST fermentui, be
konservatyviame Ala-X-Ser-X-Gly i$sidéstan¢io Ser-111, budingos ir kitos
klasikinés, numanomai, kartu su minéty Ser katalizing triadg sudarancios
Asp-167 ir His-190 a.r. lieckanos, o PVVMVHG sekoje iSsidésto
oksianijoning angg formuojancios a.r. (Messaoudi ir kt., 2010).

Viso ilgio LipBST baltyma su numanomu 34 a.r. signaliniu peptidu
koduojanc¢io geno klonavimui j pTZ57R/T plazmide buvo naudoti LipBST
fragmentai, pagausinti naudojant LipBST1F ir LipBST1R pradmenis su
restrikcijos endonukleaziy taikiniais (2.3 lentelé). LipBST koduojancio geno
(648 bp) se¢kmingas jsistatymas | pTZ57R/T plazmide patvirtintas teigiamy
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E. coli DHS5a transfomanty kolonijy PGR su M13 serijos plazmidei
specifiniais pradmenimis (2.3 lentelé¢), bei pagausinty ir i§ jy iSskirty
rekombinantiniy plazmidziy restrikcing analiz¢ naudojant Ndel ir Xhol
REazes.

IS klonavimo vektoriaus iskirptas lipBST fragmentas sékmingai
perklonuotas j raiskos vektoriy pET-26b(+). lipBST insertas pET-26b(+)
vektoriuje patvirtintas atliekant E. coli DH5a transformanty kolonijy PGR
(su plazmidei specifiniais T7F/T7R pradmenimis) ir restrikcing analize.
PET-26b(+)_lipBST konstrukto sekoskaita ir sekos analizé neparodé jokiy
zalingy ASR poslinkiy.

Norint optimizuoti LipBST raiska (padidintg heterologing baltymo
sinteze), indukcija buvo lygiagreciai atlickama skirtinguose bakterijy raiskai
skirtuose kamienuose: E. coli BL21 (DE3), E. coli C41 (DE3) ir E. coli
Rosseta (DE3), transformuojant juos pET-26b(+)_lipBST ir auginant
transformantus LB terpéje su Kan (E. coli Rosseta (DE3) atveju pridedama ir
Cam), 37 °C temperatiiroje. Po tikslinio baltymo rai$kos indukcijos, bendras
lgsteliy baltymy profilis buvo vertinamas NDS-PAGE bei nustatomas
lipolizinis aktyvumas kult@iriniame skystyje (supernatante).

Tikslinio baltymo raiSka gauta visuose Siam tikslui pasirinktuose
kamienuose (rezultatai nepateikti, gauti baltymy profiliai analogi$ki 3.2 pav.
pavaizduotiems profiliams). E. coli Rosetta (DE3) raiSkai skirtos lgstelés
ypatingos tuo, kad turi tRNR, kurios gali atpazinti daugiau specifiniy kodony
(Gram-teigiamy bakterijy, eukarioty) nei kiti su pET sistema suderinami E.
coli kamienai (Umlauf ir kt., 2015). Dél to kelta hipotezé, kad Siame raiskos
kamiene heterologiné LipBST baltymo sintezé bus efektyvesné lyginant su
klasikiniu E. coli BL21 (DE3) kamienu. Taciau E. coli Rosseta (DE3) iki
indukcijai tinkamo OT (Siame optimizacijos etape buvo pasirinktas ,,Pet
System Manual“ vadovo rekomenduojamas OT=0,6 bei 0,4 mM IPTG
koncentracija) augo ilgai, o didziausias baltymy kiekis ir aktyvumas gautas
tik 5 val. po indukcijos. Taip pat lyginant su E. coli BL21 (DE3) ir C41
(DE3) gautais bendry baltymy profiliais NDS-PAGE geliuose, E. coli
Rosetta (DE3) lastelése kokybiskai nustatyti maziausi baltymy kiekiai. E.
coli C41 (DE3) indukuotose lastelése gautas kokybiskai didziausias tikslinio
baltymo (4, 5 ir 6 val. po indukcijos) kiekis, bet, nustatant baltymo
lokalizacija ir matuojant aktyvumg uzlgstelinés terpés frakcijoje nustatyta,
kad LipBST E. coli C41 (DE3) lastelése telkiasi j netirpius kiinelius
(agreguoja) ir dél to Sis kamienas tolimesniuose darbuose taip pat nebuvo
naudojamas. Klasikiniame E. coli BL21 (DE3) po LipBST raiskos pradzios,
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didziausias lipolizinis aktyvumas supernatante ir bendras baltymy kiekis
lastelése nustatytas 2 val. po indukcijos (3.2 pav.). Siame raiskos kamiene
gautas tirpus rekombinantinis LipBST baltymas. Ivertinus indukcijos
rezultatus, rekombinantinio sekretuojamo LipBST sintezei ir tolimesnei jos
optimizacijai buvo pasirinktas klasikinis, vienas dazniausiai raiskai
naudojamy - E. coli BL21 (DE3) kamienas. 3.2 paveiksle pavaizduoti po
IPTG indukcijos gauti E. coli BL21 (DE3) su pET-26b(+)_lipBST lasteliy
baltymy profiliai. Vykdant raiska, tikslinis baltymas nustatytas ties ~19 kDa
baltyminiu zymeniu, kas atitinka subrendusio (su pasalintu 34 a.r. liekany
signaliniu peptidu bei C-gale prijungtais 6xHis) LipBST dydj.

1
3
BH |
1
el

\

4 ~ <4— 20 kDa

-t 15kDa

3.2 pav. E. coli BL21 (DE3) transformanty bendry baltymy kiekiy profiliai. 1, 2, 3, 4 —
kontrolés: 1 - neindukuoty E. coli be pET-26b(+)_lipBST konstrukto baltymy profilis; 2 -
indukuoty E. coli be pET-26b(+)_lipBST baltymy profilis; 3 — neindukuoty E. coli su tus¢ia
pET-26b(+) baltymy profilis; 4 - indukuoty E. coli su pET-26b(+) baltymy profilis; 5, 7, 9,
11, 13 — kontroliniy, neindukuoty 1, 2, 3, 4 ir 5 val. po indukcijos paimty lgsteliy méginiy
baltymy profiliai; 6, 8, 10, 12, 14 — indukuoty 1, 2, 3, 4, 5 val. po indukcijos paimty lasteliy
méginiy baltymy profiliai; M — PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder baltymy
molekulinés masés Zymuo (Thermo Fisher Scientific).

Kontrolinése neindukuotose E. coli BL21 (DE3) su pET-
26b(+)_lipBST lastelése uzfiksuotas mazas santykinis lipolizinis aktyvumas,
sukeltas bazinés raikos, o tiriant E. coli BL21 (DE3) be pET-26b(+) _lipBST
baltymy profilius, tiriamojo baltymo sintezé nenustatyta.

Toliau atliekant LipBST sintezés optimizacija E. coli BL21 (DE3)
lastelése nustatyta, kad i§ dviejy pasirinkty raiskos tyrimams terpiy (LB /
M9), daugiau aktyvaus baltymo gauta LB terpéje. Tinkamiausias indukcijai,
gaunant didesnj kiekj aktyvaus baltymo, nustatytas OTex=0,4, 0 M9 terpéje
— 0,8. Tiriant optimalig indukcijai galuting IPTG koncentracija (0,1 mM, 0,2
mM, 0,4 mM ir 1 mM), didelés jtakos LipBST sintezei nebuvo nustatyta, dél
to indukcijai buvo pasirinkta ir naudojama maziausia tinkanti 0,1 mM IPTG
koncentracija.
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LipBST gryninimui buvo naudojamas nuo rekombinantiniy Igsteliy
atskirtas supernatantas. LipBST i§ supernatanto sukoncentruotas atliekant
i§sodinimg amonio sulfatu, kurio 60 % jsotinimo laipsnis tirpale buvo
tinkamas minétam tikslui pasiekti. Po dializés, pasalinus likutinj amonio
sulfatg ir atlikus buferiy mainus, LipBST fermentinis tirpalas buvo
gryninamas atlickant IMAC nedenatiiruojanciomis sglygomis. Nustatyta, kad
fermento gryninimui optimali imidazolio koncentracija eliucijos buferyje yra
300 mM. Gauty frakcijy NDS-PAGE analizés rezultatai pateikti 3.3
paveiksle.

20 kDa

s o

3.3 pav. I3gryninto LipBST IMAC frakcijy NDS-PAGE (kair¢je) ir zimograma. 1, 2, 3 —
neprisijungusiy baltymy frakcijos; 4, 5, 6 — LipBST eliucijos frakcijos. Zimogramoje 4a, 5a ir
6a pazyméti takeliai atitinka 4, 5, 6 takelius NDS-PAGE. M -baltymy molekulinés masés
zymuo PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder.

Kaip parodé NDS-PAGE rezultatai, tikslinis LipBST lipolizinis
fermentas buvo sékmingai iSgrynintas ir tinkamas tolimesniems tyrimams.

3.4 LipBST erdvinés struktiiros modelis

LipBST tretinés struktiros modelio sudarymui buvo pasitelkta I-
TASSER automatiné erdvinés baltymy struktiros modeliavimo sistema. I§
penkiy programos sudaryty modeliy, kurie buvo sukurti remiantis tam tikrais
zinomos tretinés struktiiros artimiausiy baltymy $ablonais, buvo pasirinktas
vienas, pasizyméjes didziausiais modelio patikimumo jverciais (balais): -
1,17 C-balu ir 0,57 + 0,15 T-balu. Sumodeliuota numanoma LipBST erdviné
molekulés struktiira pavaizduota 3.4 pav.

LipBST ir visi nustatyti jo artimiausi homologai — tai maziausios iki
Siol aprasytos ir zinomos lipazés/esterazés, kurioms budingas kompaktiskas,
minimalus o/B-hidrolazés sulankstymas, sudarytas i§ 6 lygiagreCiy -juosty,
kurias juosia 5 a-Spiralés: dvi vienoje P-lakSto puséje ir trys — Kitoje.
Numanomos LipBST katalizinés triados a.r. liekanos (Ser-111, Asp-167 ir
His-190) bei oksianijoning anga formuojancios a.r. liekanos issidésto
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pozicijose biidingose visiems panasSiems iSaiSkintos struktiiros 1.4 poseimio
Bacillus sp. lipoliziniams fermentams (van Pouderoyen ir kt., 2001).

3.4 pav. LipBST erdvinés struktiiros modelis.
Violetiné spalva Zymi minimaly o/p-hidrolazés
klostés sudaromg katalizinj domeng. Zalia
spalva Zymimas oksianijoning anga
formuojantis a.r. lickany motyvas. Molekulés
modelio virsutinéje dalyje parodytos trys
numanomai katalizing triadg sudarancios a.r.
liekanos: Ser-111, Asp-167 ir His-190.

Taip pat sumodeliuotoje tretinéje LipBST struktiiroje, kaip ir
artimiausiuose Zinomos iSaiskintos struktiiros homologuose, néra dangtelio
domeno ir numanomai katalizing triada sudaranios a.r. liekanos yra
atidengtos ir veikiamos tirpalo, supancio baltyma. Viename i§ panasiausiy
iSaiSkintos struktiiros baltymy — B. subtilis LipA struktiiroje oksianijoniné
anga yra i§ anksto suformuota ir jos konformacija katalizés metu nesikeicia.
PrieSingai vyksta lipoliziniuose fermentuose turiniuose dangtelio domena,
kuris didele dalimi jgalina tokiy fermenty katalizés procesg — Cia
oksianijonine angg sudaranCiy a.r. motyvo formuojama struktiira keicia
konformacijag fermentui pereinant i§ uzdaros j atvirg, kataliziSkai aktyvia
formg (Guncheva ir Zhyriakova, 2011).

3.5 LipBST charakterizavimas
3.5.1 LipBST temperatiiros ir pH optimumas, termostabilumas

Temperatira ir pH — vieni svarbiausiy veiksniy, lemianéiy fermenty
katalizuojamy reakcijy greitj, todél tiriant jy veikla in vitro, temperattros ir
pH poveikio nustatymas yra vienos pirminiy ir bitiny salygy optimalaus
fermenty aktyvumo jvertinimui. Dél to, LipBST veikimas, pirmiausia, buvo
optimizuotas jvertinant S$iy dviejy veiksniy jtaka. Norint atlikti greitesne
pasirinkty veiksniy jtakos fermentiniam aktyvumui analize, buvo pasitelkta
DesignExpert 12 programinés jrangos PAM, leidusi jvertinti abiejy
pasirinkty veiksniy bendra jtaka. Eksperimentinis planas ir atsakas bei
atliktos dispersinés analizés (ANOVA) duomenys pateikti 3.2 ir 3.3
lentelése.
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3.2 lentelé. Eksperimentinis planas ir atsako jver¢iai (santykinis aktyvumas, %)
gauti atliekant bendro temperattros ir pH poveikio jvertinimg optimaliam LipBST

veikimui (aktyvumui).

. . . Atsakas 1
VAR peacc SeRR? samokins akywmas
U/mg
1 35 7,5 100 + 0,9023
2 65 12 0
3 7,43 7,5 0
4 77,43 7,5 0
5 35 7,5 97,56 + 1,8723
6 35 7.5 90,45 +0,0733
7 35 7,5 98,23 + 1,5642
8 35 13,86 3,09 +0,0026
9 5 3 0
10 65 3 0
11 35 7,5 94,12 +0,3451
12 35 1,14 0
13 5 12 0

Modelio bei jj sudaranéiy kintamyjy reik§mingumas apraSomas F- ir

p-reik§mémis (3.3 pav.).

3.3 lentelé. LipBST aktyvumo skirtingose

modelio ANOVA.

temperatiirose ir pH optimizacijos

Kvadraty dfi Vidutinis F- p-
suma kvadratas  reikSmé reikSmé
Modelis 28176,71 5 5635,34 643,66 <0.0001 ReikSminga
A-Temperatiira 0,0000 1 0.0000 0,0000 1,0000
B-pH 2,39 1 2,39 0,2726 0,6177
AB 0,0000 1 0.0000 0,0000 1,0000
A? 16181,41 1 16181,41 1848,21 <0.0001
B2 15667,20 1 15667,20 1789,48 <0.0001
Likutiné 61,29 7 8,67
paklaida
Atitikimo 3,58 3 1,19 0,083 0,9659  Nereiksmingas
nebuvimas
Teoriné 57,71 4 14,43
paklaida
R%: 0.9978

F-reik§mé apibtidina modelio/jo dedamosios ir atitinkamos paklaidos
dispersijy santykj, todél, jai esant arti vieneto arba Zemesnei, mazai tikétina,
jog modelis ar kintamasis bus reik§mingas. p-reik§mé laikoma statistiSkai
patikima esant p < 0,05. Sudaryto modelio F- ir p-reiksmés buvo 643,66 ir
<0,0001, atitinkamai. Tai parodo, kad modelis yra reikSmingas, t.y.,
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statistiSkai  tinkamas apraSyti ry§j tarp nepriklausomy kintamyjy
(temperatiiros ir pH) bei atsako. ApskaiCiuotas determinacijos koeficientas
(R? - 0,9978. Tokia $io koeficiento reik§mé parodo, kad net 99,78 % atsako
priklauso nuo pasirinkty kintamyjy, o lik¢ 0,22 % néra apraSomi sudaryto
statistinio modelio. PAM analizés atsako pavirSiaus plotas, apibiidinantis
bendra temperatiros ir pH poveikj optimaliam LipBST lipolizinio fermento
aktyvumui pavaizduotas 3.5 paveiksle.

Santykinis aktyvumas, %

3.5 pav. PAM analizés
atsako pavirsiaus plotas.
Optimizavimo rezultatai:
35 °C, pH 7,5. Naudotas
substratas: p-NPB.

Kadangi programos sukurtas siilomas eksperimentinis planas (3.2
lentel¢) apémé pakankamai siauras jveréiy ribas (net ir programiskai
pasirenkant didesnj matavimy skai¢iy), norint iSsamiau istirti ir placiau
jvertinti temperatiiros ir pH poveikj LipBST aktyvumui, nuspregsta pritaikyti
ir klasikinj fermento veikimo priklausomybés nuo temperatiros ir pH
tyrima, jvertinant $iy veiksniy jtaka atskirai (3.6 pav.).

Santykinis aktyvumas, %
3 o (=13 -3
o o o o
Santykinis aktyvumas, %
o
N £ @ -3 =3
Qo =] < Qo =]

|||||||||||||||||||||||||||

0 5 101520 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 012345678 910111213
Temperatiira, °C pH

3.6 pav. LipBST veikimo priklausomybés nuo (A) temperatiros ir (B) pH, pamatuoty
vertinant $iy veiksniy poveikj fementiniam aktyvumui atskirai.

Atlikus matavimus, nustatyta, kad LipBST aktyvumo priklausomybé
nuo temperatiiros sudaro tipisSkg varpo formos priklausomybe ir, kad
iSgrynintas LipBST fermentas, kaip ir buvo nustatyta jgyvendinant PAM
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eksperimentinj plang, didziausiu aktyvumu pasizyméjo 35 °C temperatiiroje.
Visgi, tokia pati aktyvumo verté nustatyta 30 °C temperatiiroje. Rezultatai
parodé, kad LipBST geba veikti placiose temperatiiry ribose: nuo 10 °C iki
65 °C. 10 °C temperatiiroje LipBST pasieké 37 % aktyvumo, o 20 °C — 70
%. Keliant temperatiirg vir§ nustatytos optimalios veikimo temperatiiros,
LipBST aktyvumas krito grei¢iau negu temperatiry diapazone nuo 10 °C iki
30-35 °C (3.6 pav., A). Tiriant LipBST termostabilumg, buvo nustatyta, kad
visg inkubavimo skirtingose temperatiirose laikg fermentas pasizyméjo
didesniu nei 70 % liekamuoju aktyvumu (3.4 lentelé), o 2-3 val. 35 °C
temperattiroje buvo uZfiksuotas 128 + 1 % ir 118 + 6 %, atitinkamai,
liekamasis LipBST aktyvumas.

3.4 lentelé. LipBST termostabilumo analizés rezultatai.

Liekamasis LipBST aktyvumas (%) skirtingomis inkubavimo val.

Temperatiira, °C

1 val. 2 val. 3 val. 4 val.
25 93+2 9% +1 89+5 83+3
35 974 126 +1 118+ 6 95+2
45 792 85+ 2 78+ 1 81+2
55 55+ 1 717 70+1 77
65 0,36 £ 0,4 0 0 0

Remiantis fermento veikimo priklausomybés nuo temperatiiros ir
termostabilumo tyrimo rezultatais galima daryti iSvadg, kad fermentas
tolerantiSkas Zemesnéms temperatiroms, geriausiai veikia vidutinése
(mezofilinése) temperatiirose (Rashid ir kt., 2001, Feller ir Gerday, 2003,
Litantra ir kt., 2013), bet pakankamu stabilumu pasizymi ir aukStesnése
temperattrose (>50 % aktyvumas 45-55 °C temperatirose 4 val.).

Fermenty aktyvuma Zemose temperatiros apsprendzia baltymo
specifiniy struktiiry prigimtis ir jgyjamos konformacijos. Salgiui atspariis
baltymai daZniausiai pasizymi didesniu lankstumu ir juose natdraliai
sutinkamas mazZesnis stabilizuojanciy sgveiky bei a.r. Kiekis (Rabbani ir kt.,
2015). LipBST atveju nustatyta, kad Sio fermento struktiirai néra budingi
disulfidiniai tilteliai ar prostetinés grupés, kas kartu su kitomis baltymo
stabilumg apsprendzianc¢iomis savybémis (didelis Pro a.r. liekany kiekis ir
kt.) daznai budinga kar$¢iui atspariems fermentams. Remiantis gautomis
LipBST temperatiros savybémis, fermentas galéty biti naudojamas
ekologiskai draugiSky procesy katalizéje, kur gamyba nereikalauja auksty
temperatury.

Klasikinis LipBST aktyvumo priklausomybés nuo skirtingy
vandenilio jony koncentracijy terpéje tyrimas parodé¢, kad Sis fermentas yra
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alkalifilinis lipolizinis fermentas - didziausias aktyvumas pasickiamas, kai
aplinkos pH 9 (3.6 pav., B). Apie 90 % liekamasis aktyvumas taip pat buvo
uzfiksuotas pH 8 ir 10. Fermentas nebuvo aktyvus, kai aplinkos pH 3-4, o
pH 5-6 ir 7 buvo nustatytas 10 % ir 40 %, atitinkamai, santykinis liekamasis
aktyvumas. pH diapazone aukstesniame negu 10 LipBST pasizyméjo ~50 %
(pH 11) ir 30 % (pH 12) liekamuoju aktyvumu. LipBST aktyvumo
optimumas Sarminiame pH lemiamas tuo, kad biitent tokioje aplinkoje tam
tikros polipeptidinés grandinés a.r. liekanos jgyja katalizei ir stabilumui
svarbig ir tinkama jonizacijg. Daznai pH svarbus ir tam tikrai katalizei
tinkamai substrato jonizacijai jgyti.

Alkalifilinés lipazés yra svarbios detergenty pramonéje. Zinomi
Bacillus sp. lipoliziniai fermentai, kurie yra stabilts tiek neutraliame, tiek
Sarminiame PH. Jvairiems pramoniniams procesams daznai patraukliausios
yra pH 9 ir aukstesniame pH aktyvios lipazés/esterazés. Yra zinomos keletas
Bacillus sp. lipaziy optimaliai veikian¢iy ragstiniame pH. Tokios lipazés yra
naudojamos odos apdirbimo pramonéje (Guncheva ir Zhyriakova, 2011).

3.5.2 LipBST substratinis savitumas, regiosavitumas ir
kinetiniai parametrai

Norint nustatyti, kokio ilgio anglies atomy granding turintiems
substratams savitas tikslinis fermentas, buvo naudoti sintetiniai p-NP
esteriai. Kaip nurodyta histogramoje (3.7 pav.), LipBST didziausiu
aktyvumu pasizymeéjo vidutinio anglies atomy grandinés ilgio p-NPC (Cs.)
substrato atzvilgiu, taciau gebéjo Katalizuoti ir trumpagrandziy (C2o, Cao),
kity vidutinés grandinés (Cino, Ci2o) ir ilgagrandziy (Cieo, Ciso) p-NP
hidrolize.

p-NPA (C2:0) mmmmsss—
p-NPB (C4:0) ommmmm——

& p-NPC(CBO)

©

3 p-NPD (C10:0) n—— 3.7 pav. LipBST

& P-NPL(C12:0) — .. .

substratinis savitumas
p-NPP (C16:0) == .. .
\PS (C150) skirtingg anglies atomy
-| X S| T < we
P grandings ilgj turinciy
0 20 40 60 80 100

p-NP esteriy atzvilgiu.
Santykinis aktyvumas, %

Didziausias optimaliomis salygomis (35 °C, pH 9, p-NPC) nustatytas
LipBST aktyvumas — 6244,5 U/mg. Toks savitasis aktyvumas, lyginant su
literatliroje aprasomais jvairiy lipoliziniy fermenty aktyvumais, yra didelis.
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Tolimesnis Siame darbe atliktas LipBST charakterizavimas ir veikimo
priklausomybiy nuo jvairiy aplinkos veiksniy nustatymas buvo vykdomas
palaikant minétas optimalias fermento veikimui salygas.

Pagrindinés kinetinés LipBST konstantos nustatytos atliekant
fermento veikimo priklausomybés nuo substraty koncentracijos tyrimg. Siam
tikslui buvo pasirinkti trys skirtingi p-NP substratai: p-NPB (Caq), p-NPC
(Cs) ir p-NPD (Cig0). Gauty LipBST kinetiniy konstanty trijy skirtingy
substraty atzvilgiy skaitinés reik§més pateiktos 3.5 lenteléje. Zemiausia K
ir didZiausios katalizinés konstantos (Kka) bei fermento kinetinio efektyvumo
(Kka/ Knm) vertés buvo gautos tiriant p-NPC substrato koncentracijos jtaka
LipBST fermentinés reakcijos greiGiui. Sio tyrimo rezultatai parodé, kad
fermentas giminingiausias p-NPC - viduting anglies atomy granding
turinéiam substratui, nes S§io substrato koncentracija, reikalinga pusei
maksimalaus reakcijos grei¢io pasiekti, buvo 1,5 ir 57 karty zemesné nei
reikalinga matuojant su p-NPB ir p-NPD, atitinkamai. Toks giminingumas
substratui ir kinetinis efektyvumas p-NPC atzvilgiu gali buti aiSkinamas
savita LipBST struktirine prigimtimi — dangtelio domeno nebuvimu.
Nustatyta, kad fermentuose, pasizyminéiuose minimaliu a/B-hidrolaziniu
susilankstymu, fermentas geriausiai katalizuoja ne ilgesne nei Csg anglies
atomy granding turinCius substratus. Fermentas lengviau iSdésto/talpina
substratus su trumpesnémis anglies atomy grandinémis, o ilgesnes anglies
atomy grandines turintys substratai iSsikiSa nuo fermento pavirsiaus ir dél to
néra taip efektyviai hidrolizuojami (van Pouderoyen ir kt., 2001).

3.5 lentelé. LipBST pagrindinés kinetinés konstantos, nustatytos tiriant
skirtingy p-NP substraty koncentracijy jtaka fermentinés reakcijos greiciui.

Substratas Vinax (MM mint) Kv (MM)  Kkat (min?) Kkat/ Km (MM*mint)
p-NPB 1,1 5%1072 4,6%10° 9,2x104

p-NPC 2,5 3,4x10%? 9,9%x10° 30,0x10*

p-NPD 0,1 194x102  0,5x10° 0,2x104

LipBST regiosavitumas tirtas pasitelkiant liny sémeny aliejy ir Zinomo
pozicinio savitumo komercing lipazg kaip kontrole. Plonasluoksnéje
chromatogramoje gauti liny sémeny aliejaus hidrolizés produktai nurodo,
kad LipBST néra atranki RR pozicijai TAG molekuléje (3.8 pav.).

Lyginant su 1,3-regiosavita lipaze Lipolase 100 L, kurios hidrolizés
produktus sudaré MAG (tikétina 2-DAG, kurio 1,3-regiosavitas fermentas
toliau nehidrolizuoja) ir 1,2(2,3)-DAG (tarpiniai hidrolizés produktai),
LipBST liny sémeny aliejaus hidrolizés profilyje matomi susidar¢ 1,3-DAG
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ir 1,2(2,3)-DAG tarpiniai hidrolizés produktai, kurie susidaro esant
nespecifiniam RR  skélimui nuo TAG molekulés. Regiosavitumu
nepasizymintys lipoliziniai fermentai, susidarant jvairiems tarpiniams
produktams, gana greitai pilnai hidrolizuoja TAG iki laisvy RR ir glicerolio.
Prie poziciniu savitumu nepasizymin¢iy lipoliziniy fermenty priskiriama
labai daug i$ jvairiy mikrobiniy $altiniy i$skirty lipaziy ir esteraziy (Kapoor
ir Gupta, 2012).

1 2 K
TAG 3.8 pav. Liny sémeny aliejaus
TAG . ‘ (LSA) hidrolizés, Katalizuojant
RR LipBST ir Lipolase 100 L,

RR ' produkty chromatograma. 1 —

1,3-DAG 1,3-DAG ' LSA hidrolizé naudojant Lipolase
1,2(2,3)-DAG 1,2(2,3)-DAG 100 L,_ 2— L_SA hidrolizé
naudojant LipBST, K — fermenty
MAG & MAG . - nepaveiktas LSA.

Poziciniu savitumu nepasizymintys fermentai pritaikomi daugelyje
jvairiy pramonés sri¢iy, kur susidar¢ hidrolizés reakcijos produktai néra
svarbiis - tai detergenty pramoné, nuoteky vandeny valymas, odos
apdirbimo, popieriaus perdirbimo sektoriai ir kt. (Hasan ir kt., 2005).
Pramonés srityse, kur svarbu gauti tam tikras RR arba specifinius DAG, taip
pat norint pakeisti vienas tam tikrose TAG molekulés pozicijose
i§sidéstan¢ias RR kitomis, norint gauti struktiirizuotus lipidus, atskirti
raceminius miSinius, neregiosavitos lipazés/esterazés daZniausiai néra
pritaikomos (Yokozeki ir kt., 1982).

3.5.3 Metaly jony, detergenty ir organiniy tirpikliy jtaka
LipBST aktyvumui

Darbe buvo jvertinta jvairiy metaly jony jtaka fermentiniam LipBST
aktyvumui, atliekant fermenting reakcija standartinémis sglygomis (35 °C,
pH 9, kaip aprasyta 2.9 poskyryje) naudojant p-NPB ir p-NPC substratus.

Vertinant LipBST aktyvuma po inkubacijos su jvairiy metaly
chloridais, nustatyta, kad visi vien- ir dvivalen¢iai metaly jonai Siomis
salygomis turé¢jo slopinantj poveiki fermentui hidrolizuojant p-NPB.
Didziausias 59 + 2 % liekamasis aktyvumas nustatytas tik po poveikio Mn?".
LipBST gebéjima hidrolizuoti p-NPB taip pat prarado po inkubavimo su
EDTA ir Pefabloc-SC (3.6 lentelé).
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3.6 lentelé. [vairiy metaly chloridy ir inhibitoriy poveikis LipBST aktyvumui
matuojant su skirtingais p-NP esteriais.

Medziaga Liekamasis LipBST aktyvumas (%) su skirtingais p-NP substratais
Metaly jonai p-NPB p-NPC

K* 42+ 6 98+ 0,13
Li* 34+6 89+0,11
Ca? 307 90+ 0,54
Mg?* 29+ 6 97 £ 0,12
Co** 16+2 98 + 0,001
Mn2* 59+ 2 99+ 0,01
Ba* 4 +7 107 £ 0,004
Cd? 38+6 106 £1,23
Ni2* 16,2+0,4 95+ 0,07
Fed* 51 44 + 0,01
Inhibitoriali

EDTA 9+1 84+0,1
Pefabloc-SC 0 3+0,01

Visai kitokie rezultatatai gauti po 30 min. poveikio tais paciais metaly
jonais, atliekant fermenting reakcija su p-NPC (giminingiausiu LipBST
substratu): po inkubavimo su visais tirtais metaly jonais, i§skyrus Fe**,
fermentas pasizyméjo beveik 100 % liekamuoju aktyvumu (3.6 lentelé). Taip
pat santykinai didelis liekamasis aktyvumas nustatytas po inkubavimo su
EDTA. Gauti rezultatai leidzia daryti prielaidg, kad LipBST funkcinis
aktyvumas visi§kai nepriklauso nuo metaly jony.

Yra zinoma, kad jvairGs metaly jonai gali skirtingai veikti lipolizinius
fermentus: juos aktyvinti, slopinti arba wveikti neutraliai. Literatairos
duomenimis, termostabilius lipolizinius Bacillus sp. fermentus (dazniausiai
1.5 poSeimiui priklausancius lipolizinius Bacillus sp. fermentus)
aktyvinangiai veikia jvairiis dvivalenciai jonai, tokie kaip Ca®". Siuo atveju,
Ca?" ar kiti dvivalenéiai jonai, labai retai tiesiogiai dalyvauja katalizéje, jie
daZniausiai veikia fermento struktiirg ja stabilizuodami (koordinuodami laiko
ir uzfiksuoja kai kuriuos lanks¢ius molekulés elementus), kas lemia didesnj
fermento aktyvuma (Nagar ir kt., 2013). Taip pat Ca?* gali sudaryti netirpius
Ca-drusky kompleksus su katalizés metu atpalaiduojamomis RR, taip
sumazinant fermento slopinima produktu. Kiti metaly jonai, be aktyvinan¢io
poveikio, daznai dé¢l jvairiy priezasCiy gali turéti slopinantj arba neutraly
poveiki jvairioms Bacillus lipazéms/esterazéms (Guncheva ir Zhyriakova,
2011). Siame darbe gautas mazesnis LipBST liekamasis aktyvumas p-NPB
substrato atzvilgiu po inkubavimo su visais tyrimui pasirinktais metaly
jonais galéty buti aiSkinamas tuo, kad teigiamai jkrautiems metaly jonams
jungiantis prie neigiama kriivj turin¢iy fermento a.r. liekany bei dél kity
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galimai atsirandanéiy katijony sgveiky su baltymu, keiciasi fermento
konformacija ir/arba tinkama jonizacija. Dél to, maziau nei p-NPC LipBST
giminingo p-NPB substrato hidrolizés katalizé vyksta neefektyviai, o tuo
tarpu minéti procesai p-NPC katalizés taip akivaizdziai nepaveikia. J[domu
tai, kad nors ir nebuvo nustatytas aktyvinantis metaly poveikis, LipBST
buvo slopinamas jvairius metaly jonus daugiau ar maziau chelatuojanciu
agentu EDTA. Slopinimas su Pefabolc-SC nurodo j tai, kad tiriamasis
fermentas yra serino hidrolazé ir tai, kad viena svarbiausiy fermento
funkciniam aktyvumui aminortigs¢iy yra Ser a.r. liekana, prie kurios
specifiskai jungiasi minétas slopiklis.

Nustatyti, kaip fermentus veikia jvairGis metaly jonai svarbu ne tik jy
veikimo mechanizmo iSaiSkinimui, bet ir norint svarstyti apie fermento
tinkamuma pritaikyti vienoje ar kitoje pramonés srityje. Jvairiems metaly
jonams, detergentams atspariis ir juose stabillis alkalifiliniai lipoliziniai
fermentai daznai yra pageidaujami detergenty pramonéje.

Zinios apie tai, kokig jtaka skirtingi detergentai daro lipoliziniy
fermenty veiklai, yra svarbios tiek moksliniu, tiek taikomuoju aspektais.
Detergentai naudojami lipoliziniy fermenty katalizuojamose reakcijose, nes
gali padidinti vandens-lipido pavirSiaus plota, taip pagerindami emulsijos
stabilumg, padidinti substraty tirpuma, stabilizuoti fermentg atviroje
konformacijoje (tai dazniausiai néra taikoma fermentams, neturintiems
dangtelio domeno) ir neleisti jam agreguoti. Skirtingy detergenty poveikis
lipoliziniams fermentams jy pridéjus j fermentinés reakcijos misinj arba po
inkubavimo priklauso nuo §iy cheminiy medziagy tipo (joniniai, nejoniniai),
koncentracijos. Bendry taisykliy, leidzian¢iy paaiSkinti fermento-substrato-
detergento ar fermento-detergento sgveikas iki §iol néra ir kiekvienu atveju
galimi skirtingi sgveikos padariniai. Apibendrinant visy tirty Bacillus sp.
lipoliziniy fermenty atsaka j detergentus, galima daryti iSvada, kad dauguma
iy fermenty yra tolerantiSki detergenty poveikiui, gali biti stabilts juose ir
netgi jy hiperaktyvinami (Guncheva ir Zyriakova, 2011, Helisto ir Korpela,
1998). Detergenty jtakos LipBST aktyvumui tyrimas atskleidé, kad
fermentas buvo stipriai jy slopinamas: liekamasis aktyvumas, vertinant
gebéjimg hidrolizuoti tiek p-NPB, tiek p-NPC substratus, nesieké 15 %.
Vienintele i$imtj sudaré anijoninis detergentas NDS: po inkubavimo su §iuo
denatiiruojanciu agentu, fermentas, islaiké ~70 % liekamojo lipolizinio
aktyvumo (3.7 lentel¢). Toks NDS poveikis LipBST yra pakankamai
unikalus, nes dazniausiai Siam detergentui lipoliziniai fermentai néra
atsparis ir yra jo veikiami neigiamai, sukeliant reikSminga aktyvumo kritima
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(Kamarudin ir kt., 2014, Mohd‘a ir Juergen, 2010). Kadangi lipoliziniai
fermentai yra daznai linke agreguoti, pastarieji rezultatai, galimai, gali baiti
aiSkinami tuo, kad naudotos NDS koncentracijos (darant prielaida, kad
LipBST buvo dalinai agregaves) sumazino susidariusiy hidrofobiniy rysiy
kiekj tarp fermento molekuliy, dél ko pageréjo substrato prieiga prie
aktyvaus centro ir buvo kompensuojamas NDS neigiamas poveikis (Kaur ir
kt., 2016). Slopinantis naudoty nejoniniy detergenty poveikis gali bati
aiSkinamas tuo, kad jie uzblokavo dangtelio domeno neturinéio fermento
aktyvyjj centra, neleisdami jungtis substrato molekuléms.

3.7 lentelé. [vairiy detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis LipBST aktyvumui
matuojant su skirtingais p-NP esteriais.

i 1 i 0, irti i =
Medziaga Liekamasis LipBST aktyvumas (%) su skirtingais p-NP

substratais
Detergentai ir kt. p-NPB p-NPC
Tween 40 14+1 4+0,10
Tween 60 11+1 6 +0,15
Tween 80 10+1 6 +0,25
Triton X-100 14+1 11 +0,02
NDS 70+ 6 78 £ 0,03
Karbamidas
(chaotropikas) 13+4 60,20
Organiniai tirpikliai
2-propanolis 10+£2 8+0,58
Etanolis 8+1 54+ 0,11
Metanolis 50+ 6 58 £ 0,10
Acetonas 131+2 54+ 0,34
n-heksanas 116 +1 73+0,21
DMSO 34+4 49 + 0,03

Fermentiniy reakcijy vyksmas organiniuose tirpikliuose, susidarant
jvairiems pramonei svarbiems produktams, §iuo metu yra viena naujausiy ir
pazangiausiy lipoliziniy fermenty tyrimo sri¢iy. Organiniuose tirpikliuose
veikianciy ir jiems atspariy lipoliziniy fermenty paieSka daznai yra pigesnis
metodas nei Zinomy fermenty modifikavimas taikant baltymy inzinerijos
metodus. Be to, nors termofilinés lipazés daznai pasizymi didesniu
atsparumu jvairiems organiniams tirpikliams, didéja psichrofiliniy ir
mezofiliniy lipoliziniy fermenty paklausa (Kumar ir kt., 2016). Dél to, Siame
darbe, be jau aptarty veiksniy, buvo tiriamas ir jvairiais atzvilgiais svarbus
organiniy tirpikliy poveikis tiksliniam LipBST fermento aktyvumui. LipBST
stabilumo jvairiuose organiniuose tirpikliuose jvertinimas atskleidé, kad
tikslinis fermentas po inkubavimo pasizyméjo skirtingu liekamuoju
aktyvumu, vertinant gebéjima katalizuoti p-NPB ir p-NPC hidrolize. J[domu
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tai, kad acetonas ir n-heksanas pagerino LipBST gebé¢jimg hidrolizuoti p-
NPB: nustatytas 116 + 1% ir 131 *+ 2% liekamasis aktyvumas, atitinkamai.
Yra zinoma, kad kai kurios cheminés medziagos geba moduliuoti lipoliziniy
fermenty savitumg substratui ir kitas savybes (Mateo ir kt., 2007), dél to,
gavus rezultatus, kuriuose nustatytas tam tikry organiniy tirpikliy
hiperaktyvuojantis poveikis p-NPB esterio atzvilgiu, buvo padaryta
prielaida, kad dél tam tikros fermento saveikos su acetonu ir n-heksanu,
LipBST konformacija galéjo tapti palankesné trumpesne anglies atomy
granding turinCio substrato hidrolizei. Po inkubavimo su metanoliu,
matuojant aktyvumg tiek su p-NPB bei p-NPC, buvo nustatytas ~ 60 %
liekamasis lipolizinis aktyvumas, o po poveikio etanoliu, fermentas buvo
aktyvesnis p-NPC substrato atzvilgiu. ISsamis LipBST stabilumo
organiniuose tirpikliuose tyrimo rezultatai pateikti lenteléje 3.7.

Esterinimo ir peresterinimo reakcijos paprastai vykdomos mazai
vandens turiniuose reakcijos misiniuose su nepoliniais tirpikliais, kurie
naudojami atvirksStinés, netikslinés hidrolizés reakcijos ir spontaninés
nefermentinés produkty hidrolizés supresijai. Daugelyje peresterinimo
reakcijy, vykdomy norint gauti naujus esterius, n-heksanas yra vienas
palankiausiy tirpikliy. Literatiiros duomenimis, daugelis Bacillus sp. lipaziy
yra pakankamai stabilios hidrofobiniuose (nepoliniuose) organiniuose
tirpikliuose ir netgi gali buti jy hiperaktyvinamos. Lipoliziniy fermenty
stabilumas hidrofobiniuose tirpikliuose gali bati susijes su tuo, kad Sie
tirpikliai palaiko baltymy hidratacinj karkasg (sluoksnj), o didesnis
liekamasis aktyvumas Siuose tirpikliuose gali biti paaiSkinamas tuo, kad jie
sukelia lipoliziniy fermenty, esanéiy tirpale, uzdaros konformacijos peréjima
i atvirg ir gali padidinti substraty ir produkty tirpumg reakcijos miSinyje.
Lipoliziniy fermenty stabilumas hidrofiliniuose (poliniuose) tirpikliuose taip
pat turi praktinés reikSmés, nes Sie tirpikliai (tokie kaip metanolis) daznai
naudojami jvairiy trumpagrandziy, vertingy esteriy, kaip biodyzelinas,
gamyboje (Guncheva ir Zhyriakova, 2011, Kamarudin ir kt., 2014). Visgi,
hidrofiliniai tirpikliai yra labiau destabilizuojantys, nes pasalina vandens
molekules i§ baltymy solvatacijos (hidratacinio) sluoksnio. Pastarasis
reiSkinys galéty paaiskinti 2-propanolio ir kity poliniy, tyrime naudoty
tirpikliy, slopinanti poveikj LipBST. LipBST aktyvavimas acetonu galéty
buti priskirtas prie gana retai sutinkamo Sio tirpiklio poveikio fermentui.
Acetonui tolerantiski lipoliziniai fermentai yra pageidaujami specifinése
oleochemijos pramonés srityse. Vienas tokiy pavyzdziy - ekologiSka
askorbilo oleato gamyba (Stojanovic ir kt., 2013). Lipoliziniy fermenty
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stabilumas organiniuose tirpikliuose koreliuoja su jkrauty a.r. lickany
pasiskirstymu baltymo pavir$iuje ir kitomis pavirSiaus savybémis. Taéiau,
tikslus fermenty sgveikos ir adaptacijos skirtinguose organiniuose
tirpikliuose mechanizmas yra mazai zinomas ir reikalauja daugiau tyrimy
(Kamarudin ir kt., 2014). Taip pat, $iuo metu lipoliziniy fermenty stabilumo
organiniuose tirpikliuose gerinimui sékmingai taikomas imobilizavimo
metodas (Guncheva ir Zhyriakova, 2011).

3.5.4 LipBST natiiraliy riebaliniy medziagy hidrolizés tyrimas

Nors tiriant LipBST substratinj savitumg, didziausias aktyvumas buvo
nustatytas p-NPC sintetinio esterio atzvilgiu, tai neparodo, kokiu substratiniu
savitumu fermentas pasizymés tikryjy lipoliziniy fermenty substraty (ilgas ar
trumpas RR grandines turintiems TAG) atzvilgiu. Nors teoriskai yra tiksliai
apibrézta, kuo skiriasi lipazés ir esterazés, praktikoje $iy teoriniy sglygy arba
riby pritaikymas (panaudojimas) yra ribotas, nes, kaip jau buvo minéta, tam
tikras lipolizinis fermentas (lipazé/esterazé) gali turéti tiek lipazéms, tiek
esterazéms priskiriama aktyvumg. Pavyzdziui, lipoliziniai fermentai, kurie
hidrolizuoja trioleing, dazniausiai katalizuos ir p-NPB bei p-NPP sintetiniy
esteriy hidrolizg, bet p-NPB ar p-NPP hidrolizé dar negarantuoja, kad bus
katalizuojama trioleino, tikrojo lipaziy substrato, hidrolizé.

Dél to, Siame darbe buvo tirta LipBST lipolizinio fermento geba
katalizuoti ir nattraliy riebaliniy medziagy (trioleino, rapsy, liny sémeny
aliejy bei kiauliy tauky) hidrolize. Gauta pastaryjy medziagy hidrolizés
chromatograma pateikta 3.9 pav., A. KokybiSkai vertinant nustatyta, kad
LipBST geriausiai katalizavo rapsy ir liny sémeny aliejy hidrolize. Nuo
plonasluoksnés chromatografijos plokstelés apacios j virSy matomi iSsidéste
hidrolizés produktai. Vieni ryskiausiai matomy buvo rapsy alicjaus
hidrolizés produktai. Gyvininiy (kiauliy) tauky hidrolizés produkty
chromatogramoje ryskiai nesimaté dél to, kad Sioje riebalinéje medziagoje
yra daug soc¢iyjy RR, kurios gali biti prastai vizualizuojamos rySkinant jodo
garuose.
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3.9 pav. (A) Rekombinantinio LipBST lipolizinio fermento skirtingy nattiraliy riebaliniy
substraty hidrolizés produkty chromatograma. 1 — trioleino, 2 — rapsy, 3 — liny sémeny aliejy
ir 4 — kiauliy tauky hidrolizés produktai; 5, 6, 7, 8 — trioleino, rapsy, liny sémeny ir kiauliy
tauky, atitinkamai, kontroliniai takeliai (riebalai nepaveikti LipBST), 9 — oleino riigstis
(kontrol¢). (B) Kontroliné chromatograma, kuriuose vaizduojami hidrolizés produktai i$
vandeninio reakcijos misinio sluoksnio (dietilo eteryje neistirpe produktai); 1-9 — atitinka 1-9
takelius (A) paveiksle. L -TAG, F - RR, D — DAG, M - MAG.

Tarp kiauliy tauky hidrolizés produkty gerai matési susidare MAG.
Lyginant tiriamyjy ir kontroliniy LipBST nepaveikty méginiy TAG dydZius,
matomas rySkus kokybinis skirtumas, kuris taip pat patvirtino, kad LipBST
pakankamai aktyviai katalizavo pasirinkty riebaliniy medziagy hidrolizg.
Paveiksle 3.9 (B) vaizduojami trioleino, rapsy ir liny sémeny aliejy bei
kiauliy tauky hidrolizés produktai, kurie neiStirpo dietilo eteryje (méginio
vandens frakcija liekanti po dietilo eterio pridéjimo) ir atitinkamos kontrolés.

Be lipoliziniy fermenty panaudojimo vertingy esteriy gavimui
esterinimo ir peresterinimo reakcijy metu, didelés praktinés reik§més taip pat
turi jvairiy natdraliy lipidy hidrolizé, kurios metu yra atpalaiduojamos
vertingos RR. Pastareji produktai (RR) gali bati naudojami jvairiy aukstos
kokybés produkty gavimui. IS soCiyjy RR sintetinamos arba natiiraliai i§ tam
tikry lipidy fermentinés lipolizés metu atpalaiduojamos nesociosios RR yra
vertingomis maistinémis savybémis pasizymincios medziagos, kurios turi
teigiamos reikSmés Zmogaus sveikatai. Kai kurios vertingos RR gali biiti
atpalaiduojamos i§ nattraliy TAG Katalizuojant isimtinai lipoliziniams
fermentams (Stransky ir kt., 2007, Hasan ir kt., 2009, Moharana ir kt., 2016).

D¢l gebos katalizuoti natiiraliy, ilgas RR turin¢iy TAG hidrolize,
LipBST Siame darbe priskirtas lipazéms (EC 3.1.1.3). Taip pat déka
nustatyto didelio hidrolizinio aktyvumo ir efektyvaus skirtingy aliejy ir
gyvuliniy tauky skaidymo, Siame darbe atrasta, iSgryninta ir biochemiskai
charakterizuota LipBST lipazé pasirodé labai perspektyvi ir buvo sékmingai
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iSbandyta Salinant zuvies riebalus nuo jais uzter§ty polietileniniy pavirSiy
(MITA: Taikomyjy moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros darby
sutarties Inovacinis ¢ekis Nr. VP2-1.3-UM-05-K, 2014).

3.6 LipBST imobilizavimas ir gebos katalizuoti peresterinimo
reakcijas jvertinimas

LipBST imobilizavimas ant hidrofobinio oktilsefarozés nesiklio leido
pagerinti tam tikras laisvam fermentui nustatytas biochemines savybes (3.8
lentelé). Lyginant laisva Bacillus sp. L1 LipBST fermenta su imobilizuotu,
buvo nustatytas imobilizuoto fermento santykinio aktyvumo padidéjimas
visame tirtame temperatiiry diapazone. Imobilizuoto LipBST temperatiirinis
optimumas padidéjo net 15 °C. Tiriant LipBST imobilizuoty fermenty
veikimo priklausomybe nuo vandenilio jony koncentracijos, nustatyta, kad
imobilizuoto LipBST veikimui optimalus pH - 10, kas yra vienetu daugiau
uz laisviems fermentams nustatytg optimaly pH.

3.8 lentelé. Laisvo ir imobilizuoto ant oktilsefarozés LipBST optimaliy veikimui
temperataros ir pH.

Laisvas LipBST Imobilizuotas LipBST
Optimali temperatira ~ Optimalus pH  Optimali temperatira Optimalus pH
35°C 9 50 °C 10

LipBST imobilizavimas ant oktilsefarozés taip pat pagerino fermento
termostabiluma visose tirtose temperatirose (nuo 25 °C iki 65 °C).
Didziausias teigiamas poveikis nustatytas 35 - 45 °C ribose: lyginant su
laisvais fermentais (3.4 lentelé), 35, 40 ir 45 °C temperatirose, inkubavimo
valandomis nustatytas ~20 %, 33 % ir 15 %, atitinkamai, didesnis liekamasis
aktyvumas.

Didesnés nustatytos imobilizuoto LipBST temperatirinio, pH
optimumo bei stabilumo aukStesnése temperatiirose reikSmés gali buti
aiSkinamos tuo, kad ant oktilsefarozés adsorbaves fermentas buvo fiziskai
stabilizuotas ir dél to tapo atsparesnis rySius destabilizuojan¢iam, baltymus
daznai denatiiruojan¢iam aukS$tesniy temperataros ir pH, poveikiui
(Robinson, 2015). Kadangi imobilizavimui naudotas hidrofobinis nesiklis,
labiausiai tikétina, kad tarp fermento ir neSiklio susidaré LipBST
prisijungimg ir stabilizavimg jgaling hidrofobiniai rySiai, nors neatmetama ir
kity rySiy (vandeniliniy, joniniy, Van der Valso jégy ir kt.) susidarymo
galimybé. Imobilizavimo teigiamas efektas gali buti pasiekiamas ir deél
neSiklio savybés keisti fermento mikroaplinka bei mazinti difuzijos
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sukeliamus apribojimus. DaZnai hidrofobinis neSiklis pritraukia imobilizuoto
fermento aplinkoje esantj substrata, dél ko, lyginant su likusia supancios
terpés faze, padidéja jo koncentracija ir nustatomas didesnis fermentinis
aktyvumas. Panasiai gali buiti pritraukiami ir Kiti terpéje esantys jonai, kurie
keisdami fermento ir jo mikroaplinkos jonizacija, lyginant su laisvu
fermentu, gali keisti imobilizuoto fermento optimaly pH ir kitus veiksnius
(Robinson, 2015).

3.9 lenteléje pateikti rezultatai gauti vertinant imobilizuoto LipBST
preparato lickamajj aktyvuma po inkubavimo su jvairias cheminiais agentais.
Lyginant su laisvu LipBST, daugeliu atveju, aukstesnio lickamojo aktyvumo
po poveikio metaly jonais, detergentais, organiniais tirpikliais, gauti
nepavyko. Tiriant metaly jony ir organiniy tirpikliy poveikj, Sios medziagos
slopino imobilizuoto fermento veikima labiau negu laisvo. Siek tiek didesnis
lieckamasis aktyvumas nustatytas po poveikio Pefabloc-SC ir jvairiais
nejoniniais detergentais.

3.9 lentelé. [vairiy metaly jony, slopikliy, detergenty, chaotropiky ir organiniy
tirpikliy poveikis imobilizuotam ant oktilsefarozés LipBST fermento aktyvumui
hidrolizuojant p-NPC.

Medziaga Liekamasis MedZiaga Liekamasis aktyvumas,
aktyvumas, % %
Metaly jonai Detergentai
K" 64+0,003 Tween 60 24+0,005
Lir 630,008 Tween 80 8+0,003
ca® 64+0,001 Tritonas X-100 24+0,0009
Mg2+ 65+0,002 Karbamidas 181+0,001
cot 50+0,006 NDS 37+0,004
MnZ" 54+0,01 CTAB 94+0,003
Ba" 680,006 Organiniai tirpikliai
cd® 66+0,007 2-propanolis 4+0,002
Ni* 430,006 Etanolis 29+0,003
Fe3* 12+0,002 Metanolis 45+0,002
Slopikliai Acetonas 41+0,003
EDTA 79+0,003 n-heksanas 59+0,007
Pefabloc-SC 14+0,002 DMSO 29+0,0007
Detergentai 1,4-dioksanas 8+0,001
Tween 40 5+0,005 Tert-butanolis 18+0,002

Imobilizuotas LipBST isliko pakankamai stabilus tiriant CTAB
poveikj (laisviems fermentams Sio detergento poveikis nebuvo tirtas). Taip
pat, jdomu tai, kad laisvo LipBST veikima slopings karbamidas,
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imobilizuota LipBST fermenta aktyvino ir buvo nustatytas jo 181 + 0,001 %
liekamasis aktyvumas.

Tiriant imobilizuoto LipBST geba katalizuoti peresterinimo reakcijas,
jau 2 val. nuo fermento inkubavimo su atitinkamais reakcijos komponentais
(2.19 metody skyrius) pradzios, plonasluoksnéje chromatogramoje buvo
nustatomas naujas, susidargs rapsy aliejaus RR metilo esteris (3.10 pav.).

A B
3 4 MO TO OR DO M

1 2
esteriai I:I , ‘

*
-

RR a - - - .

DAG e - '

starto linija ¥ . - - * ‘

3.10 pav. Ant oktilsefarozés imobilizuoto LipBST katalizuojamo rapsy aliejaus peresterinimo
metanoliu reakcijos produkty chromatograma: 1 — peresterinimo produkty profilis 2 val. po
inkubavimo, 2 — peresterinimo produkty profilis 4 val. po inkubavimo; 3, 4 — 2 ir 4 val. i$
kontrolinio reakcijos misinio be LipBST preparato paimty méginiy riebaliniy medziagy
profiliai; (B) Gryny cheminiy junginiy, kaip galimy lipaziy katalizuojamy riebaly virsmy
reakcijos produkty, chromatograma (kontrolés). MO - oleino rugsties metilo esteris; TO —
trioleinas; OR - oleino rugstis; DO — 1,3, 1,2 — dioleiny misinys; M — monooleinas.

Paveiksle 3.10 parodyti imobilizuoto LipBST preparato peresterinimo
produktai, susidare po 2 ir 4 val. nuo inkubavimo pradzios. Reakcijos metu
naujai susidarg esteriai buvo nustatomi iki 26 inkubavimo val. Galima daryti
iSvadg, kad ant oktilsefarozés imobilizuotas LipBST preparatas geba
katalizuoti peresterinimo reakcijas bevandenéje arba labai nedidelj kiekj
vandens turinioje aplinkoje. Papildomi tyrimai, naudojant kitus aliejus ir
alkilo akceptorius bei proceso optimizavimas galéty leisti placiau jvertinti
peresterinimo reakcijas katalizuojamas LipBST ir reakcijy metu gaunamus
produktus — jvairius pridétinés vertés esterius, kurie gali biti naudojami
jvairiuose biotechnologinés pramonés Sakose — kosmetikos, maisto, biokuro
gamybos ir farmacijos sektoriuose.

Dél specifiniy fizikiniy savybiy, preparatai gauti LipBST imobilizavus
ant CFAPP, aktyvumo matavimams nebuvo tinkami. Vykdant rapsy aliejaus
peresterinimo metanoliu reakcijas su pastaruoju preparatu teigiamy rezultaty
taip pat gauti nepavyko. Visgi, tiriant komercing Resinase 2X lipazg,
imobilizuota ant minéto sorbento, gauti fermentiniai preparatai pasizymintys
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dideliu specifiniu aktyvumu ir sékmingai panaudoti organinei kvapiojo
junginio 2-feniletilbutanoato sintezei, gaunant 90 % konversija optimaliomis
fermento veikimui salygomis (Gricajeva ir kt., 2018, nepateikti rezultatai).

3.7 AGI kultaoros identifikavimas

AGI1 kultiros 16S rDNR (GeneBank prieigos nr.. MK120203)
sekoskaita ir analizé, atliekant homologisky seky paieskg NCBI BLASTN,
atskleidé 100 % panasumg (su 100 % persidengimu) Staphylococcus
saprophyticus 16S rDNR. Gauti rezultatai leido priskirti AG1 kultiirg
Staphylococcus genéiai. Siuo metu yra Zinomos 54 Staphylococcus risys
(bacterio.net/staphylococcus.ntml).  16S rDNR paremta filogenetiné
Staphylococcus sp. AGI1 analizé, leido nustatyti, kad kamienas yra
artimiausias Staphylococcus saprophyticus AP008934.1 (3.11 pav., A).

Staphylococcus xylosus D83374.1
Staphylococcus equorum AB009939.1

78|~ Staphylococcus succinus AF004220.1
Staphylococcus gallinarum D83366.1
Staphylococcus arlettae AB009933.1
Staphylococcus cohnii D83361.1
3L Staphylococcus nepalensis AJ517414.1
Staphylococcus kloosii AB009940.1

o7 Staf prophyticus AP008934.1 B
A. ]is:aphylococcus sp. AG1 =

=]

= %

Staphylococcus auricularis D83358.1 Staphylococcus  S. aureus ATCC

Staphylococcus pettenkoferi AF322002.2 sp. L1 25923 ATCC 12228
Staphylococcus massiliensis EU707796.1

Staphylococcus rostri FM242137.1

Staphylococcus simulans D83373.1 C

Staphylococcus carnosus AB009934.1
s+ Staphylococeus condimenti Y15750.1
70- Staphylococcus piscifermentans Y15754.1
Staphylococcus epidermidis D83363.1 Staphylococcus S. aureus ATCC S, epidermidis ATCC
J[[ Staphylococcus aureus L36472.1 sp. L1 25923 12228

%L Staphylococcus simiae AY727530.2
phy sciuri AJ421446.1
m{» Staphylococcus lentus D83370.1

%L Staphylococcus vitulinus AB009946.1 e +
D83359.1
ia coli ATCC 11775T

"+" - teigiamas
" - neigiamas

002

3.11 pav. (A) Filogenetinis medis iliustruojantis Staphylococcus sp. AG1 evoliucing padétj
remiantis tipiniy genties kamieny daliniy 16S rDNR seky analize. Salia medZio $aky nurodyti
medziy atsikartojimy, kai susij¢ taksonai atliekant ,,bootstrap® testa (1000 pakartojimy)
susigrupavo Salia sudarydami viena klasterj, procentinés tikimybés. Saky ilgis proporcingas
evoliuciniam atstumui tarp mazgy. Kodai parasyti po kiekvieno rtsies pavadinimo nurodo
16S rDNR prieigos numerj GenBank. Filogenetinis medis redukuotas atsizvelgiant j kai kuriy
tipiniy kamieny tolimg filogenetinj giminingumg tiriamam kamienui (neiSkraipant tiriamo
Staphylococcus sp. AG1 filogenijos). (B) novobiocino ir (C) ir koaguliazés testy rezultatai.

Sekvenuoto Staphylococcus sp. AG1 kamieno (GenBank prieigos nr.:
SAYP00000000) filogenominé analizé¢, naudojant Genomo-Genomo
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Atstumo Skaiciuotuva (GGAS) skaitmeninei DNR-DNR hibridizacijai atlikti
(Meier-Kolthoff ir kt., 2013), parodé, kad didziausia tikimybé, kad tiriamieji
genomai priklauso tai paciai rusiai (tikimybé, kad DDH > 70 %) buvo
nustatyta tarp Staphylococcus AGL1 ir S. saprophyticus subsp. saprophyticus
ATCC 15305 (97.79 % tikimybé). Tikimybé, kad Staphylococcus sp. AGL ir
S. saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305 yra vienas kamienas
(DDH > 79 %) sudaré 76,56 %. G+C % sastato skirtumas Staphylococcus
sp. AGL1 ir S. saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305 sudaré 0.26
(Meier-Kolthoff ir kt., 2014a, b). Remiantis GGAS rekomendacijomis §is
skirtumas tarp tai paciai rii$iai priklausanéiy organizmy negali biti didesnis
nei 1. Genomo-genomo skai¢iuotuvo nustatyta Staphylococcus sp. AGL ir
kity palyginimui pasirinkty tipiniy kamieny tikimybé priklausyti vienai
rusiai (t.y. DDH > 70 %) buvo praktiskai lygi 0. ISsamiis skaitmeninés DNR-
DNR hibridizacijos rezultatai pateikti 3.10 lenteléje.

3.10 lentelé. Skaitmeninés DNR-DNR hibridizacijos rezultatai gauti remiantis antra
GGAS rekomenduojama formule.

Tiriamasis / Lyginamieji genomai DDH Tikimybé, kad G+C
uzklausos DDH > 70 % skirtumai
genomas

S. saprophyticus subsp. 97,7 97,79 0,26

saprophyticus ATCC
15305-NCTC 72927

S. saprophyticus NCTC 92,1 96,46 0,19
Staphylococcus 7666
sp. AG1 S. saprophyticus 1A 92,1 96,46 0,25
S. xylosus ATCC 299717 24,2 0,01 0,29
S. equorum NCTC 23,3 0 0,13
124147
S. succinus DSM 146177 22,5 0 0,04

S. saprophyticus rasis nuo kity stafilokoky taip pat gali bati atskiriama
pagal neigiama koaguliazés testa ir atsparuma antibiotikui novobiocinui.
Siame darbe atlikti pastarieji biocheminiai testai patvirtino, kad
Staphylococcus sp. AG1 budinga neigiama koagulazés reakcija ir atsparumas
novobiocinui (Petri lékStelése nustatytos mazesnés nei 12 mm (riba dar
leidzianti teigti, kad kamienas nejautrus novobiocinui) slopinimo
novobiocinu zonos). Kontroliniai (3.11 pav., B) S. aureus ATCC 25932 ir S.
epidermidis ATCC 12228 kamienai atliekant koagulazés testa pasizymeéjo
teigiama reakcija (neigiama kontrolé) ir neigiama reakcija (teigiama
kontrol¢), atitinkamai. Be to, abu kontroliniai kamienai buvo jautriis
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novobiocinui: Petri lékstelése susidaré 16-27 mm novobiocino slopinimo
zonos (3.11 pav., C).

3.8 EstAG1 a.r. sekos analizé, geno klonavimas, raiska ir
gryninimas

Po S. saprophyticus AG1 genomo sekoskaitos BaseClear
(Nyderlandai) ir jo anotacijos pagal Prokka (Seemann, 2014) genome
nustatyti 6 numanomus lipolizinius fermentus (karboksilesterazes ir lipazes)
koduojantys regionai (angl., CDS) / genai (3.11 lentelé). Staphylococcus
gentyje zinomi ir placiai apraSyti lipoliziniai fermentai, kurie sudaro pre-pro-
fermentus, didZioji dauguma kuriy yra lipazés. Taip pat S. saprophyticus
rusyje aprasSyta ne visiems kamienams biidinga pavirSiné Ssp lipazé (Sakinc
ir kt., 2005, Szabados ir kt., 2013), o apie Sios ne tik rasies, bet ir bakterijy
genties karboksilesterazes (EC 3.1.1.1), duomeny visiskai néra.

Atlikus S. saprophyticus AG1 gDNR anotuoty numanomy lipoliziniy
fermenty iSsamesne analize, tolimesniems eksperimentiniams tyrimams
(klonavimui, raiSkai, gryninimui ir apibiidinimui) buvo pasirinktas est 1
geno koduojamas 903 bp/300 a.r. baltymas — numanoma tikroji esterazé
(karboksilesterazé, EC 3.1.1.-), kuriai Siame darbe suteiktas estAGl
(EstAGl) (GeneBank prieigos nr.. MK336172) pavadinimas. EStAG1
pasirinktas tolimesniems tyrimams dél  priklausomybés neapraSytoms
esterazéms, sekoje nustatyto netradicinio, lipoliziniams fermentams
nebudingo konservatyvaus GDGTG pentapeptido motyvo, kuriame
nenustatyta absoliu¢iai daugumai lipoliziniy fermenty budinga itin
konservatyvi nukleofiliné Ser a.r. liekana.

3.11 lentelé. S. saprophyticus AG1 genome nustatyti numanomi lipoliziniai fermentai.

eno pav. )
W lip_1 est 1 est 2 est 3 est 4 MIMI_R526

Geno dydis, bp 2259 903 975 735 741 1032

Numanomas lipazé esterazé esterazé esterazé esterazé numanoma

produktas arba arba o/f -
lipazé lipazé hidrolazé

Pirmtakas, 753 300 324 245 246 343

ar.

Subrendes 716/7? 300 arba ? 324 arba ? 245 arba ? 246 arba ? 343/7?

baltymas, a.r.

Signaliné seka  Sec/SPI' néra néra/ néra/ néra/ neklasiking

ir jos kirpimo AQAsz7- /neklasiking neklasikiné neklasiking neklasikiné nuo Sec

vieta (pagal 38TE nepriklaus-

SignalP 5.0) oma

sekrecija
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Numanoma 83,21ir 35/7? 36,7/? 27,47 2817 39,6ir?

pirmtaky ir 79,331

subrendusiy

baltymy

molekuliné

masé, kDa

Numanoma Uzlasteli-  Vidulastli- Vidulasteli-  Vidulasteli-  Vidulasteli-  Uzlasteliné

lokalizacija né terpé né terpé né terpé né terpé né terpé terpé

AntSeimis o/B — hidrolazés

Numanoma 1.6/ IV Seima / IV Seima / XIII $eima / XIII §eima / IV Seima /

§e_ima pagal ?Eg:irlleillp ;ﬂgﬁ?ﬁ,lilipase bHSL CarbLipBact_1 CarbLipBact_1 bHSL

Hitch ir _like (bHSL)

Clavel (2019)

bei ESTHER

duomeny baze

Numanomas EC EC3.1.1.- EC3.1.1.- EC3.1.1.1 EC3.1.1.1 EC3.1.1.1

EC numeris 3.1.1.3ii /3
"_ Sec/SPI: Sec sekrecijos sistemos translokuojamas baltymas N-gale turintis “standartinj” signalinj peptida atpaZjstama ir
nukerpama signalinés peptidazés I; ' - manomai tai yra pre-pro-peptida formuojantis lipolizinis fermentas, &ia po signalinio
peptido pasalinimo, specifiniy peptidaziy uzlastelingje terpéje pasalinamas ir propeptidas. Po pre-pro-peptido pasalinimo lieka
~46 kDa subrendgs baltymas. lip_1 atveju vienas pladiausiai naudojamy propeptidy prognozavimo internetiniy jrankiy Sioje

sekoje propeptido nenustaté, taciau lip_ 1 homologijos tyrimas parodé, kad seka yra itin panasi | minéta potransliacing
iii

modifikacija pereinancius stafilokokinius lipolizinius fermentus;
*

— artimiausi charakterizuoti $ios numanomos lip_1
homologai be lipolizinio pasizymi ir fosfolipzés Al aktyvumu;
nezinomi dél nenustatytos, galimai $alinamos signalinés sekos.

- subrendusio baltymo a.r. sekos ilgis/molekuliné mase

ESTHER duomeny bazéje atliktas BLASTp atskleidé, kad
numanomas lipolizinis EstAG1 fermentas pagal homologija priklauso
bakterinei hormonams jautriy lipoliziniy fermenty Seimai (bHJL, angl.,
bacterial hormone-sensitive lipase-like, bHSL), kuri pagal Kovacic ir kt.
(2019) bei Hitch ir Clavel (2019) naujausias Klasifikacijas atitinka IV $eima
(Kovacic ir kt., 2019, Hitch ir Clavel, 2019). Atliekant ,,nepasikartojanéiy
baltymy seky (angl., non-redundant, nr) paieSka NCBI BLASTp, nustatytas
EstAG1 fermento 100 % seky identiSkumas S. saprophyticus prieinamuose
genomuose koduojamiems neapra$ytiems numanomiems lipoliziniams
fermentams, taip pat nuo 76 iki 72 % homologija nustatyta S. xylosus, S.
gallinarum, S. succinus ir S. edaphicus numanomiems lipoliziniams
fermentams (prieigos nr. nepateikti). Naudojant ESTHER duomeny baze
nustatyta EstAG1 sekos homologija S. haemolyticus JSSC1435 esterazei (59
% panaSumas, 74 % persidengimas GenBank prieigos nr. AP006716 + 63
GenBank identiskos jvestys), S. aureus numanomai lipazei/esterazei (54 %
panasumas, 75 % persidengimas, GG749056), S. epidermidis ATCC 12228
numanomai esterazei (54 % panaSumas, 74 % persidengimas, AE015929),
Streptococcus pyogenes serotipo M28 esterazei (29 % panaSumas, 48 %
persidengimas, CP000056), S. aureus o/B-hidrolazing klost¢ turin¢iam
baltymui (37 % panasumas, 54 % persidengimas, AAPL01000001 + 64
GeneBank jvestys). Taciau visi i§vardinti ESTHER/NCBI duomeny bazése
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rasti homologai neturi jokiy egzistavimo jrodymy eksperimentiniame lygyje.
Lyginant su artimiausiais funkciskai istirtais homologais, kuriy sekos buvo
nustatytos  UniProt/SwissProt/I-TASSER (prieigos nr. nurodyti 2.20
poskyryje), ir analizuojant moksling literatirg (prieigos nr.. AB029896,
SC07131, FN985096, BAB05967, AAWG62260, AAZ67909, 4Q30.1,
3K6K.1, 3DNM.1, 4Q05, 4XVC.1) (Kulakova ir kt., 2004, Deb ir kt., 2006,
Ko ir kt., 2012, Huang ir kt., 2016, Petrovskaya ir kt., 2016, Zafareta ir kt.,
2016, Dua ir kt., 2017), jy ir EstAG1 identiSkumas tesieké <30 %. Remiantis
Hitch ir Clavel (2019) sitlomos atnaujintos bakteriniy lipoliziniy fermenty
klasifikacijos tokios homologijos nepakanka fermento priskyrimui IV arba
bHIL bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimai (Hitch ir Clavel, 2019).

Toliau atliekant EStAG1 a.r. sekos analize, pre-pro-peptidinés
fermenty organizacijos pozymiy nenustatyta, taip pat sekoje nenustatyta
“klasikiniy” signaliniy peptidy (pavyzdziui, Sec) ar sekrecijos be lyderinés
sekos pozymiy, kas nurodo galima vidulasteling fermento prigimtj arba, kad
fermentas yra sekretuojamas pasitelkianti nezinomus signalus.

Nuo S. saprophyticus AGl gDNR pagausintas 903-bp, EStAG1
koduojantis produktas buvo klonuotas j pET-26b(+) raiSkos vektoriy, atlikta
jterpto geno sekoskaita. Sekoskaita patvirtinus jterptg sekg, konstruktas
perkeltas j padidintai fermento sintezei skirtg E. coli BL21 (DE3). Teoriskai
nustatyta molekuliné subrendusio EstAG1 fermento masé (su 6xHis inkaru)
ir izoelektrinis taskas lygtus 36,1 kDa ir 6,613, atitinkamai. Po EstAGlI
sintezés indukcijos, naudojant IPTG (galutiné konc. 1 mM) bei
rekomenduojamas pirmines salygas (LB terpé, indukuojamy Iasteliy
0T=0,6, 37 °C), indukuoty E. coli BL21 (DE3) rekombinantiniy (bei
kontroliniy neindukuoty) lasteliy bendri baltymy profiliai analizuoti NDS-
PAGE. Nustatyta, kad minétomis salygomis, indukuotose lastelése jau pirma
val. po indukcijos ties ~36 kDa molekuliniu Zymeniu matomas gana gausiai
sintetinamas baltymas (3.12 pav.).

Atliekant EStAG1 lokalizacijos analize, nustatyta, kad tikslinis
baltymas rekombinantiniy bakterijy citoplazmoje formuoja netirpius
kunelius. Norint nustatyti, ar EStAG1 tirpumas galéty pageréti pakeitus
indukcijos salygas, sinteze buvo indukuojama M9 terpéje bei mazinant
indukuoty lgsteliy augimo temperattrg iki 27 °C ar 17 °C (auginant tiek M9,
tick LB terpéje). Taip pat buvo kei¢iamos indukuojamy lasteliy OTeoo ir
IPTG koncentracijos. Pasirinktos Zemesnés indukcijos temperatiiros
reik§mingai prailgindavo rekombinantiniy lasteliy augima iki indukcijai
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tinkamo OTepo bei fermento raiSkos, gaunant padidintg sinteze, pradzia,
kurios metu buvo gaunamas vis tiek netirpus baltymas.

M NO 10 N1 11 N2 12 N3 I3 N4 14 N5 IS N6 16 N7 17

A
~g
40 kDa—> -

30KkDa— e

B M NO 10 NI 11 N2 12 N3 I3 N& 4 N5 IS N6 16 N7 17

- ]

S smmlesail™y
M NO

3.12 pav. E. coli BL21 (DE3) su pET-26b(+)_estAG1 lasteliy auginty LB, 37 °C, bendry
baltymy kiekiy profiliai, indukuojant iki skirtingos galutinés IPTG koncentracijos: a) 0,1 mM,
b) 0,4 mM, ¢) 1 mM. NO — N7 — neindukuoty transformanty baltymy profiliai, lasteliy
méginius renkant 0 — 7 val.; 10 — I7 — indukuoty transformanty baltymy profiliai, lasteliy
méginius renkant 0 — 7 val. po indukcijos. 0 val. atitinka bakterijy pasiekta OTs00=0,8. M —
baltymy molekulinés masés Zymuo PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder.

Tirpaus EstAGl taip pat nepavyko gauti atlickant indukcijag E. coli
Rosetta (DE3)/C41 (DE3) lastelése. Dél Sios priezasties, EStAG1 padidintai
sintezei buvo pasirinktos tokios salygos: E. coli BL21 (DE3), LB terp¢, 37
°C temperatiira, galutiné 0,4 mM IPTG koncentracija, indukuojant lasteles,
kai jy OTe=0,8. Didziausias minétomis saglygomis baltymo kiekis lastelése
gautas 2-4 val. po indukcijos (pav. 3.12, B).

Tikslinio baltymo gryninimui E. coli BL21 (DE3) lastelés buvo
surenkamos 2 val. nuo indukcijos pradzios. Gryninimas taikant IMAC
denattiruojan¢iomis salygomis leido EstAG1 fermentg iSgryninti tik dalinai
(3.13 pav., A). Norint gauti didesnj grynumga ir paSalinti naudoty IMAC
buferiniy tirpaly drusky, EstAGl fermentas papildomai grynintas,
pasitelkiant gelfiltracija ir dializuojant. Gelfiltracijos gryninimo frakcijos
parodytos paveiksle 3.13 (B).
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A M1 234 567 8 91011
—
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40 kDa :
30 kpa :-i'; = W 313 pav. IMAC (A) ir gelfiltracijos
gryninimo frakcijy (B) NDS-PAGE. (A) 1-
S EC 78 51088 2 —neprisijungg (pratekéje) baltymai; 3—6:

plovimo frakcijos; 7-11: eliucijos frakcijos.
(B) 1-4: neprisijungg baltymai, 5-11:
EstAGL1 eliucijos frakcijos. M - baltymy
molekulinés masés zymuo, PageRuler
Unstained Broad Range Protein Ladder.

Pasirinkta EstAG1 gryninimo strategija leido pilnai i$gryninti ir gauti
tirpy, renatiiruotos formos tikslinj baltyma, tinkamga tolimesnei analizei.

3.9 EstAG1 charakterizavimas

3.9.1 EstAG]1 temperatirinis, pH optimumas ir termostabilumas

EStAG1 veikimas, kaip ir tirto LipBST, pirmiausiai, buvo
optimizuotas jvertinant bendrag temperatiros ir pH jtakg fermento aktyvumui,
taikant PAM. Eksperimentinis planas ir gauti rezultatai (atsakas) bei atliktos
dispersinés analizés (ANOVA) duomenys pateikti 3.12 ir 3.13 lentelése.

3.12 lentelé. Eksperimentinis planas ir atsako vertés gautos atliekant bendro
temperatiiros ir pH poveikio jvertinimg optimaliam EstAG1 veikimui.

Nr Veiksnys 1 Veiksnys 2 Atsakas 1
' A: Temperatiira B: pH Aktyvumas, U/mg
1 47,5 7,5 1,54539 + 0,2827
2 41,5 7,5 1,68295 + 0,1208
3 80 12 0,507139 + 0,0207
4 47,5 11 0,0756 + 0,0464
5 47,5 7,5 1,8806 + 0,0324
6 15 7,5 0,060873 + 0,0226
7 47,5 13,9 0,743678 + 0,1064
8 93,5 7,5 0,003956 + 0,0022
9 80 3 0,00139 + 0,0007
10 15 12 0,004598 + 0,0086
11 47,5 7,5 1,5067 + 0,0429
12 47,5 7,5 1,53034 + 0,0433
13 15 3 0,000768 + 0,0041

Nustatyta, kad pasirinkti tyrimui kintamieji turéjo reikSmingos jtakos
EstAG1 aktyvumui ir nustatytos preliminarios optimalios fermento veikimui
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temperattros ir pH reikSmes lygios 47,5 ir 7,5, atitinkamai. Optimizacijos
atsako pavir$iaus plotas parodytas 3.14 paveiksle.

3.13 lentelé. EstAG1 aktyvumo skirtingose temperatiirose ir pH optimizacijos
modelio ANOVA.

Kvadraty gf Vidutinis F- p-
suma kvadratas reik§mé  reik§mé
Modelis 7.00 5 1.40 54.05 <0.0001 reiksminga
A-Temperatiira 0.0223 1 0.0223 0.8621 0.3841
B-pH 0.2644 1 0.2644 10.21 0.0152
AB 0.0630 1 0.0630 2.43 0.1629
A? 4.70 1 4.70 181.25 <0.0001
B? 2.79 1 2.79 107.58 <0.0001
Likutiné 0.1813 7 0.0259
paklaida
Atitikimo 0.0834 3 0.0278 1.14 0.4355  nereikSmingas
nebuvimas
Teoriné 0.0979 4 0.0245
paklaida
R?: 0.9748

i — laisvés laipsniai (angl., degrees of freedom)

Sudaryto modelio F- ir p-reik§més buvo 54,05 ir 0,0001, atitinkamai.
Tai parodo, kad modelis yra reik§mingas, t.y., statistiSkai tinkamas apraSyti
ry§j tarp nepriklausomy kintamyjy (temperatiros ir pH) bei atsako.
ApskaiGiuotas determinacijos koeficientas (R?) - 0,9748. Tokia Sio
koeficiento reik§mé parodo, kad 97,48 % atsako priklauso nuo pasirinkty
kintamyjy, o like 2,52 % néra apraSomi sudaryto statistinio modelio.

Aktyvumas, U/mg

3.14 pav. Atsako pavirsiaus plotas
apibiidinantis bendra temperatiiros ir
pH poveikj optimaliam EstAG1
aktyvumui. Optimizavimo rezultatai:
47,5 °C, pH 7,5. Naudotas substratas:
p-NPC, aktyvumas 2 U/mg.

A: Temperatiira, C
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Temperatiros ir pH jtaka EStAG aktyvumui buvo papildomai
analizuojama 40-55 °C ir pH 7-9 ribose, atliekant siy aplinkos veiksniy
jitakos fermento veikimui analize, vertinant juos atskirai. Rezultatai parodé,
kad optimalGs EstAGl veikimui temperatira ir pH yra 45 °C ir pH 8,
atitinkamai. Tokie rezultatai sutampa su analize atlikta taikant PAM. Be to,
nustatyta, kad 45-50 °C temperatiiry ribose EstAG1 pasizymi beveik
vienodu aktyvumu, tadiau mazinant ir didinant temperatiirg bei keifiant
aplinkos pH, fermento aktyvumas reik§mingai sumazéja. Taip pat nustatyta,
kad bendrai EstAG1 islaiko aktyvumg 20-70 °C temperatiiros ir pH 4-11
ribose. EStAGLl pagal budingas temperatiiros ir optimalaus veikimui pH
reikSmes galéty biiti priskirtas prie nezymiai kar$¢iui atsparaus, Sarminio
lipolizinio fermento. EstAG1 budingos temperatiros ir pH veikimo ribos
néra nejprastos jvairiy bakterijy lipazéms/esterazéms. Visi toliau §iame darbe
vykdyti EStAG1 aktyvumo matavimai buvo atliekami nustatytomis
optimaliomis sglygomis: 45 °C temperatiroje, pH 8.

Po EstAG1 inkubavimo 240 min. skirtingose temperatiirose, kas 60
min. matuojant liekamajj fermento aktyvumg, buvo nustatyta, kad EstAG1
yra jautrus aukStai temperatiirai. EstAGl aktyvumas per pirmgsias
inkubavimo 50-55 °C temperatiiroje minutes reik§mingai nukrito ir po 180
min. inkubavimo §iose temperatiirose iSlaiké tik 10 % aktyvumo. Nors 45 °C
temperatiira EstAG1 aktyvumui nustatyta kaip optimali, ilgesnj laikg Sioje
temperattroje inkubuojamas fermentas jau po 60 min. iSlaiké tik 60 %
maksimalaus nustatyto savitojo aktyvumo ir iki inkubacijos laiko pabaigos
fermentas laipsniskai kas 60 min. prarado po 10 % aktyvumo. Panasi
tendencija nustatyta ir 40, 35 bei 30 °C temperatiirose, bet iSlaikant didesnj
lickamajj aktyvuma negu 45 °C (3.15 pav.).

—.— 0

. ! *—“f-li_, 25°C
= = 30°C
2N AN + 35°C
G B N

| ™ .

a0 “ R

204 — i * 50°C

0 . — % _1 o 55°C 3.15 pav. EStAG1
’ g Tk 24 termostabilumas.

Liekamasis santykinis aktyvumas, %

Laikas, min.

Vienintelé nustatyta temperattra, kurioje EstAG1 pasizyméjo 100 %
ar net aukStesniu lickamuoju aktyvumu visg inkubavimo laika buvo 25 °C
temperattra. Stabilumas tokioje temperatiiroje gali turéti praktinés reikSmeés.
Remiantis termostabilumo charakteristika, EstAG1 lipolizinis fermentas

109



galéty biti naudingas S$iuo metu aktualiose gamtai draugiskose
(ekologiSkose) pramonés srityse, kur procesy vykdymas, gaunant tam tikrus
produktus, nereikalauja didelio energijos jnaso, pavyzdZiui, temperatiirai
jautriy itin gryny organiniy junginiy sintezé, detergenty pramoné,
bioremediacija ir biokonversija (Panda ir Gowrishankar, 2005, Kavitha,
2016).

3.9.2 EstAG1 substratinis savitumas ir regiosavitumas

Norint iSsamiau charakterizuoti EStAG1 lipolizinj fermentg, buvo
jvertintas jo geb¢jimas hidrolizuoti skirtingo ilgio anglies atomy grandines
turincius sintetinius P-NP substratus (nuo Ca iki Cis.), nustatyti tam tikry
substraty hidrolizés Kkataliziniai parametrai (konstantos) ir EStAGl
regiosavitumas. Didziausias EstAG1 aktyvumas nustatytas p-NPC (Cag.o)
atzvilgiu (3.16 pav., A). Taciau 3.16 (A) paveiksle taip pat matoma, kad
EstAG1 bendrai yra aktyvesnis viduting ir ilgg anglies atomy granding
turintiems p-NP substratams, o trumpesne nei Cgo turiniy substraty
atzvilgiu fermentas yra beveik neaktyvus (3.16 pav., A).

A B
1 2 3
o 100 =
S % C
g 80
© TAG
§ 70
) ped LRR
£ %0 T =
S 4 - o
2 30 OJL\/\x\x\fv“\/\/mg
= 20 o]
2 10l I NP
3 ‘ DAG 2
0.;9 o.“ G,& oh? 0"1“ 0,& 0\‘3 d,,-“ 07 N NN e
skirtingo ilgio C-atomy grandines turintys p-NP MAG

substratai

3.16 pav. Substratinio savitumo diagrama (A) ir (B) plonasluoksné 1,3-dipalmitoil-2-
oleoilglicerolio (1,3-DP-2-OG) hidrolizés produkty chromatograma: 1 — kontrolé (fermentais
nepaveiktas 1,3-DP-2-0G), 2 — po EstAG1 katalizés gauti 1,3-DP-2-OG hidrolizés produktai,
3- po Lipolase 100 L katalizés gauti 1,3-DP-2-OG hidrolizés produktai. LRR - laisvosios RR,
TAG - triacilglicerolis, DAG — diacilglicerolis, MAG — monoacilglicerolis. (C) 1,3-DP-2-0G
molekulés schema.

Lipoliziniy fermenty savitumo p-NP substraty atzvilgiu nustatymas —
bendrai priimtas standartinis testas, preliminariai leidZiantis tiriamajj
lipolizinj fermentg priskirti lipazei arba esterazei. Gauti rezultatai parode,
kad EstAGl lipoliziniam fermentui biidingas tarpinis tarp esteraziy ir lipaziy
savitumo p-NP substratams profilis. Toks neryskiai iSreikstas savitumas
substratui pastaruoju metu nustatomas daznai. Dél Siy ir kity panasiy
nustatyty charakteristiky, placias substratinio savitumo ribas turinCias
esterazes ir lipazes netgi sitiloma klasifikuoti kaip “universalias lipazes” (EC
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3.1.1.X), priskiriant joms vieninga EC numerj (Bariuso ir kt., 2016).
Lipoliziniy fermenty platus substratinis savitumas taip pat gali biti susijes su
tuo, kad fermentai, lyginant su in vivo aplinka, in vitro aplinkoje tampa

S ace

maziau saviti, ,,neiSranklis* substratui ir geba katalizuoti jvairiy panasiy (ir
visai nebiidingy / nenustatyty) substraty virsmus (Pandya ir kt., 2014). Taip,
vis daZniau, tiriant lipolizinius fermentus, nustatyti ribas tarp kai kuriy
esteraziy ir lipaziy remiantis vien tik jy geba katalizuoti tam tikrus p-NP ar
trumpas / ilgas RR TAG turin¢iy molekuliy hidrolize, tampa vis sudétingiau.
Visgi, kokybiskai vertinant EstAG1 geba katalizuoti natiiraliy riebaliniy
medziagy hidrolize, buvo nustatyta tributirino hidrolizé (3.17 pav.), bet
aktyvumu alyvuogiy aliejaus atzvilgiu (tikryjy lipaziy substratas) fermentas
nepasizyméjo. Apibendrinant rezultatus, gautus tiriant EstAG1 substratinj
savituma su p-NP esteriais ir natdraliais TAG, galima daryti preliminarig
iSvada, kad EstAG1 yra karboksilesterazé (EC 3.1.1.1).

3.17 pav. EstAG1 tributirino hidrolizés zona.

Tiriant EStAGL1 1,3-dipalmitoil-2-oleoilglicerolio hidrolizés ypatumus,
buvo nustatyta, kad lyginant tiriamojo fermento atpalaiduotus produktus su
produktais, gautais paveikus substratg Zinomo savitumo (sn-1,3) lipaze, buvo
padaryta iSvada, kad EstAGl regiosavitumu nepasizyméjo. EStAGL
katalizavo esterinio rySio hidroliz¢ visuose substrato Sn- pozicijose, tuo tarpu
katalizuojant Lipolase L100 susidaré MAG (2-oleoilglicerolis) ir DAG (3-
palmitoil-2-oleoilglicerolis, 1-palmitoil-2-oleoilglicerolis), patvirtinantys
zinomg fermento Sn-1,3 pozicinj savituma (3.16 pav., B). Pozicinis
neatrankumas yra pakankamai daZnai pasitaikanti lipoliziniy fermenty
ypatybé (Lanser ir kt., 2002), nors yra nustatyta, kad Staphylococcus sp. pre-
pro-peptidinés struktiiros lipazés daznai pasizymi regiosavitumu (Horchani ir
kt., 2012). DazZnai lipoliziniy fermenty regiosavitumas gali bati jvairias
buidais moduliuojamas (Silveira ir kt., 2017).

Kinetiniai EstAG1 parametrai nustatyti tiriant skirtingas geriausiai
fermento hidrolizuojamy p-NP substraty koncentracijas. Nustatytas linijinis
EstAGI hidrolizés reakcijos grei¢io atsakas j skirtingas p-NPC substrato
koncentracijas, naudojamas reakcijoms vykdyti. Nustatyta, kad EStAG1
Vinax, Km, Kiat el Kea/Km reik§més (katalizuojant p-NPC hidrolize) lygios
2,068 + 0,64 uM - min™t- mg?, 2,054 x 10" £ 0,056 uM, 1,969 x 10° s™ ir
9568 x 10" s*. uM™, atitinkamai.
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3.9.3 Metaly jony, detergenty ir organiniy tirpikliy jtaka
EstAG1 aktyvumui

Fermenty atsparumo jvairiems metaly jonams, detergentams ir
organiniams tirpikliams tyrimas yra svarbus norint suprasti fermento
veikimo principus bei svarstyti fermento pritaikymo galimybes. Norint
nustatyti minéty medziagy poveikj EstAG1 aktyvumui, visos fermentinés
reakcijos buvo vykdomos EstAG1 nustatytomis standartinémis reakcijos
salygomis (2.16.5).

Pirma, buvo tirtas jvairiy vien- ir dvivalenéiy metaly jony (naudoti
pasirinkty metaly chloridai) poveikis. Visy tyrime naudoty metaly jony,
isskyrus Mg ir K*, kurie beveik neturéjo jtakos fermento aktyvumui, 5 mM
koncentracijos visiskai inaktyvavo fermentg. Fermentinés reakcijos misinyje
esantis 1 mM Ca* jony hiperaktyvino EstAG1, o po inkubacijos su 1 mM
Ni**, Mn*" jonais, fermentas pasizymejo >50 % liekamuoju aktyvumu (3.14
lentelé).

3.14 lentelé. Jvairiy metaly jony ir EDTA poveikis EstAG1 aktyvumui fermentinés
reakcijos metu. ParySkintas >50 % liekamasis EStAG1 aktyvumas.

Metalu ionai Koncentracija fermentinés Liekamasis aktyvumas,
4 reakcijos miSinyje (mM) %
1 149,04 + 28,88
2+ [l [l
Ca 5 0
MgZ+ 1 94,89 £ 19,36
5 11,45+ 11,04
. 1 71,09 + 3,80
2+ [l [l
NI 5 0
1 38,09 £ 14,44
2+ ' '
Ba 5 0
1 49,41 + 6,59
2+ ' '
Cd 5 0
1 47,83 +£13,98
2+ ' '
Co 5 0
1 55,16 £ 9,76
2+ ’ ]
Mn 5 0
1 33,90 £ 9,38
3+ [l ’
Fe 5 0
K 1 70,68 £ 15,13
5 9,87 £8,70
1 135,1+12,2
EDTA 5 86,35+ 6,8
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Inkubuojant (25 °C, 30 min.) terpéje su tam tikrais metaly jonais (1
mM Ca®*, Mg®, Ba®*, Ni**, Mn*" ir K* - inkubavimui atrinkti dél nustatyto
aktyvuojancio arba nestipriai slopinancio poveikio) (3.17 lentelé) nustatyta,
kad EstAG1 aktyvumas, lyginant su rezultatais gautais nepaveikus fermento,
praktiskai nesumazéjo arba sumazéjo tik iki ~80 % (veikiant su Ca*, Ni**,
Mn?*, K* Katijonais). Po inkubavimo su Mn®*, EStAG1, atlickant reakcija
standartinémis  sglygomis, pasizyméjo hiperaktyvumu — nustatytas
aktyvumas buvo >3 kartus didesnis lyginant su nepaveikto fermento
aktyvumu. Ba®* taip pat aktyvavo EStAGI, tadiau nustatytas mazesnis
aktyvumas nei naudojant Mn®" jonus.

Metaly jonus chelatuojanc¢io EDTA agento poveikis skirtingomis
tyrimo sglygomis (pridedant jo j reakcijos misinj bei inkubuojant 30 min. su
EstAG1) neturéjo didelés reikSmés liekamajam EstAGl aktyvumui.
Apibendrinant rezultatus, galima teigti, kad EStAG1 yra tam tikry metaly
jony aktyvinamas fermentas. EstAG1 aktyvinimas tam tikrais metaly jonais
reiskia, kad fermentas yra ,,skatinamas“ geriau veikti (biiti aktyvesniu), kai
jo iSorinéje aplinkoje yra specifiniy metaly jony. Lipoliziniy fermenty atveju
ju aktyvinimas j terpe pridéjus tam tikry metaly jony néra reta savybé:
daznai nustatoma, kad tiek stafilokoky, tiek kity mikroorganizmy
lipaziy/esteraziy aktyvumas didéja aplinkoje esant Ca®* arba kity dvivalenéiy
jony (numanoma, kad Ca?" savitai stabilizuoja §iy fermenty struktiirg, kas
savo ruoztu skatina didesnj aktyvuma).

Pramoniniu pozitriu detergenty / pavirSiaus aktyviy medziagy
poveikiui atsparts lipoliziniai fermentai gali bati naudojami kaip natdralis,
ekologiski ir gamtai nekenkiantys papildomi plovimo agentai bei kai kuriy
cheminiy junginiy, esanciy detergentuose, pakaitalai. Be to, daznai
nustatoma, kad detergentai gali bati naudojami lipoliziniy fermenty
aktyvinimui ir taip vadinamam lipoliziniy fermenty, turiniy dangtelio
domeng, molekuliniam bioimprintingui (fermenty uZlaikymui aktyvioje
busenoje), kuris turi teigiamos jtakos funkcinéms fermento savybéms
(Mukherjee ir Gupta, 2015, Mukherjee ir Gupta, 2016). Visy naudoty
nejoniniy Tween ir Triton X-100 detergenty skirtingy koncentracijy tirpalai,
pridéti j fermentinés reakcijos miSinius veiké EstAGl slopinanciai (3.15
lentelé). Atlieckant fermenting reakcija su NDS (0,02 % ir 0,05 %), fermento
aktyvumas reik§mingai nesumaz¢jo, taciau padidinus koncentracija iki 0,5 %
fermento liekamasis aktyvumas tesieké 12,46 + 7,5 %. Katijoninio
detergento CTAB 0,02 % koncentracija neturéjo didelés jtakos EstAG1
katalizuojamos reakcijos greiCiui, taCiau didesnés tirtos koncentracijos
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fermento aktyvuma p-NPC substrato atzvilgiu slopino. Dél nustatyto tam
tikry naudoty NDS ir CTAB koncentracijy (% v/v) (3.15 lentelé) poveikio
fermentui, pridéjus jy j reakcijos miSinj, nuspresta atlikti NDS ir CTAB
poveikio EstAGl1 tyrimg inkubuojant fermentg su Siomis (1 %, V/V)
medziagomis 30 min. Nustatyta, kad po 30 min. inkubavimo su CTAB,
fermento aktyvumas, atliekant reakcijg standartinémis salygomis, padidéjo
1,5 karto, lyginant su reakcija, katalizuojama pastaraja chemine medziaga
nepaveikto fermento. Po poveikio NDS, fermentinis liekamasis aktyvumas
sudaré tik 33 %. Apibendrinant galima teigti: 1) detergentai gali padidinti
lipoliziniy fermenty (turin¢iy dangteliy domeng) aktyvuma padidindami
vandens-lipido pavirsiaus plota; 2) stabilizuoti fermentus atviroje, aktyvioje
konfirmacijoje; 3) padidinti substrato tirpuma ir 4) neleisti lipoliziniams
fermentams agreguoti (lipoliziniai fermentai dél natiiraliai turimy
hidrofobiniy molekulés daliy, tokiy kaip dangtelio domenas, daznai linke
agreguoti) (Guncheva ir Zhyriakova, 2011). Detergenty poveikis neleidziant
lipoliziniams fermentams agreguoti dazniausiai aiSkinamas S$iy medziagy
geba sumazinti hidrofobiniy ry$iy susidaryma tarp fermento molekuliy, o tai,
savo ruoztu, gali padidinti substrato prieiga prie aktyvaus fermento centro
(Kaur ir kt., 2016).

3.15 lentelé. vairiy detergenty poveikis EstAG1 aktyvumui fermentinés reakcijos
metu. Didesnis negu 50 % liekamasis santykinis EstAG1 aktyvumas paryskintas.

Liakamasis EStAG1 aktyvumas (%) naudojant skirtingas detegenty

Detergentas koncentracijas (%) reakcijos miSiniuose

0.02 0.05 0.1 0.5
Tween 80 12,98 £ 4,0 6,45+ 1,4 4,11+39 3,00+22
Tween 60 11,11+£1,4 8,31+22 3,44+25 0
Tween 20 7,76 +0,7 10,69 £ 0,7 7,72+2,0 1,31+1.2
Triton X-100 8,71+24 15,26+3,0 5,72+5,9 2,49+ 0
NDS 95,93+7,3 74,79+7,1 52,24 +£19,2 12,46+ 7,5
CTAB 89,9+ 15,8 0 0 0

Kita vertus, neigiamas detergenty poveikis EstAG1 aktyvumui, kaip
jau minéta, gali buti susij¢s, fermento aktyvaus centro blokavimu detergenty
molekulémis, uzkertant kelig substrato patekimui.

Lipoliziniy fermenty katalizuojamos sintezés reakcijos, vykdomos
norint i§gauti naujus, didele pridétine verte turinCius esterius, sudaro naujg ir
sparciai besivystancig $iy fermenty tyrimo sritj. Dazniausiai tokios reakcijos
katalizuojamos mazai vandens turiniuose arba bevandeniuose reakcijos
miSiniuose (organiniuose tirpikliuose), taip pat minéty produkty gavimui, be
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tam tikry riebaliniy medziagy, Kkaip substratai, jdedami ir jvairis
trumpagrandziai bei ilgagrandziai alkoholiai ar kiti organiniai tirpikliai.
Taciau, nemazai lipoliziniy fermenty organiniuose tirpikliuose yra nestabiliis
ir greitai denatiiruoja (Alnoch ir kt., 2015), dél to nenutriiksta ir vis
didéjantis, nuolatinis naujy, organiniuose tirpiklivose stabiliy lipaziy ir
esteraziy paieSkos poreikis. Nustatyta, kad EStAGl yra ne tik stabilus
hidrofobiniuose ir hidrofiliniuose organiniuose tirpikliuose, bet taip pat
daugelio jy hiperaktyvuojamas (3.16 lentelé).

3.16 lentelé. Organiniy tirpikliy poveikis EstAG1 aktyvumui fermentinés reakcijos
metu. Didesnis negu 50 % liekamasis santykinis EstAG1 aktyvumas parySkintas.

Liekamasis EstAG1 aktyvumas (%) naudojant skirtingas organiniy

toi:gﬁ(r;ilsms tirpikliy koncentracijas (%) reakcijos miSiniuose
P 05 1 5 10 20
Etanolis 119,24 + 66,06 +
1as 127,09+21,4 9245+95 80,46+ 12,8 50,7
Metanolis 22,07 + 3,4 33427 46742 0 0
DMSO 134,44 + 143,82 + 139,17 +
| 156 14763+10 1283+244 2.0 150
Dioksanas g9 474203 79264167 7452+147 5533+1,0 721';"181
n-heksanas 89,48 +20,3 4525+22,7 52,62+291 63,93+437 0
tert-
bettanolis 71,32+13,9  69,49+195  3233+12  258+4 0
Acetonas 37,2429 326+34  61,82+55 15149+49 162'929 *
2-propanolis 65,99 + 10,7 59,6 + 3,5 0 0 0

Pazymétina, kad skirtingai EstAG1 veiké trumpagrandziai alkoholiai —
etanolis ir metanolis: pirminés tirtos | reakcijos misinj pridéto etanolio
koncentracijos (0,5 % ir 1 %, v/v) nezymiai hiperaktyvavo fermentg
(nustatytas 119,24 + 14,3 % ir 127,09 + 21,4 %, atitinkamai, aktyvumas),
taciau didinant koncentracija, buvo iSlaikytas tik >60 % liekamasis EstAG1
aktyvumas. Prid¢jus 0,5 % ir 1 % metanolio (v/v) | reakcijos miSinj,
nustatyti, atitinkamai, 22,07 + 3,4 % ir 33 £ 2,7 % liekamieji EStAG1
aktyvumai (3.16 lentelé). Taip pat aktyvinanciai EstAGl fermentg veiké
visos tirtos dipolinio aprotinio tirpiklio DMSO koncentracijos. Jdomiis
rezultatai gauti tiriant acetono poveikj: aukstos (10 %, 20 %, v/v) pastarojo
tirpiklio koncentracijos tur¢jo EstAGl aktyvumag didinantj efekta, o
mazesnés buvo labiau slopinancios. Nepoliniai arba hidrofobiniai organiniai
tirpikliai turéjo bendra EstAG1 aktyvumg slopinantj poveikj.
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3.17 lentelé. EstAGl pirminio stabilumo aktyvuojaniuose agentuose tyrimo
rezultatai. Didesnis negu 50 % liekamasis santykinis EStAG1l aktyvumas
paryskintas.

EstAGL1 liekamasis

Aktyvuojantis reagentas Koncentracija
yvuol g J aktyvumas, %

Metaly jonai 1mM

Ca?* 79,92+9,3
Mg?* 333,28+ 45
Ba?* 158,85+ 21,1
Ni2* 99,88 +9
Mn?* 92,83+21,7
K* 85,08 + 13,6
Detergentai 1 % (v/v)

CTAB 146,64+ 23,1
NDS 33,76 £12,6
Organiniai tirpikliai 50% (viv)

Etanolis 99,68 + 10,7
DMSO 163,42 £ 16,2
Dioksanas 124,18 + 12,3
Kiti 1mM

EDTA 126,36 £ 18,1

Remiantis daugeliu atlikty tyrimy, yra nustatyta, kad skirtingi
lipoliziniai fermentai, daznai dél nenustatyty arba pakankamai jrodymy
neturinCiy priezasCiy, gali pasizyméti labai skirtingu jautrumu jvairiems
organiniams tirpikliams. Kaip jau buvo minéta, paprastai, lipazés/esterazés
yra nestabilios poliniuose, vandenyje tirpiuose organiniuose tirpikliuose.
ISsamiis rezultatai, kurie buvo gauti tiriant jvairiy organiniy tirpikliy poveikj
EstAG1 pateikti 3.16 lenteléje. EstAGl inkubavimo su aktyvuojanciais
organiniais tirpikliais rezultatai parodyti 3.17 lenteléje. Pastarojo
eksperimento rezultatai parodé, kad visuose pasirinktuose organiniuose
tirpikliuose (etanolis, DMSO, dioksanas), fermentas ne tik isliko stabilus, bet
ir buvo aktyvinamas (po inkubavimo su DMSO ir dioksanu). Taigi, EstAG1
yra stabilus jvairiy organinés sintezés pramonéje naudojamy reagenty
atzvilgiu.

3.10 EstAG1 erdvinés struktiros modeliavimas

EstAG1 jgyjamos tretinés baltymo struktiiros prognozavimui buvo
pasitelkti struktirinés homologijos modeliavimo serveriai ir juose sitlomi
standartiniai protokolai. Tolimesnei analizei pasirinkti Iterative ASSEmbly
Refinement (I-TASSER) serverio sitilomi modeliai, nes tai yra viena
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tiksliausiy ir §iuo metu placiausiai naudojamy simuliacijos programy (Roy ir
kt., 2010, Yang ir Zhang, 2015, Zafareta ir kt., 2016).

I-TASSER EstAGl modeliavimui atrinktus artimiausios tretinés
struktiiros Sablonus sudaré: S. aureus numanoma esterazé¢ (PDB 3D7R),
bHJL (bHSL) E40 esterazé i§ jiros sedimenty metagenominés bibliotekos
(PDB 4XVC), hipertermofiliné karboksilesterazé i§ Archeoglobus fulgidus
archéjos (PDB 1JJI) ir bHIJL EstE5 i§ metagenominés bibliotekos (PDB 3
FAK). Pastaryjy ir EstAG1 a.r. seky panasumas sieké nuo 54 % iki 21-23 %,
su 99 — 79 % persidengimu. I§ 5 geriausiy I-TASSER sistemoje
sumodeliuoty EstAG1 galimy erdviniy struktiiry, tik viena buvo sukurta su
patikimais prognozavimo jvertinimais (balais): C-balas sudaré 0,68 ir TM-
balas sudaré¢ 0,81 + 0,09 (3.18 pav.).

Numanomoje EstAGl modelio struktiiroje nustatyta lipoliziniams
fermentams ir kitiems o/B-hidrolaziy antSeimio atstovams budingas o/f-
hidrolazés klostés domenas. EstAG1 a/B-hidrolazés klosté sudaryta i§ tipisky
8 B-juosty (su 2 juosta antilygiagrecia) sujungty 6 a-spiralémis, kurios kartu
sudaro EstAG1 fermento katalizinj domeng.

dangtelio
domenas /  dangtelio domeng

= \f sudaranéios

spiralés

3.18 pav. EstAG1 tretinés struktiiros modelis su matomais kataliziniu (o/p-hidrolaziniu) ir
dangtelio domenais (A, B). (B) EstAG1 molekulés su numanomomis aktyvaus centro a.r.
lieckanomis, galimai tiesiogiai dalyvaujan¢iomis katalizéje. (C) padidintas aktyvaus centro ir
galimai tiesiogiai katalizéje dalyvaujan¢iy a.r. liekany iSsidéstymo vizualizavimas
(numanoma, kad S179 (i$sidéstantis netradicinéje GXSXG sekoje), E246 ir H276 — tiesiogiali
katalizéje dalyvaujanéios ir galimai katalizing triadg sudarandios a.r. liekanos, G151 —
GDGTG pentapeptide, budingame EstAG1 Ser vietoje iSsidéstanti a.r. liekana, T152 —
galimai katalizéje tiesiogiai dalyvaujanti arba oksianijoning angg formuojanti a.r. liekana.

Be to, remiantis EstAGl sudarytu modeliu, Siam lipoliziniam
fermentui yra budingas dangtelio domenas — struktiira, butina kai kuriy
lipoliziniy fermenty katalizei (3.18 pav., A, B). EstAG1 molekulés tretinés
struktiiros modelyje nustatytas dangtelio domenas savo strukttira panasus }
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bHIL Seimos ir mikromicety lipoliziniams fermentams buidingus dangtelio
domenus: i§ dviejy atskiry a-spiraliniy regiony sudaryta strukttira, dengianti
numanoma EstAG1 aktyvyji centra (3.18 pav., B, C). Tokia dangtelio
struktiira visiSkai skiriasi nuo ,.tikryjy“ lipaziy Seimai (I Seimai pagal
Kovacic ir kt., 2019) (Kovacic ir kt., 2019) ir kt. nustatyty dangtelio
domeny, kurie struktiriS$kai dazniausiai sudaryti i§ keliy kilpy arba vienos a-
spiralés (Khan ir kt., 2017).

3.11 Daugybinis sekos palyginimas ir analizé

Daugybinis EStAG1l a.r. sekos palyginys (3.19 pav.) su aprasSyty
strukttriniy homology, absoliuti daugumg kuriy priklauso bHJL Seimai,
sekomis (Robert ir Gouet, 2014) atskleidé, kad lyginant su dazniausiai
akcentuojamais bHJL Seimai biidingais konservatyviais (Kovacic ir kt.,
2019, Kim, 2017) a.r. seky motyvais, EstAG1 sekoje nustatyti S§ie motyvai:
1) HGGY™ %! geka dalinai sudaranti oksianijoning anga (daZniausiai bHJL
Seimai bidinga HGGG); 2) netradicinis GDGTGM** pentapeptidas,
neturintis charakteringos ir absoliu¢iai konservatyvios Ser a.r. liekanos (kuri,
remiantis daugeliu literatiros S$altiniy apie lipolizinius fermentus
duomenimis, EstAG1 turéty iSsidéstyti 151 pentapeptido pozicijoje: viduriné
pentapeptido a.r. liekana); 3) LPP seka, po kurios seka pakankamai
konservatyvus motyvas su Asp/Glu ir His a.r. liekanomis, kurios tipiniu
atveju, kartu su pentapeptide esanéiu Ser, sudaro katalizine fermento triadg.
Taigi, daugybinio EstAG1 palyginio rezultatai atskleidé, kad siam fermentui
budingi pakankamai atipiniai konservatyviy seky, sutinkamy bHJL, motyvai.

Vieng jdomiausiy atradimy EstAG1 sekoje sudaré daugeliui bakteriniy
lipaziy/esteraziy badingame konservatyviajame pentapeptide (GDGTGM*-
133y vietoje Ser, 151 pozicijoje iSsidéstantis Gly. Pazymétina, kad
GDGTG!M¥ ™53 pentapeptidg sudarantis motyvas EstAGl sekoje buvo
nustatytas tiek sekvenuoto S. saprophyticus AG1 gDNR, tiek po pET-26b(+)
klonuoto estAG1l geno sekoje, atliekant rekombinantinio plazmidinio
vektoriaus konstrukto sekoskaitg.
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3.19 pav. Daugybinis EstAG1l ar. sekos palyginys su artimiausiais eksperimentiskai
aprasSytais homologais: numanoma esteraze (PDB kodas 3D7R), jiros metagenomo esterazé
(PDB kodas 4Q30), bHJL homologas EstE7 (PDB kodas 3K6K), bHJL lipaz¢é i§ metagenomo
(PDB kodas 3DNM), E40 esterazé (PDB kodas 4XVC). a-spiralés, B-juostos, atsitiktinés
spiralés ir B-linkiai pazyméti a, B, n ir T, atitinkamai. Identiskos ir itin konservatyvios a.r.
liekanos Zymimos raudona ir balta spalvomis, atitinkamai. * pazymétos katalizinés triados
Glu-246 ir His-276 a.r. Sauktuku (!) paZzyméta vieta, kur tipisku atveju konservatyviame
GXSXG issidésto katalizinés triados nukleofiliné Ser a.r. liekana, klaustukas (?) Zymi Ser-179
- nejprastoje vietoje i§sidéstanti, galimai katalizéje dalyvaujancia nukleofiling Ser a.r. lickana,
ir Thr-152 — konservatyviajame GDTGG i$sidéstancia a.r. liekana, kuri nors ir mazai tikétina,
bet hipotetiskai galéty atlikti katalizinés a.r. liekanos funkcija.
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Nejprasto pentapeptido atradimas priverte iskelti klausimg, kur sekoje
iSsidésto  lipoliziniams fermentams itin konservatyvus, katalizéje
dalyvaujantis nukleofilinis Ser ir, ar apskritai tokia a.r. liekana sekoje yra ir
dalyvauja katalizéje, ar fermentas veikia pagal kitokj, lipoliziniams
fermentams dar neapraSyta katalizés mechanizmg, naudojant netradicing
kataliziniy a.r. diada/triadg. Viena i§ iSkelty hipoteziy katalizinio Ser
atzvilgiu sudaré prielaida, kad galbit EstAG1 katalizé¢je dalyvauja ir
nukleofilinio Ser funkcija atlieka Thr-152 (isidéstantis GDGTGR1%
pentapeptide, bet ne paprastai biidingoje katalizinio Ser pozicijoje (EstAG1
atvéju tai Gly-151)). Tokia prielaidg paskatino tai, kad Thr a.r. liekana
nukleofilinés katalizinés a.r. vaidmenj atlicka kai kuriose o/p-hidrolaziy
antSeimiui priklausanciose peptidazése (treonino peptidazés), o Siy fermenty
katalizés mechanizmas yra identiSkas lipoliziniy fermenty katalizés
mechanizmui. Tadiau, zinoma, kad Thr-152 vietoje (X3), lipoliziniy ir
susijusiy fermenty GXSXG struktiiros pentapeptiduose, dazniausiai iSsidésto
oksianijoning angg su papildomomis, arciau N-galo iSsidéstanciomis a.r.
lieckanomis, formuojanti a.r.

Tretinés EstAG1 struktiros modelio i§sami analizé atskleidé, kad be
Thr-152, kuris labiau tikétina, kad EstAGl aktyviajame centre sudaro
oksianijoninés angos dalj, netoli kity katalizéje tikétinai dalyvaujanciy a.r.
lickany (Glu-246 ir His-276), erdvéje iSsidésto Ser-179 (pirminéje sekoje
issidestantis SPLL™*# motyve) (3.18 pav., C; 3.19 pav.). Tai, kad galimai
butent Ser tiesiogiai dalyvauja EstAGl vykdomoje katalizéje, palaiké
rezultatai gauti fermenta paveikus Pefabloc-SC slopikliu, kuris biidamas
sulfonilinan¢iu agentu, veikia specifiSkai j Ser hidroksigrupe, sukeliant
negriztamg slopinima. Po poveikio slopikliu, EstAG1 aktyvumas sumazéjo
daugiau negu tre¢daliu: nustatytas 26 + 2.2 % liekamasis aktyvumas.

Atliekant analize, taip pat nustatyta, kad EStAGL a.r. sekoje vietoje |
katalizinés triados sudétj dazniausiai jeinancios rigstinés Asp a.r. liekanos,
iSsidésto analogiska Glu (Glu-246) am.r liekana. Nuo Glu-246 link C-galo
pasroviui iSsidésto His-276, kuri remiantis literatiros ir seky analizés
duomenimis greiCiausiai sudaro treCiagja EstAGl katalizing funkcija
atliekancig a.r. Ser/His/Glu katalizinés triados yra budingos tiek lipazéms,
tiek esterazéms, bet Ser/Asp/His yra jy tarpe daZzniau sutinkamas triados
variantas (Schrag ir kt., 1991, Nachon ir kt., 2005, Li ir kt., 2015).
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3.12 EstAG1 katalizei svarbiy a.r. identifikavimas

Norint eksperimentiskai nustatyti, kokios aktyviajame EStAG1 centre
esanCios a.r. liekanos yra svarbios katalizei, buvo pasitelkta visos pET-
26b(+)_estAG1 plazmidés taikiniui specifiné mutagenezé. Kaip mutacijy
taikiniai pasirinkta preliminariai nustatyta EstAGl numanoma kataliziné
triada — nejprastoje vietoje (SPLLM982 motyve) issidéstantis Ser-179, Glu-
246 ir His-276, bei EstAG1 GDGTGH!*% pentapeptido Gly-151, kurios
vietoje tipiniuose pentapeptiduose (GXSXG) i§sidésto Ser; bei Thr-152. Gly-
151 pasirinkti kaip mutacijos taikiniai, norint jvertinti, ar Glyl51Ser galéty
padidinti fermento aktyvuma, nes jvykus mutacijai, biity atstatytas klasikinis,
katalizinj Ser turintis GXSXG (GDSTG). Mutantiniy pET-26b(+)_estAG1
plazmidziy tikslinés, j eStAG1 jvesty mutacijy teisingos vietos patvirtinamos
atliekant plazmidziy mutantiniy inserty sekoskaitg.

Mutantiniy estAG1 geny raiska vykdyta E. coli BL21 (DE3) Iastelése,
mutantiniai fermentai gryninti i§ netirpios citoplazminés lgsteliy frakcijos,
nes formavo netirpius kiinelius. Gryninimui ir rentdracijai taikyti IMAC
denattiruojan¢iomis sglygomis bei gelfiltracija/dializé, atitinkamai. Atliekant
gauty rekombinantiniy mutantiniy fermenty NDS-PAGE, gryno natyvaus
EstAG1 ir mutantiniy fermenty molekulinés masés sutapo ir buvo lygios ~36
kDa (rezultatai nepateikti).

ISgryninty mutantiniy baltymy aktyvumo tyrimai, atliekant standarting
reakcija (2.9 poskyris), parodé, kad tiek Ser179Gly, tiek Ser179Ala EStAG1
mutantai, lyginant su laukinio tipo EStAG1l fermento aktyvumu, buvo
visiskai inaktyvuoti (3.18 lentelé).

3.18 lentelé. Santykiniai specifiniai mutantiniy EstAG1 fermenty, su atitinkamomis
a.r. pakaitomis, aktyvumai.

Lipolizinis fermentas Santykinis aktyvumas, %
laukinis tipas 100

S179G mutacija 0

G151S mutacija 80+5,9

T152A mutacija 56,76 +1,7

S179A mutacija 0

E246A mutacija 6,45+24

H279A mutacija 23,15+1,42

S179A [ E246A | H279A mutacijos 0

Pastarieji rezultatai patvirtino preliminarius spé¢jimus, kad EStAG1 yra
unikalus fermentas, kurio nukleofiliné Ser a.r. liekana iSsidésto iki Siol
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nenustatytame, lipoliziniams fermentams netipiniame SPLL" 82 a.r. sekos
motyve. Kaip jau buvo minéta, daugumos Zzinomy lipoliziniy fermenty
katalizinés triados nukleofilinis Ser i§sidésto itin konservatyviame GXSXG
pentapeptide, reiau GDSL a.r. sekos motyve. Vienintelis j Siame darbe
apraSoma atvejj panasus, zinomas katalizinio Ser i§sidéstymo motyvas yra
SXXK (1.1 lentelé), kuris yra budingas VIII bakterijy lipoliziniy fermenty
(esteraziy) Seimai (Kovacic ir kt., 2019), taCiau $ios Seimos atstovai pasizymi
ypatingu struktiiriniu tapatumu su p-laktamazémis ir DD-peptidazémis
(Wagner ir kt., 2002) ir yra mazai panasis j o/p-hidrolazes.

Taip pat reikSmingas fermentinio aktyvumo sumazéjimas nustatytas
EStAG1 Glu246Ala bei His276Ala mutantuose. Triguba EStAG1
Serl79Ala:Glu246Ala:His276 Ala mutacija taip pat 1émé visiska lipolizinio
aktyvumo praradimg (lentelé 3.18). Tokie rezultatai leidzia teigti, kad
Ser179, Glu246 ir His276 sudaro EstAGl katalizing triadg. Glyl51Ser
mutacijg turintis EstAGI, lyginant su laukinio tipo fermentu, pasizyméjo
80+5,9 % santykiniu aktyvumu. Tokie rezultatai rodo, kad nenatiraliai
jvedant Ser j EstAG1 fermento GDGTGY*"%¥  atstatant klasikinj GXSXG
pentapeptida, nepagerino katalizinio aktyvumo, ir, kad pentapeptide esanti
Gly-152 néra katalizei esminé a.r., kadangi $ig mutacija turin¢io baltymo
aktyvumas iSlicka pakankamai aukStas. Taip pat galima teigti, kad
Gly151Ser mutacijos nulemtas aktyvumo sumazéjimas yra susijes su tuo,
kad pakeitus aktyviajame centre netoli kataliziniy a.r. i§sidéstancig nepoline
Gly-151 a.r. lickang poling Ser151 a.r., vis délto sutrikdomas katalizei vykti
tinkamas aktyviojo fermento centro a.r. lickany jonizacijos balansas.

Fermento su Thrl52Ala mutacija lipolizinis aktyvumas, lyginant su
laukinio tipo EstAG1, sumazéjo beveik 50 %. Tai nurodo, kad Thr-152 yra
pakankamai svarbi EStAGl katalizei a.r., ir, remiantis literatdros
duomenimis sudaro oksianijoninés angos, stabilizuojancios katalizés metu
susidarancia pereinamaja biiseng, suteikiant papildomus vandenilinius
rySius, dalj. Jeigu, kaip buvo kelta hipotezé, Thr-152 tiesiogiai dalyvauty
katalizé¢je kaip nukleofiliné a.r. liekana, jos mutacija sukelty visiska arba
zymiai drastiSkesnj aktyvumo praradimg. Taciau, oksianijoning anga
formuojancios a.r. liekanos lipoliziniuose fermentuose taip pat yra itin
svarbios katalizei ir jy mutacijos daznai nulemia reikSmingg, daugiau negu
80 % siekiantj aktyvumo sumazéjima, tam tikrais atvejais ir visiSka
aktyvumo praradima (Choi ir kt., 2016). Bendrai jvertinus gautus Thr-152
mutacijos rezultatus, padaryta prielaida, kad Thr152Ala mutacijos atveju
nustatytas pakankamai aukstas fermento aktyvumas, nes Ala a.r. pakaita gali
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dalinai atlikti Thr funkcija. Bendrai paémus, jvairiy bakteriniy lipoliziniy
fermenty GX1SX,G pentapeptiduose X; pozicijoje, gana daznai sutinkama
Ala a.r. lickana (1.1 lentelé), sudaranti vieng i§ oksianijoninés angos a.r.

3.13 EstAGl filogenetiné analizé

Filogenetiné fermento analizé parodé, kad EstAG1 ar. seka su
artimiausiais homologais formuoja vieng klasterj (atskira klada) (paveiksle
pazymétos juodais trikampiais) — tai bakterinés kilmés Staphylococcus
gen¢iai  priklausan¢iy necharakterizuoty, numanomy lipaziy arba
karboksilesteraziy, galimai lipolizinj aktyvuma turin¢iy a/B-hidrolaziy, sekos
(3.20 pav.).

SC07131 Family IV Lipase Streptomyces coelicolor A3( 2)
BAB05967 Family IV Lipasefesterase Bacillus halodurans C-125
AAWG2260 Family IV estE1 Carboxylesterase uncultured archaeon
AB029896 Family IV bHSL Lipase Oleomonas sarangensis
Q325C0 Family IV Acetyl-esterase E.coli coli 0139:H28 sir. E24377A
B7L7A1 Family IV Acetyl-esterase Shigella boydii Sh227
ATZING Family IV Acetyl-esterase S. boydii CDC 3083-94

FN985096 Family IV Esterase Rheinheimera sp . ~ N
P18773 Family IV Esterase Acinetobacter hiofi GDSAG
P9WK84 Family IV Acetyl-hydrolase Mycobacterium tuberculosis CDC1551 | R
AAZ67909 Family IV Lipase uncultured bacterium
4XVC.1 Family IV E40 Esterase marine sedimental metagenome library
3K6K.1 Family IV HSL homologue EstE7 metagenome library
100l 3DNM.1 Family IV bHSL Lipase metagenome library
4Q30.1 Family IV Esterase marine metagenome
4Q05.1 Family IV Esterase E25 metagenome library
16Y2J4 Family IV Triacylglycerol lipase M. tuberculosis H37Rv —
A Uncharacterized alpha/beta hydrolase Staphylococcus gallinarum (5 sequences)

A Unc ized alpha/beta hydrolase S, succinus ( 6 sequences)
A MULTISPECIES: uncharacterized alpha/beta hydrolase S. xylosus ( 41 sequences) ~ alan/a

A Uncharacterized alpha/beta hydrolase S. edaphicus (JD (JT(J
A MULTISPECIES: unch ized alpharbeta hydrolases S. saprophyticus ( 51 sequence)

I
J

02

3.20 pav. Nejsaknydintas didziausio panaSumo (angl., Maximum-Likelihood) EStAG1 ir IV
Seimos homology filogenetinis medis. Bootstrap jveréiai parodyti prie Saky. Medzio Saky
ilgio vienetai atitinka evoliucinio atstumo vienetus naudotus filogenetinio medZio gavimui.
Galutinj duomeny rinkinj filogenetinio medzio gavimui sudaré 122 sekos. Juodais trikampiais
(A) pazyméta klada, kuriag sudaro EstAGI ir eksperimentiniy egzistavimo jrodymy
neturintys, necharakterizuoti artimiausi homologai. Filogenetinio medzio de$inéje nurodyti IV
Seimos fermenty ir EstAG1 bei homology (A) sekose dazniausiai nustatomi konservatyvieji
pentapeptidai.

Apibendrinant, visi charakterizuoti IV/bHJL Seimos atstovai, kuriy a.r.
sekos, atliekant BLASTp, buvo nustatytos kaip homologiskos EStAG1 ir
naudotos filogenetinei analizei, sudaré atskiras kladas, kas parodo ir
patvirtina pakankama evoliucinj tiriamosios fermenty grupés atsiskyrimag
nuo bHJL / IV Seimos.
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Vienas svarbiausiy EStAG1 ir Staphylococcus riiSyse sutinkamy jo
homology skiriamyjy bruozy — a.r. sekoje nustatyta GDGTG. Sis motyvas
iki Siol nebuvo apraSytas nei vienoje S$iai dienai zinomoje bakteriniy
lipoliziniy fermenty Seimoje.

Tokiu budu, Siame darbe gauti rezultatai: Zema EstAG1 homologija
(<30 %) aprasytiems artimiausiems homologams, netipinis konservatyvusis
GDGTG pentapeptidas, iki Siol neaprasytas konservatyvaus nukleofilinio Ser
iSsidéstymo motyvas ir filogenetiné fermento padétis leidzia daryti tvirtg
prielaida, kad EstAGl priklauso naujai, iki $iol neapraSytai lipoliziniy
fermenty Seimai, kurig, remiantis Hitch ir Clavel (2019) naujausia sitiloma
bakteriniy lipoliziniy fermenty klasifikacija, galima priskirti XXXVI seimai.

3.14  EstAG1 geno transkripcijos analizé

Nustacius, kad EStAG1l yra artimy, funkci$kai charakterizuoty
pakankamai artimy homology neturintis bakterinis lipolizinis fermentas,
iSkilo klausimas, ar vyksta §io fermento raiska jo natyviame S. saprophyticus
AG1 kamiene ir, kokia yra $io fermento raiskos prigimtis / pobadis. Siam
tikslui buvo tirtos S. saprophyticus AG1l augimui tinkamos terpés su
ricbalinémis medziagomis ir be jy. Riebalinémis medziagomis papildytos
terpés, remiantis mokslinés literatiros ziniomis, gali sglygoti ir padéti
nustatyti indukuojamg fermento raiskos prigimtj (Casas-Godoy ir kt., 2018).
Taciau, kaip buvo nustatyta Siame darbe, mM9, mM9 su tributirinu kaip
vieninteliu anglies Saltiniu bei LB ir CASO terpése su Siuo taip pat
papildomai pridétu TAG, kultiira neaugo. Dél Sios priezasties, suminés RNR
iSskyrimui ir tolimesniam kokybiniam EstAGl raiSkos (transkripcijos
jvertinimui) buvo naudojami biomasés méginiai, surinkti i§ kompleksinése
CASO ir LB terpiy augusios S. saprophyticus AG1 kultiros ankstyvosios /
viduriniosios / vélyvosios eksponentinés, stacionariosios bei zities augimo
faziy.

IS visy biomasés méginiy sékmingai iSskyrus suminge RNR, buvo
atlikta vieno zingsnio AT-PGR, naudojant EStAG1 genui specifinius
pradmenis ir nustatyta, kad fermento transkriptas atitinkamose terpése yra
randamas visose tirtose S. saprophyticus AG1 augimo fazése, i§skyrus LB
terpéje augusios kultiiros zuties faze (3.21 pav.).
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2500 bp
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1500 bp 1200 bp
1031 bp 1000 bp
900 bp 900 bp
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500 bp Se00p

300 bp

A

3.21 pav. Atliekant AT-PGR su sumine RNR, iSskirta i§ S. saprophyticus AG1 bakterijy
lasteliy biomasés, surinktos (A): 1- 6 val.,, 2- 10 val., 3- 12 val. (ankstyvoji, vidurinioji ir
vélyvoji eksponentinés fazés, atitinkamai), 4- 22 val., 5- 32 val., 6- 42 val. (stacionarioji), 7-
48 augimo val. (Zuties faz¢) i§ CASO terpés ir (B): 1- 6 val., 2- 8 val., 3- 10 val. (ankstyvoji,
vidurinioji ir vélyvoji eksponentinés fazés, atitinkamai) 4- 14 val., 5- 20 val. (stacionarioji) 6-
26 val. (zuties fazé) LB terpés, pagausintas estAG1 (903 bp); M, M1 — molekulinés masés
zymenys: MassRuler DNA Ladder Mix ir GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific), atitinkamai.

Teigti, kad fermento raiSka CASO ir LB terpése vyksta konstitutyviai,
nes juose nebuvo riebaliniy raiSkos induktoriy, negalima. Dél mitybiniy
terpiy kompleksiSkumo ir turtingumo maisto medziagomis, eStAGl
transkripcija CASO ir LB terpése gali indukuoti ir kiti neriebalinés
prigimties komponentai. Norint tiksliai pasakyti, ar fermentas yra
ekspresuojamas konstitutyviai, ar yra indukuojamas, reikéty atlikti
papildomus augimo tyrimus bei jvertinti jvairiy abiotiniy veiksniy jtaka
estAG1 transkripcijai.

Vis délto pagrindinis transkripcijos tyrimo tikslas buvo pasiektas ir
pagrindiné iSvada — eStAG1 geno raiska, nattiraliai fermentg koduojancio S.
saprophyticus AGI1 lastelése vyksta, kas patvirtina eStAGl egzistavima
transkripcijos lygyije.

Ivertinus tai, kad EstAG1 nenustatytos klasikinés signalinés sekrecijos
sekos ir, darant prielaida, kad EstAGl vis délto yra ekspresuojamas
konstitutyviai, galima spéti, kad fermentas turi reikSmés natyviy riebaliniy
medziagy apykaitoje, pavyzdziui, svarbus nuolat vykstanciai membranos
pertvarkai, lipidy modifikacijoms ir kt. ir nesusijes su aplinkos anglies
Saltiniy tiesioginiu asimiliavimu, t.y. riebaliniy medziagy skaidymu uz
lastelés riby.
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4. APIBENDRINIMAS

Lipoliziniai fermentai (lipazés ir esterazés) sudaro itin svarbiy,
visuose gyvybés domenuose paplitusiy gamtiniy katalizatoriy grupe. Siy
fermenty nattrali, fundamentali funkcija visuose organizmuose yra susijusi
su didelés grupés gamtiniy makromolekuliy — lipidy, katabolizmu.
Prokariotiniuose mikroorganizmuose lipoliziniai fermentai leidzia ne tik
gauti energijos i$ platesnio anglies Saltiniy spektro, uztikrinant fenotipinj
plastiSkumg ir geba prisitaikyti, bet taip pat daznai yra svarbis uztikrinant
natyviy lagsteliy membranines adaptacijas, tinkamas lastelés lipidy
modifikacijas bei apsprendZzia tam tikry patogeniniy  bakterijy
virulentiskuma.

Siuo metu randamas mokslinés literatiiros kiekis apie bakterinius
lipolizinius fermentus nepalieka abejoniy, kad Sie fermentai yra vieni
paklausiausiy biotechnologijoje. Sie fermentai yra vertinami dél savo
visapusiskai vertingy pramonei savybiy: lengvo iSgavimo, veikimo pla¢iame
temperatiry ir pH diapazone, plataus substratinio savitumo, atsparumo
organiniams tirpikliams ir detergentams bei efektyvaus regio- ir
enantioatrankiy sintezés reakcijy katalizavimo, leidzian¢io Siy lipoliziniy
fermenty panaudojimg $iuo metu itin aktualioje organinés sintezés
pramonéje. Norint iSlaikyti sparCiai besivystanCios biotechnologinés
pramonés dinamika, naujy lipoliziniy fermenty atradimas ir jy gerinimas
cheminiais bei molekuliniais metodais islieka didelés mokslininky grupés $iy
dieny uzduotimi. Siuo metu pagrindines naujy fermenty atradimo strategijas
sudaro metagenomy funkciné atranka ir genomy analizé, remiantis seky
homologija, ir tolimesné fermenty sintezé. Taip pat, labai svarbiais fermenty
tobulinimo metodais yra tape baltymy evoliucija in vitro ir racionalus
dizainas, fermenty cheminé modifikacija ir imobilizavimas.

Sis darbas apémé dviejy lipoliziniy fermenty — LipBST ir EStAGI,
identifikuoty, atliekant Bacillus stratosphericus ir Staphylococcus
saprophyticus AG1l genomy analize, klonavima, heterologing sinteze ir
iSsamy charakterizavimg.

Pirmasis analizuotas fermentas — lipolizinio bakterijy kamieno,
identifikuoto kaip B. stratosphericus artima risis, sekretuojama, minimalig
a/B-hidrolazés kloste be dangtelio domeno turinti LipBST lipazé. Fermenta
natiiraliai sintetinantis kamienas buvo identifikuotas remiantis 16S rDNR
analizés rezultatais, filogenetine analize, bei pagausinty nuo chromosominés
DNR trijy lipoliziniy fermenty geny seky homologija B. stratosphericus
genome anotuotiems numanomiems lipolizinius fermentus koduojantiems
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genams. Pastaryjy pavieniy geny homology rasta ir kituose Bacillus sp.
anotuotuose genomuose, taciau visy trijy geny rinkinys buvo nustatytas tik
B. stratosphericus anotuotuose genomuose, kas leido Bacillus sp. L1
preliminariai priskirti B. stratosphericus L1.

Atlikus pirmineg in silico analize, remiantis a.r. seky homologija ir
struktiriniais ypatumais, LipBST priskirtas prie tikryjy lipaziy 1.4 poSeimio.
Kiti genome nustatyti numanomai lipolizinius fermentus koduojantys genai
priklausé II (GDSL/SGNH) ir XI lipoliziniy fermenty Seimoms. Nors
LipBST fermentas turéjo artimy homology kituose Bacillus anotuotuose
genomuose, dél savo itin didelio aktyvumo (6244,5 U/mg) buvo pasirinktas
tolimesnei analizei ir pritaikymo galimybiy jvertinimui. Siame darbe buvo
sukurta LipBST fermento heterologinés raiskos sistema E. coli BL21 (DE3)
lastelése. LipBST susintetintas tirpioje formoje ir heterologiniam
Seimininkui atpazinus LipBST natiiraly signalinj peptida, didziausias
fermento aktyvumas ir kiekis nustatytas uzlgstelinéje terpéje, i§ kurios,
taikant koncentravimg amonio sulfatu ir giminingumo chromatografija, jis
buvo iSgrynintas.

Taikant pavirSiaus atsako metodologija (PAM), nustatyta, kad
iSgrynintos, subrendusios, 19 kDa LipBST lipazés veikimo optimumas
pasiekiamas 35 °C, pH 9. Mezofilinis fermentas buvo pakankamai stabilus
35-55 °C temperatirose: pasizyméjo didesniu negu 60 % liekamuoju
aktyvumu visg inkubavmo laikg (4 val.). Tirti dvivalen¢iai metaly jonai ir
EDTA, vertinant LipBST gebéjimg hidrolizuoti p-NPB, slopino fermenta, 0
kaip substrata naudojant p-NPC — slopinancio poveikio, tiriant tuos pacius
cheminius agentus, nenustatyta (iSimtj sudaré tik Fe** poveikis). Remiantis
metaly jony ir EDTA poveikio LipBST lipazei tyrimo rezultatais, buvo
padaryta prielaida, kad tai néra metalais aktyvinamas fermentas. Detergentai
ir organiniai tirpikliai LipBST veiké slopinanciai, vienintele i§imtj sudaré
acetonas ir n-heksanas, kurie fermenta hiperaktyvino. Nustacius
regiosavitumu nepasizymin¢io LipBST fermento didelj aktyvuma jvairiy
natlraliy riebaliniy substraty atzvilgiu, fermentas buvo pritaikytas
eksperimentuose valant riebalais uzterStus polietileninius pavirSius. Tokie
rezultatai apibiidina LipBST Kaip perspektyvy biokatalizatoriy pramonés
srityse, kur yra aktualis efektyviis jvairiy riebaliniy medziagy hidrolizés
procesai, - tai detergenty kiirimas, RR gavimas bei aplinkosauga.

Beveik nejmanomas laisvy fermenty pakartotinas panaudojimas bei
reakcijos miSinio uzsiterSimas reakcijos katalizatoriais, lemia didele tokiy
fermenty ir jy panaudojimo kaing. Tokias natiraliy katalizatoriy
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panaudojimo problemas leidzia apeiti jy imobilizavimas, kuris taip pat gali
pagerinti ir kai kurias svarbias fermenty savybes bei moduliuoti jy veikima.
Kadangi lipaziy ir esteraziy imobilizavimas ant hidrofobiniy pavir$iy daznai
naudojamas kaip Siems fermentams savitas ir efektyvus metodas, tolimesni
LipBST tyrimai apémé fermento imobilizavimg ant hidrofobinio
oktilsefarozés ne$iklio. Nustatyta, kad pasirinktas adsorbcinio hidrofobinio
imobilizavimo metodas padidino optimalig LipBST veikimui temperatiirg iki
50 °C, o optimalaus pH reik§mé pakilo nuo 9 iki 10. Imobilizuotas
preparatas, lyginant su laisvu LipBST, 35-65 °C temperatiiry ribose
pasizyméjo didesniu termostabilumu ir aukstesniu liekamuoju aktyvumu.
Ivairiy cheminiy agenty (metaly jony, detergenty ir organiniy tirpikliy)
poveikis fermentiniam preparatui, su keliomis i$imtimis, buvo neigiamas —
imobilizuoto fermento veikimas slopinamas. Norint iStirti imobilizuoto
LipBST galimybes katalizuoti sintezés reakcijas bevandenéje aplinkoje, tirta
preparato geba katalizuoti rapsy aliejaus peresterinimo metanoliu arba
biodyzelino gavimo reakcija. Naudojant imobilizuota LipBST fermenta,
rapsy aliejaus metilo esterj pavyko gauti jau 2 val. po organinés reakcijos
inicijavimo.

Taigi, $iame darbe pirma kartg apraSomi B. stratosphericus lipoliziniai
fermento veikimo parametrai papildo mokslines Zinias apie Bacillus genéiai
budingus lipolizinius fermentus, jy veikimo ypatybes ir pritaikymo
galimybes.

Siame darbe taip pat identifikuotas, heterologingje sistemoje
susintetintas ir iSsamiai charakterizuotas naujas, artimy, funkciSkai aprasyty
homology neturintis S. saprophyticus AG1 lipolizinis EStAG1 fermentas,
pirma karta suteikiant eksperimentiniy Sio baltymo veikimo ypatybiy
duomeny ir egzistavimo jrodymy.

Analizuojant Sio darbo ribose nuskaityta ir pagal seky homologijas
anotuotg S. saprophyticus AG1 genoma, identifikuoti numanomo lipolizinio
EstAGL1 ir dar penkiy galimai lipidy metabolizme dalyvaujané¢iy numanomy
lipaziy ir esteraziy genai. Dél nustatyty iSskirtiniy sekos ypatybiy,
tolimesniam darbui ir analizei, ios disertacijos ribose, pasirinktas EstAG1:
fermento sekoje nustatyti 1V-ai arba bHJL fermenty Seimai homologiski
sekos regionai, tadiau identiSkumas su artimiausiu charakterizuotu 1V-o0s
Seimos atstovu sieké tik <30 %. EStAGl a.r. sekoje vietoje didziajai
daugumai lipoliziniy fermenty Seimy budingo itin konservatyvaus GXSXG
pentapeptido su Kataliziniu Ser, buvo nustatytas GDGTGM*%3 motyvas,
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kuriame vietoje minéto nukleofilinio Ser issidésto Gly. Atlikus iSsamesnius
pirminés EstAG1 a.r. sekos tyrimus bei erdvinés struktiiros modelio analizg,
preliminariai nustatyta, kad nukleofilinis katalizinis Ser, EstAG1 sekoje
galimai iSsidésto netipiniame, toliau nuo GDGTGM®  pasroviui
issidéstandiame  SPLLI®82 a.r. motyve. Pastarasis a.r. motyvas iki $iol
nebuvo zinomas, kaip seka, kurioje gali iSsidéstyti bakterijy lipoliziniy
fermenty kataliziné Ser a.r. liekana. Remiantis EsStAG1 homologijos tyrimais
ir literatiros duomenimis, preliminariai nustatyta, kad kitos katalizéje
dalyvaujancios EstAG1 a.r. liekanos yra Glu-246 ir His-276. Hipoteze, kad
katalizinis Ser i§sidésto SPLLI'®3 taip pat paskatino gautas EStAG1
erdvinés struktiiros modelis: Ser-179 modelio aktyviajame centre iSsidésté
prie Glu-246 ir His-276 a.r. lickany, erdviskai preliminariai sudarant
fermento katalizine triadg. Taip pat, aliekant EStAG1 sekos analize, fermenta
koduojancioje a.r. sekoje nenustatyta fermento sekrecija j uzlgsteling terpe
lemianc¢iy a.r. sekos motyvy, kas leido padaryti prielaida, kad fermentas S.
saprophyticus AG1 gali bati vidulastelinis arba yra sekretuojamas naudojant
neklasikinius sekrecijos kelius, kuriy nejmanoma nustatyti $iuo metu
prieinamais signaliniy peptidy nustatymo jrankiais. Rekombinantinis
EstAG1 gautas ji klonavus pET-26b(+) ir optimizavus raiSka heterologinio
E. coli BL21 (DE3) Seimininko lgstelése. Fermentas heterologinéje sistemoje
buvo sintetinamas susidarant netirpiems kiineliams, dél to, jo gryninimui
naudota rekombinantiniy E. coli netirpi citoplazminé frakcija. Funkcionaly,
dalinai renattruota FEstAGl pavyko gauti po jo gryninimo taikant
imobilizuoty Ni?* jony giminingumo chromatografija denatiiruojan¢iomis
salygomis, gelfiltracija ir dialize. Atliekant fermento biocheming analize,
nustatyta, kad grynas EstAG1 veikimo optimuma pasiekia 45-47,5 °C, pH
7,5-8, fermentas savitas vidutinio ilgio acilo grandine turin¢iam p-NPC
substratui, bet taip pat katalizuoja ilga anglies atomy granding turin¢iy p-NP
substraty hidrolize. Remiantis $iuo standartiniu p-NP testu, parodytas
fermento tarpinis (tarp lipaziy ir esteraziy) specifiSkumas, be to fermentas
buvo nezymiai aktyvus nattralaus TAG tributirino atzvilgiu. Nenustatyta
aktyvumo vandenyje netirpaus alyvuogiy aliejaus atzvilgiu, kuo remiantis
fermentas priskirtas esterazéms.

EstAG1 termostabilumo tyrimas parode, kad fermentas yra salyginai
termolabilus, bet iki 4 val. iSlicka stabilus 25 °C temperatiroje. Taip pat
nustatyta, kad EStAG1 yra kai kuriy dvivalen¢iy metaly jony (Mg, Ba?*)
aktyvinamas fermentas. Nors EstAG1 aktyvumas buvo slopinamas visy tirty
detergenty (iSskyrus CTAB), fermentas pasizyméjo ypatingu tolerantiSkumu
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ir netgi hiperaktyvumu reakcijos misinyje esant organiniy tirpikliy (etanolio,
dioksano, DMSQO, acetono). Pefabloc-SC slopino EstAG1, nurodant, kad
fermento katalizés mechanizme katalizéje dalyvauja Ser a.r. liekana.
Siuolaikinéje Zmogaus supratimo apie dideliy energijos sanaudy padarinius
ekologijai eroje, fermentai, kurie yra stabiliis ir maksimaliai veikia 25-30 °C
temperatiiroje yra vieni paklausiausiy. Siame darbe nustatytas naujo EstAG1
tolerantiSkumas ir stabilumas organiniuose tirpikliuose gali biti toliau
tiriamas, norint vystyti organinés sintezés procesus, kurie $§iuo metu yra itin
paklaustis pramonéje.

Taip pat, norint identifikuoti EStAG1 katalizei svarbias, aktyviame
centre i$sidéstancias a.r.: patvirtinti, kad katalizéje dalyvauja Ser-179, Glu-
246 ir His-276 a.r. liekanos bei nustatyti netipiniame GDGTG!4%1%I
pentapeptide iSsidéstanc¢iy Gly-151, Thr-152 a.r. svarbag katalizei, buvo
pasitelkta visos rekombinantinés plazmidés su estAG1 (pET-26b(+)_estAG1)
taikiniui specifiné mutagenezé. Tyrimo rezultatai leido patvirtinti Ser-179,
igsidéstandio netipiniame SPLLI®2 motyve svarba katalizei, nes tiek
Ser179Ala, tiek Ser179Gly jvestos mutacijos lémé visiskg fermento
lipolizinio aktyvumo praradimg. Glu-246 ir His-276 pakaitos taip pat slopino
fermento veiklg. Remiantis tuo, padaryta i§vada, kad EstAGl Kkatalizine
triadg sudaro Ser-179, Glu-246 ir His-276 a.r. lickanos. ] rekombinantinés
PET-26b(+) su EstAGI1 fermentg koduojancig sritj jvesta Gly151Ser pakaita,
norint atstatyti klasikinj GXSXG pentapeptida, lyginant su laukinio tipo
EstAG1 aktyvumu, parodé, kad tokiag mutacija turinc¢io fermento aktyvumas
nepadidéja. Thr152Ala mutacija sukelé 50 % fermento aktyvumo mazéjima.
Remiantis §iais rezultatais ir Ziniomis apie tai, kad Thr-152 vietoje
lipoliziniy fermenty pentapeptiduose iSsidésto oksianijoning anga
formuojancios a.r. liekanos, kurios dazniausiai yra bitinos katalizei ir jy
mutacijos sukelia visiS$kg fermenty aktyvumo slopinimg, padaryta prielaida,
kad Ala gali pakeisti Thr-152, dalinai atliekant jo funkcija.

Maza EStAG1 homologija, lyginant su artimiausiais nustatytais
bakteriniais lipoliziniais fermentais (IV Seimos atstovai), EstAGl
filogenetiné padétis, taip pat toki¢ atradimai kaip netipinis GDGTG
pentapeptidas ir katalizinio Ser iSsidéstymas iki $iol nenustatytame a.r. seky
motyve, leidzia EstAG1 iSskirti kaip naujos lipoliziniy fermenty Seimos
atstova. Sekant Hitch ir Clavel (2019) Siais metais atnaujintos Arpigny ir
Jaeger (1999) klasifikacijos nomenklattra, EstAG1 priskirtinas prie XXXVI
bakteriniy lipoliziniy fermenty $eimos. Seima taip pat gali biti papildyta ir
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kity Staphylococcus riisiy genomuose nustatytais, bet dar necharakterizuotais
numanomais lipoliziniais fermentais, homologiskais EstAG1.

Norint transkripcijos lygyje patvirtinti EstAGl egzistavima
nattiraliame, § baltymg produkuojanéiame S. saprophyticus AG1 kamiene,
buvo taikytas raiskos tyrimas atlickant AT-PGR, kokybiskai jvertinant
tiriamo fermento transkripto egzistavima. Zinant, kad bakterijy lipoliziniy
fermenty raiSka dazniausiai yra indukuojama | terp¢ pridéjus riebaliniy
medziagy, taip pat noréta nustatyti, ar EstAG1 yra indukuojamas baltymas.
Nenustacius S. saprophyticus AG1 augimo terpése su riebalinémis
medziagomis, EstAG1 natiralios prigimties, jo raiSkos indukavimo
atzvilgiu, nustatyti nepavyko, tac¢iau EstAG1 transkriptas nustatytas auginant
bakterijg turtingose terpése.

Siame darbe identifikuotas ir aprasytas EstAG1 fermentas, bei Kiti S.
saprophyticus AG1 genome nustatyti numanomi lipoliziniai fermentai, kurie
taip pat turi homology kitose Staphylococcus rGsSyse, bet néra
eksperimentiskai iStirti, praplecia ir papildo duomenis apie Staphylococcus
genties ir bendrai visus bakterijy lipolizinius fermentus. Daugiausiai iki Siol
tirti Staphylococcus sp. lipoliziniai fermentai - pre-pro-peptidinés sandaros
lipazés, spéjamai veikianCios kaip tam tikry Sios genties rusiy
virulenti§kumo veiksniai, o S. saprophyticus AG1 atveju tirta tik pavir§ing,
ne visiems kamienams budinga Ssp lipazé. Taigi, Siame darbe pateikti
eksperimentiniai rezultatai apie nauja, dél savo sekos ypatybiy netipinj
bakterinj lipolizinj fermenta — esteraze, yra ypatingai vertingi moksline
prasme. Naujo fermento, priskirtino naujai Seimai atradimas bei Kkity,
identifikuoty netirty fermenty gausa skatina tolimesnius ne tik S.
saprophyticus AG1, bet ir kity bakterijy sintetinamy lipoliziniy fermenty
tyrimus, norint praplésti, o galbtt ir kurti bendra lipoliziniy fermenty
evoliucijos sampratg.
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ISVADOS

Taikant B. stratosphericus ir S. saprophyticus AG1 genomy analizg,
identifikuoti tieck homologiski jau apraSytiems fermentams artimi,
tiek aprasyty homology neturintys ir numanomai lipolizinius
fermentus koduojantys genai, i§ kuriy detaliau tirti du - lipBST ir
estAGL.

Darbe identifikuoto Bacillus sp. L1 (B. stratosphericus L1)
lipolizinis LipBST fermentas — tai mezofiliné, funkciskai nuo metaly
jony nepriklausoma lipazé, pasizyminti placiu jvairiy sintetiniy ir
natiiraliy substraty hidrolizés profiliu ir yra perspektyvi pritaikymui
biotechnologijoje svarbiy riebaly hidrolizés procesy biokatalizéje.
Adsorbcinis LipBST imobilizavimas ant hidrofobinio oktilsefarozés
nesiklio leido pagerinti fermento optimaliam veikimui reikalingus
temperatiiros ir pH parametrus bei termostabilumg; imobilizuoto
LipBST preparatas preliminariai  jvertintas kaip tinkamas
peresterinimo reakcijy bevandenéje aplinkoje katalizei.

S. saprophyticus AG1l genome koduojamas EstAG1 lipolizinis
fermentas — tai termolabilus mezofilinis, dvivalenéiy Mg®* jony
aktyvinamas bei organiniams tirpikliams tolerantiSkas fermentas,
pagal savo  substratinio  savitumo  profil]  priskirtinas
karboksilesterazéms (tikrosioms esterazéms).

EstAG1- naujas, artimy homology neturintis, unikalus bakterinis
lipolizinis fermentas, kuriam budingas netradicinis GDGTG
konservatyvusis pentapeptidas, 0 katalizinis Ser iSsidésto iki Siol
neaprasytoje fermento a.r. sekoje; fermento katalizine triada sudaro
Ser-179/Glu-246/His-276 ir bet kurios i$ §iy a.r. pakeitimas Ala/Gly
a.r., sukelia reik§mingg fermentinio aktyvumo praradima.

Remiantis EStAG1 fermento unikaliais pirminés a.r. sekos ypatumais
ir homologija, EStAG1 priklauso naujai, iki $iol neapraSytai XXXVI
bakteriniy lipoliziniy fermenty Seimai.

estAG1 geno, koduojamo S. saprophyticus AG1l genome raiska,
patvirtinanti estAG1l natdraly egzistavimg transkripcijos lygyje,
vyksta riebalais nepraturtintose terpése, kas leidzia tik preliminariai
spresti apie fermento raiSkos prigimt;.
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