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SANTRUMPOS

2'-FL — 2'-fukosillaktozé

3-FL — 3-fukozillaktozé

a.r. — aminoraigstys

ATM — atominés jégos mikroskopija

BMR - branduoliy magnetinio rezonanso metodas

DMF — dimetilformamidas

DMSO — dimetilsulfoksidas

FRET — fluorescencinés rezonanso energijos pernasos metodas

GFP — zaliai fluorescuojantis baltymas

GH — glikozidy hidrolazés

IMAC — imobilizuoty metaly giminingumo chromatografija

IPTG — izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas

Kf — kalio fosfato buferinis tirpalas

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé

NCBI — Nacionalinis biotechnologinés informacijos centras

OD - optinis tankis

oNP-Gal — o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozidas

ORF — atviras skaitymo rémelis

PEG - polietileno glikolis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

pNP — p-nitrofenolis

pNPA — p-nitrofenolio acetatas

pNPB — p-nitrofenolio butiratas

pNPD — p-nitrofenolio dekanoatas

pNP-Fuc — p-nitrofenil-a-L-fukopiranozidas

pPNPV — p-nitrofenolio valeratas

SDS — natrio dodecilsulfatas

SDS-PAGE — elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanéiomis

salygomis

TAE buferinis tirpalas — buferinis tirpalas, sudarytas i§ Tris, acto rigsties ir

TB — tributirinas

UV — ultravioletiniai spinduliai

v/v — tirpaly tiriy santykis

X-Fuc — 5-bromo-4-chloro-3-indolil-a-L-fukopiranozidas

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozidas

a-L-Fuc-(1-3)-D-GIcNAc — fukozil-N-acetil-D-gliukozaminas
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IVADAS

Mikroorganizmai dalyvaudami biosferos cheminiuose procesuose
paverCiant pagrindinius gyvybés elementus — anglj, azota, deguonj ir siera
turinéius jungius biologiskai aktyviomis formomis, palaiko gyvybe Zeméje.
Visi augalai ir gyvinai yra glaudZziai susije su mikroorganizmais, kuriy déka
ju Seimininkai gauna reikalingas maistines medziagas, metalus ir vitaminus.
Zmogaus Zarnyno mikroflora suteikia galimybe i§ maisto, kurio mes
negalétume suvirskinti, gauti energijos, taip pat apsaugo mus nuo ligy
sukéléjy. Fermentacijos ir kity nattiraliy procesy metu mikroorganizmai
sukuria ar pakeicia daugelio maisto produkty verte. Pagrindinis industriniy
fermenty Saltinis taip pat yra jvairGis mikroorganizmai, kurie gali biiti
kultivuojami dideliais kiekiais, jy auginimo terpés yra santykinai pigios, o
fermentacijos laikas trumpas. Tuo tarpu gyviininés kilmés fermentai sudaro
tik nedidele pramoniniy fermenty dalj, dél sudétingo gyviiny lasteliy auginimo
ir fermenty i$skyrimo salygy. Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ir
jvairios Streptomyces rasys, bei mikromicetai Aspergillus, Mucor ir Rhizopus
yra placiausiai naudojami pramoniniai mikroorganizmai [1]. O i§ visy
industrijoje naudojamy fermenty, didziausia grupe sudaro hidrolazés,
katalizuojancios nattiraliy polimeriniy substraty, tokiy kaip baltymai,
krakmolas, lipidai, lgsteliy skaidulos ir sieneliy strukttros skaidyma.
Pramonéje daugiausia yra suvartojama peptidaziy, amilaziy ir celiulaziy.
Mazesniais kiekiais pagaminama ir suvartojama pektinaziy, ksilanaziy,
fitaziy, lipaziy, laktamaziy, invertaziy, izomeraziy, oksidaziy ir katalaziy [2].
Ivairios hidrolazés yra naudojamos maisto, bei pasary, chemijos pramonése,
biodegaly gamyboje, perdirbant plastiko atliekas ir kitose pramonés Sakose.

Istoriskai susiklosté, kad pirmieji mikroby tyrimai buvo nukreipti |
grynosios kultiiros pavieniy rasiy analizes [3]. Grynos kultiiros buvo
auginamos laboratorinémis saglygomis ir apibiidinamos. Taciau tokie tyrimai
turi du didelius trakumus. Vienas i§ jy — ne visi mikroorganizmai gyvena
grynomis pavienémis kultiromis, ir tai reiskia, kad pavieniy kultiiry tyrimai
nieko nepasako apie kartu gyvenan¢iy mikroorganizmy bendruomenes, jy
tarpusavio rySius ir gebéjima prisitaikyti prie besikei¢ianciy aplinkos salygy.
Kitas trikumas — didzioji mikroorganizmy dalis nekultivuojama
laboratorinémis salygomis. Mokslinéje literatiiroje teigiama, kad iki Siol
pavyko uzauginti apie 10* mikroorganizmy riiSiy, tuo tarp Zeméje gyvenanciy
mikroorganizmy yra gerokai daugiau — 10'-10' rtgiy [4] [5]. Siekis tirti
nekultivuojama mikrobiota paskatino kitokio pobiidzio tyrimus -
metagenomo analizg. Metagenomikos sgvoka apima nuo auginimo
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nepriklausomg bendruomeniy ar jy nariy genomy nustatyma, tai yra genetinés
medziagos, iSgautos tiesiai i§ aplinkos méginiy, tyrimg. Sukurtas 16S
ribosominés RNR sekos nustatymo metodas padéjo jvertinti mikroorganizmy
rusis ir jvairove aplinkoje, bet Sis metodas nieko nepasako apie
mikroorganizmy sintetinamus fermentus. Zinant jvairios aplinkos
mikroorganizmy - mezofily, termofily/hipertermofily, psichrofily ar
druskingy buveiniy mikroorganizmy gyvenimo salygy jvairove ir milijonus
mety vykstancig evoliucija, galima daryti prielaida, kad nekultivuojama
mikrobiota yra milziniskas naujy geny, biokatalizatoriy, nattraliy junginiy ir
bioprodukty Saltinis [6] [7] [8]. Taigi, siekiant nustatyti laboratorinémis
salygomis nekultivuojamy mikroorganizmy fermentus, buvo pradétos kurti
metagenomings bibliotekos — jvairaus ilgio metagenominés DNR fragmenty,
klonuoty j vektorius, rinkiniai. Metagenominiy biblioteky kiirimas tuo paciu
paskatino ir fermenty funkcinés atrankos metody kiirimg. Funkciniu
aktyvumu pagrjsta atranka leidzia surasti naujy naudingy geny seky,
koduojan¢iy norimy ar nezinomy funkcijy fermentus. Metagenominiy
biblioteky funkcinei analizei yra naudojami tikslingai pakeisti
mikroorganizmai, tinkami efektyviai biokatalizatoriy selekcijai ir specialiis
fermenty substratai, arba reporteriniai genai, leidziantys atrankiai iSskirti
norimomis savybémis pasiZymincius fermentus. Atrankos metodai gali biti
paremti lastelés funkcinio poZymio, pvz. spalvos, pasikeitimu, arba selektyvia
atranka, kai auga tik lastelés jgijusios gyvybinguma uztikrinancius genus.
Didelio nasumo DNR sekoskaitos nustatymo technologijy sukiirimas
Zymiai sumazino sekoskaitos sgnaudas ir, tokiu biidu, paskatino in silico
duomeny kaupimg ir stipriai iSplété duomeny bazes. O fermenty i$skyrimas ir
funkcinis apibudinimas, prieSingai, vyksta daug mazesniu greiciu. 2020
metais NCBI duomeny bazéje pateiktoje ataskaitoje matoma, kad iki Siol
nuskaityty geny seky yra gerokai vir§ §imto milijony. Tuo tarpu nuskaityty
geny ir baltymus su patvirtintu funkciniu aktyvumu koduojanciy geny
santykis drastiSkai maZzéja: biokatalizinis aktyvumas eksperimentiskai
patvirtintas tik apytiksliai 3 i§ 100000 sekoskaitos buidu nustatyty atviro
skaitymo rémeliams (2015 mety duomenys) [9]. Baltymy $eimy duomeny
bazéje Pfam nurodytos beveik 4000 neZinomos funkcijos baltymy Seimy
(vadinami DUF), o NCBI duomeny bazés paieSkos lauke jvedus zodj
,hipotetinis® pateikiama vir§ 4 mln. jraSy (atmetus pasikartojancius jrasus).
Taigi nezinomos funkcijos baltymy kiekis rodo, kad $iai dienai yra istirta tik
maza natyviy fermenty dalis. Padidinti naujy charakterizuoty fermenty kiekj
gali inovatyvis funkcinés fermenty atrankos metodai, kurie leidzia greitai ir

efektyviai surasti naujus gamtiniy fermenty variantus, be to yra ir vienas
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geresniy stabilumo ir selektyvumo substratams problemos sprendimo budy
[10] [7] [11]. O derinant bioinformatinius metodus su na$iais funkcinés
atrankos metodais, galima Zenkliai padidinti randamy fermenty kiekj.

Darbo tikslas

Sukurti ir jvertinti selekcijos metodus pritaikytus esteraziy,
amidohidrolaziy ir glikozidaziy atrankoms i§ metagenominiy biblioteky, bei
istirti atrenkamy fermenty biokatalizines savybes.

UzZdaviniai

e Sukurti ir optimizuoti metodg skirta hidrolaziy atrankai iS$
metagenominiy biblioteky, panaudojant uridino esterius ir N*-
benzoil-(deoksi)citidino amidus;

e jvertinti atrinkty fermenty jvairove ir katalizines savybes;

o identifikuoti ir charakterizuoti metagenomines fukozidazes;

e susintetinti glikozidaziy atrankoms pritaikytus substratus ir sukurti
modeling §iy fermenty atrankos sistema.

Mokslinis naujumas ir praktiné darbo reikSmé

Sis darbas buvo skirtas esteraziy, amidohidrolaziy ir glikozidaziy
selektyvios atrankos i$ metagenomy metody kiirimui. Tokios fermenty klasés
buvo pasirinktos dél galimo plataus $iy fermenty pritaikymo chemijos, vaisty,
maisto ir maisto papildy pramongje. Iki Siol visi mokslinéje literattiroje
apraSyti esteraziy atrankos selekcijos pagrindu metodai buvo pritaikyti tik
esteraziy atrankai mutanty bibliotekose, bet ne esteraziy paieskai
metagenomuose, o amidohidrolaziy atrankai sukurtas tik vienas selekcijos
metodas, panaudojant leucino auksotrofinj E. coli TOP10 kamieng ir leucino
amidus kaip leucino Saltinj. Tuo tarpu selektyviy atrankos metody, skirty
fukozidaziy atrankai i§ metagenomy mokslinéje literatiiroje néra publikuota.

Darbo metu buvo sukurti esteraziy ir amidohidrolaziy iS
metagenominiy biblioteky atrankos selekcijos pagrindu metodai ir parodyta
principiné glikozidaziy atrankos sistema. Sukurti metodai paremti E. coli
uracilo auksotrofo DH10B ApyrFEC kamieno ir sintetiniy nukleozidy dariniy,
pritaikyty esteraziy, amidohidrolaziy ir glikozidaziy vykdomoms hidrolizés
reakcijoms.

Atlikus atrinkty esteraziy a. r. seky filogeneting analizg, paaiskéjo, kad
Siuo metodu galima atrinkti ne tik esterazes/lipazes ir B-laktamazes, kurios
gali biiti randamos ir naudojant klasikine lipaziy atrankg su tributirinu, bet ir
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esterazes, priklausancias glikozilhidrolaziy, N-acetiltransferaziy ir DUF998
Seimoms. Amidohidrolaziy atrankos, panaudojus N*-benzoil-(deoksi)citiding,
metodu atrinktos amidohidrolazés pagal seky filogenetine analizg priklauso
tiek skirtingy amidohidrolaziy, tiek o/p hidrolaziy Seimoms.

Esteraziy atrankoms buvo panaudoti du skirtingo ilgio acily grupiy
uridino dariniai ir tokiu biidu parodyta, kad substrato esterio grupé bent is
dalies lemia pasirinkto fermenty savituma hidrolizuojamiems substratams.

Darbo metu buvo charakterizuota metagenominé 62Fucl fukozidaz¢ ir
jos pagalba atlikta fukozildeoksiuridino sintezé. Pagamintas substratas buvo
panaudotas fukozidazeés raiskos patikrai selektyvioje terpéje ir taip pirma karta
parodytas principinis glikozidaziy selekcijos metodas, kuris gali buti taikomas
glikozidaziy atrankoms i§ metagenomy.

Sukurty esteraziy ir amidohidrolaziy atranky metody pagalba rasti
unikalis metagenominiai fermentai, i§ kuriy 11 fermenty artimiausi
homologai duomeny bazése jvardinti kaip hipotetiniai, rastos dvi unikalios
amidohidrolazés — D8_RL ir E. coli YqfB, PET monomery DMT ir BHET
hidrolazé¢ ir DUF998 S§eimai priklausanti esterazé 1315H. E. coli Y(qfB
baltymo genas yra seniai Zinomas, bet tik dabar buvo nustatytas jo funkcinis
aktyvumas. YqfB ir D8 RL hidrolazés turi ASCH domena, kuris, manoma,
dalyvauja sgveikoje su RNR, o §] domeng turintys baltymai galimai dalyvauja
prokarioty transliacijos reguliacijoje. Sio tyrimo metu taip pat pirma karta
buvo nustatytas esterazinis aktyvumas DUF998 Seimos baltymui.

Taigi, sukurti metodai, panaudojant uracilo auksatrofo E. coli kamieng
ir sinetinius nukleozidy darinius, leido atrinkti ir charakterizuoti 27
metagenomines esterazes ir 8 amidohidrolazes. Atrinkti fermentai gali bati
panaudojami jvairiy esteriy ir amidy hidrolizés bei transesterifikacijos
reakcijose. Enatioatrankios esterazés 30T1, 30T2, SVG3, plataus substraty
spektro esterazés SVG1, EN3H, amidohidrolazés BRM_Am, D8 RL ir YqfB
jau buvo panaudotos moksliniy projekty tyrimuose ir jy panaudojimo
galimybés bus toliau ple¢iamos.

Funkcinés biokatalizatoriy atrankos yra svarbios ne tik fermenty
paieskai metagenomuose, bet ir vystant bioinformatinius metodus. Taikant
molekulinj modeliavimg jau galima numatyti fermenty funkcines savybes
lyginant su zinomomis fermenty struktiromis, o de novo fermenty kairimo
metodai, pasitelkiant matematinius algoritmus, tik pradeda vystytis.
Sékmingam bioinformatiniy metody vystymui reikalingos eksperimentiskai
laboratorijoje patvirtintos zinios apie fermenty Katalizines savybes. Taigi tiek
moderniy bioinformatiniy metody kiirimui, tiek natyviy biokatalizatoriy
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atrankoms i§ metagenomy reikalingos atrankos sistemos, kurios leidzia greitai
ir efektyviai nustatyti biokatalizines fermenty savybes.

Ginamieji teiginiai
1. Selektyvios atrankos metodus, panaudojus uracilo auksotrofo E. coli
kamieng bei sintetinius uridino esterius ar amidus, galima taikyti esteraziy ir
amidohidrolaziy atrankoms i§ metagenominiy biblioteky.
2. Sukurtas esteraziy atrankos metodas lyginat su klasikiniu tributirino metodu
yra jautresnis.
3. Esteraziy ir amidohidrolaziy metodai leidzia atrinkti fermentus su
nezZinomu ar nenustatytu aktyvumu.
4. Atrankoms naudojamas tiek substratas, tiek substrato pakaito grupé lemia
atrenkamy fermenty substratinj savituma.
5. Metagenominé 62Fucl fukozidazé¢ — tai a-L-fukozidazé, katalizuojanti
transglikozilinimo reakcijas.
6. Modelinis glikozidaziy atrankos metodas, panaudojus uracilo auksotrofo E.
coli kamieng bei glikozil(deoksi)uriding, gali buti taikomas glikozidaziy
selekcijai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hidrolazés kaip biokatalizatoriai

Hidrolazés (EC 3) [12] - tai fermenty klas¢, veikianti kaip
biokatalizatoriai, kurie cheminiam rySiui suskaidyti naudoja vandenj. Be
hidrolizés reakcijy, Sie fermentai gali vykdyti ir pernaSos reakcijas
(transesterinimo, transamidinimo, transglikozilinimo ir t.t.).

Trijy klasiy hidrolaziy — esteraziy/lipaziy, amidohidrolaziy ir
glikozidaziy svarbg atspindi platus jy panaudojimas pramonéje (1.1 pav.).

Esterazés/Lipazés Amidohidrolazés Glikozidazés
* Maisto pramoné: kvapiyjy « Farmacijos pramoné: » Chemijos pramoné:
medZiagy sintezé antiemetiky, antibiotiky glikozilinimo reakcijos
» Farmacijos pramoné: sinteze, kaip onkolitiniai * Maisto pramoné: maisto
vaisty sinteze, virskinimo fermentai produkty perdirbimas —

fermenty gamyba
Chemijos pramoné:
detergenty, pesticidy

cukry hidrolizé
« Popieriaus, tekstilés
pramoné: biomasés

Maisto pramoné:
akrilamido Salinimas 13
kepto maisto

gamyba, stereo-/enantio- perdirbimas
selektyvi esteriy * Biocheminé sintezé: » Farmacijos pramoné:
sintezé/hidrolize sterco-/enantio- selektyvi virskinimo fermenty,

» UZterStumo maZinimo amidy sintezé/hidrolizé prebiotiky gamyba

technologijos: PET » Chemijos pramoné:
hidrolize, biokuro gamyba pesticidy sintezé

1.1 pav. Esteraziy, amidohidrolaziy ir glikozidaziy panaudojimas pramonéje.

Devintagjame deSimtmetyje lipazés buvo bene intensyviausiai tiriami
fermentai. Jiems nereikalingi kofaktoriai, baltymai yra gana stabiliis ir aktyvis
organiniuose tirpikliuose. Vienos lipazés pasizymi sterco- ir enantio-
atrankumu, kitos yra maziau specifinés. Dél iy savybiy esterazés/lipazés yra
svarblis biokatalizatoriai chemijos pramonéje, ka parodo didelis moksliniy
publikacijy ir patenty skaiéius [10] [13] [14] [15] [16]. Farmacijos ir chemijos
pramonéje esterazés panaudojamos jvairiy vaisty ir cheminiy junginiy
gamybai: pavyzdziui, ibuprofeno ar deksketoprofeno raceminiy miSiniy
atskyrimui, plastiko komponenty sintezei, riebaly rig§éiy hidrolizei,
trigliceridy esterifikacijai ir t. t. [17] [18] [19]. Naudojant lipazes gaminami
natiiralaus skonio esteriai [16], o plovikliy gamybai pasaulyje sunaudojama
~1000 tony lipaziy per metus [13] [15]. Paminétini ir plastiky
(bio)degradacijos fermentai: tai PET-azé ir MHET-az¢ is Ideonella sakaiensis
[20], bei baltymy inZinerijos pagalba sukurta PET depolimerazé [21].
Pramoninés esterazés/lipazés buvo iSskirtos i§ jvairiy Saltiniy, jskaitant
bakterijas, arché¢jas, mikromicetinius grybus, dumblius, gyviinus bei augalus.
Siy fermenty paieskai tirti jvairios aplinkos mikroorganizmai — mezofilai,
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termofilai ir hipertermofilai, Salty ar druskingy buveiniy bakterijos.
Struktiirinés bei funkcinés jvairovés prielaidas sudaro ir karboksirfig§ciy
esteriy hidrolaziy funkcijy jvairové gyvuose organizmuose: jos dalyvauja
metabolity reguliavime, signalo perdavime, baltymy sintezéje, Siluminio
streso atsake, Igsteliy sieneliy ir membrany struktiry formavime.

Amidohidrolazés taip pat yra be galo jvairi fermenty superSeima,
pasizyminti be galo dideliu ir jvairiu substraty spektru. Kaip ir
esteraziy/lipaziy, amidohidrolaziy pritaikyma industrijoje lemia jy stereo- ir
enantioatrankumas bei iSskirtinis atsparumas ekstremaliam aplinkos pH ir
temperatiriniam diapazonui. Amidazés yra naudojamos p-laktaminiy
antibiotiky biosintezei [22], (S)-4-fluorfenilglicino (chiralinis tarpinis
produktas antiemetiky vaisty sintezei), nikotino [23] ir 2-chlornikotino
rugsciy [24] bei herbicido L-fosfinotricino [25] gamybai. L-asparaginazé ir L-
glutaminaz¢ yra naudojamos kaip onkolitiniai fermentai, o maisto pramongje
— gaminant maistg be akrilamido, t. y. siekiant sumazinti akrilamido
koncentracijg auksStoje temperatiiroje ruostame krakmolingame maiste [26].
Amidazés taip pat naudojamos jvairioms karboksirtig§tims, hidroksamo
rugstims (junginiai turintys RC(O)N(OH)R' grupe) ir hidrazinams sintetinti
[27], gaminant akrilamidus [28] ir nikotinamidus [29]. O naujausios
publikacijos apraSancios atrandamy amidohidrolaziy Seimai priklausanciy
fermenty biokatalizines savybes [30] [31], leidZia manyti, kad Sios
superSeimos atstovai vis dar yra nepakankamai istirti.

Kita gerai zinoma hidrolaziy Seima — glikozidazés — naudojamos
maisto, biokuro, tekstilés, polimery ar prebiotiky pramongje [32]. Dabartingje
pramonéje didesniais kiekiais naudojamos celiulazés, ksilanazés, o
glikozidazéms priklausancios fukozidazés, kurios bus nagrinéjamos Siame
darbe, kol kas néra placiai taikomos. Taciau sprendziant i§ fukozidaziy
svarbos gyviesiems organizmams, jos turi didel¢ panaudojimo perspektyva
prebiotiky ir vaisty pramonéje. Zinduoliy organizmuose esant fukozidaziy
trakumui sutrinka glikozilinty baltymy ir lipidy hidrolizé, ko pasekoje
sutrinka vir§kinimas, vaisingumas (spermatozoidy ir kiausinélio pavirsiuje yra
fukozilinty oligosacharidy, biitiny atpazinimui ir adhezijai), galiausiai jvyksta
greita neurodegeneracija (liga — fukozidozé). Zmogaus piene 60—-80% motinos
pieno oligosacharidy yra fukozilinti. Yra zinoma, kad trys i§ gausesniy
fukozilinty zmogaus pieno oligosacharidy — 2'-fukosillaktozé (2'-FL), 3-
fukozillaktozé (3-FL) ir laktodifukotetraozé atlieka prebiotiky funkcijg [33].
Augaly Igstelés sienelés oligosacharidai taip pat gali biti fukozilinti, kai kurie
ju skirti apsisaugoti nuo parazity. Taigi, organizmams, kurie minta augaliniu
maistu, arba juos parazituoja, fukozidazés svarbios virskinimui arba maisto
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medziagy patekimui j lasteles. Kai kurioms bakterijoms fukozidazés yra
svarbios metabolizuojant fukozilintus substratus [34] [35].

Taigi, visy trijy klasiy hidrolazés dalyvauja gyvybiskai svarbiuose
organizmy metaboliniuose procesuose bei naudojamos pramongje, gaminant
zmonéms biitinus produktus.

1.1.1. Hidrolaziy klasifikacija

Sisteminiai hidrolaziy pavadinimai ir priskyrimas EC klaséms
formuojami pagal jy skaidomus ryS$ius, o pagal seky homologija fermentai
skirstomi j superSeimas ir Seimas [36]. Kaboksirtigs¢iy esteriy hidrolazés
(esterazés/lipazés) hidrolizuojancios esterius (C-O rySys), priklauso EC 3.1
klasei, amidohidrolazés, skaidandios amidus (C-N rySys) — EC 3.5, o
glikozidy hidrolazés — glikozidus (O-, N-, S- glikozidinius rySius)
hidrolizuojanciy fermenty EC 3.2 klasei. Klasifikacija pagal seky homologija
ir atpazjstamus substratus daznai persikloja, ir skirtingi pagal veikiama
substratg fermentai gali atsidurti vienoje superSeimoje. Pavyzdziui esteraziy
klasé¢ EC3.2 pagal seky homologija gali priklausyti ir o/p hidrolaziy ir SGNH
hidrolaziy superSeimoms. Ir atvirks¢iai, amidohidrolazés pagal seky
komologija priklausancios tai paciai Amidazinio zymens (angl. Amidase
signature, AS) superSeimai, pagal skaidomg sustrata gali priklausyti EC3.4
(peptidinio rySio hidrolizés) ir EC3.5 amidohidrolaziy (C-N, bet ne peptidinio
rysio) klaséms.

Kai kurios fermenty grupés dar yra klasifikuojamos ir pagal kitokius
parametrus. PavyzdZziui, polimerines grandines skaidandys fermentai gali buti
klasifikuojami pagal hidrolizés vietag — egzo/endo hidrolazés, taip pat pagal
reakcijos mechanizma, stereoatrankumag ir kitus savitus pozymius.

1.1.2. Karboksirtigsc¢iy esteriy hidrolaziy klasifikacija

Karboksirtigs¢iy esteriy hidrolaziy (EC 3.1.1) substratai yra esteriai,
gauti kondensavus karboksirtigstj ir alkoholj. Istoriskai karboksiesteriy
hidrolazés (EC3.1.1) buvo suskirstytos j du pagrindinius poklasius remiantis
specifiSkumu substratams: esterazés (EC 3.1.1.1) ir lipazés (EC 3.1.1.3).
Esterazés (EC 3.1.1.1) katalizuoja bent i§ dalies vandenyje tirpiy trumpy
anglies grandiniy esteriy skilimg ir susidaryma, tuo tarpu lipazés (EC 3.1.1.3)
katalizuoja vandenyje netirpiy, ilgos grandinés esteriy hidroliz¢. Pagal seky
homologija ir treting struktiira, dauguma zinomy esteraziy/lipaziy priklauso
o/ hidrolaziy [36] superSeimai (SSF53474), bet nemazai jy — SGNH
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hidrolazéms (SSF52266) [37] [38]. Karboksilesteraziy klasifikacijos schema
yra pavaizduota 1.2 paveiksle.

§ Esterazés

<

£ Pagal hidrolizuojamg EC3.111
= substrata

£ Lipazés

2 EC3.1.1.3
Ef)

=)

?;iﬂ /P hidrolazés
E —— Pagal seky homologijg

@]

% SGNH hidrolazés
N

1.2 pav. Karboksirtigs¢iy esteriy hidrolaziy klasifikacija.

Arpigny ir Jaeger [39] remdamiesi lipaziy ir esteraziy seky homologija
bei katalizinémis savybémis suskirsté mikroorganizmy isskiriamas lipazes ir
karboksilesterazes ] aStuonias Seimas. Suradus naujo tipo esteraziy, atsirado ir
naujy Seimy, Seimos suskirstytos | poSeimius [40] [41]. Istoriskai
esterazéms/lipazéms buvo priskiriami pavadinimai pagal panaudoto substrato
pavadinimg (kutinazé, cholesterolesterazé ir pan.), tai jne$é daug painiavos ir
priestarauja dabartinés nomenklattiros reikalavimams [42].

1.1.1.1. o/ hidrolazés

o/B hidrolaziy (ABhidrolazés) superSeimai (SSF53474) priskiriamy
fermenty Serdj sudaro o/p lakstas, kuriame yra aStuonios B-klostés, sujungtos
SeSiomis a-spiralémis [43], kai kuriais atvejais B-klos¢iy skaicius gali varijuoti
[44] [45] [46]. Paprastai esteraziy aktyvy centrg sudaro kataliziné triada Ser-
Asp(Glu)-His ir aplink katalizinj sering btidinga konservatyvi Gly-x-Ser-x-
Gly seka [44]. Daugelis o/p hidrolaziy Seimai priskiriamy esteraziy veikia
pagal kanoninj esteraziy mechanizma priskiriamg ,,ping-pog“ ,Bi-Bi*
reakcijos tipui susidarant acil-serino fermento tarpiniam produktui (1.3 pav.).
Reakcijos mechanizmas susideda i§ keturiy etapy: substrato suriS§imas su
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aktyviu serinu, gaunant tarpinj kompleksa, kurj stabilizuoja His ir Asp
aminoriigdiy liekanos. Acilinimo etape sudaroma pirmoji tetraedriné
struktiira (Tql), iSlaisvinamas alkoholis ir suformuojamas acilo-fermento
kompleksas. Po nukleofilo atakos (vanduo — hidrolizéje, alkoholis arba esteris
(trans)esterifikacijos reakcijoje) vél sudaroma tarpiné tetraedriné struktiira
(T42), ir, galiausiai, gaunamas produktas — rtgstis (hidrolizés reakcijoje) arba
esteris (transesterinimo reakcija) ir laisvas fermentas [47] (1.3 pav.)
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1.3 pav. Esteraziy kanoninio reakcijos mechanizmo schema.

Pagal ta patj reakcijos mechanizma veikian¢iy estraziy skirtingy
substraty hidrolizés greiciai gali labai skirtis. Rauwerdink ir Kazlauskas
pasiiilé Esterazés 2 i§ Alicyclobacillus acidocaldarius katalizuojamos p-
nitrofenolio n-heksanoato ir n-dodekanoato esteriy hidrolizés reakcijy greiciy
skirtumy paaiSkinimg [47]. n-heksanoato hidrolizés reakcijoje acil-fermento
formavimas yra greitas procesas, o reakcijos greitj lemianti stadija yra acil-
fermento skaidymas, bet n-dodekanoato atveju acil-fermento susidarymas yra
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labai létas procesas, ribojantis reakcijos greitj. Prie§ pusiausvyrinio biivio
kinetikos rezultatai parodé staigy p-nitrofenolio iSsiskyrima ir atitinkamai
greitg acilinimg n-heksanoatohidrolizés reakcijoje, o n-dodekanoato atveju Sis
procesas buvo létas. Kristaliné Sio fermento struktira su n-
heksadekanoilsulfonatu, kovalentiSkai suriStu su aktyviuoju serinu, parodé,
kad abu substratai, grei¢iausiai, yra skirtingai prijungiami. pNP-heksanoilo
esterio atveju, substrato n-heksanoilo grupé jungiasi acilo suri§imo vietoje, o
p-nitrofenolis — alkoholio riSimo vietoje, pagal kanoninj esterazés
mechanizma. n-heksadekanoilo atveju inhibitorius, kaip ir n-dodekanoilo
substratas, greiciausiai, yra per ilgi acilo suriSimo vietai, dél to jungiasi
atvirkStine kryptimi: acilo grupé riSasi alkoholj riSancioje vietoje, o p-
nitrofenolio grupé — acilo surisimo vietoje. Taigi, dél atvirkstinés pozicijos p-
nitrofenolio nueinancios grupés deguonis atsiduria per toli nuo katalizinio
histidino vandenilio ir negali sudaryti jungties. Nesusidarant vandenilinei
junggiai, létéja pirmojo tarpinio tetraedro skilimo procesas, kas nulemia ir
létesnj substrato acilinimg. Detalus acil-fermeto i§laisvinimo mechanizmas
néra zinomas. Spé&jama, kad dodekanoatas tiesiog ilgiau keliauja link acilo
suri§imo vietos, o pati hidrolizé vyksta pagal kanoninj esterazés mechanizma.

Kaip jau minéta, esterazéms ir lipazéms nereikalingi kofaktoriai,
fermentai yra gana stabilis ir aktyvis organiniuose tirpikliuose [42]. Be to,
daugelis esteraziy/lipaziy, priklausan¢iy o/ hidrolaziy superSeimai,
katalizuoja daugiau nei vieng chemine reakcija, pavyzdziui esteriy, ir amidy
hidrolizg [48].

ABhidrolazés yra viena i§ didziausiy zinomy baltymy Seimy, be
esteraziy/lipaziy Siai superSeimai priklauso amidazés, epoksidhidrolazes,
dehalogenazés ir hidroksinitrilo liazés ir C-C rysio hidrolazés. Tikriausiai dél
labilios struktiiros, ABhidrolazéms yra sékmingai taikoma baltymy inzinerija
kei¢iant fermenty savybes. Be pagerinto termostabilumo [49] ir pakeisto
enantioselektyvumo [50], buvo sukurti fermentai su visiskai nauju kataliziniu
aktyvumu [51] [52]. Pavyzdziui Pseudomonas fluorescens esterazé paversta
epoksidhidrolaze [53] arba perhidrolaze [54], to paties mikroorganizmo
karboksilesterazé — lipaze [55], o hemo neturinti Streptomyces aureofaciens
bromperoksidazé — lipaze [56].

1.1.1.1.1. Ferulo raisties esteriy hidrolazés ir tanazés

Ferulo rugsties esteriy hidrolazés ir tanazés yra dvi Seimos i§ daugelio
Seimy, priklausanéiy a/p hidrolasiy superSeimai [57] [58] [59]. Ferulo ragsties
esterazés skaido lasteliy sienelés polisacharidy esterius, hidrolizuojant
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estering jungtj tarp ferulo ar di-ferulo rugsties ir angliavandenio. Tanazés —
fermentai skaidantys esterines jungtis galotaninuose, sudétiniuose taninuose
ir galo rgsties esteriuose [60]. Siy $eimy atstovy randama bakterijose,
grybuose ir augaluose. Feruloilesterazés ir tanazés industrijoje naudojamos
biomasés perdirbimui, bioetanolio ir popieriaus pramonése [61], o0 dar
didesnio susidoméjimo S§iy Seimy fermentai sulauké, kai atsirado duomeny,
kad tokio tipo fermentai gali skaidyti plastiky komponenty esterinius rysius
[62].

Polietileno tereftalato (PET) fermentine hidrolize galima suskirstyti |
dvi kategorijas — poliesterio pluosto pavirSiaus modifikavimas ir PET atlieky
skaidymas. Siuos du procesus katalizuoja skirtingi fermentai. Fermentiniam
pavirSiaus modifikavimui naudojamos hidrolazés, tokios kaip lipazeés,
karboksilesterazés, kutinazés ir peptidazés. Siame procese pasalinamos
i8sikiSusios, polimero pavir§iuje esancios, esterio grupés. Tokie fermentai
turéty biti klasifikuojami kaip PET modifikuojantys fermentai ir neturéty
skaidyti PET Serdies. Priesingai, norint skaidyti PET atliekas, reikia fermenty,
skaidan¢iy PET Serding polimering granding [63]. Vieni garsiausiy $ios
Seimos atstovy, skaidanéiy PET, yra IsPETazé ir IsMHETazé i§ ldeonella
sakaiensis [20] [64]. Abu fermentai PET hidrolizés procese dirba sinergetiskai
— PETazé hidrolizuoja Serdi, o MHETazé antrajame etape skaido PET
komponetus iki pradiniy PET sintezés junginiy — tereftalio rugsties ir
etilenglikolio. IsMHETazé yra priskiriama ferulo riigSties esteraziy/tanaziy
Seimai.

1.1.1.2. SGNH hidrolazes

SGNH baltymy superSeima i$ pradziy buvo pavadinta GDSL
superSeima dél konservatyvaus amino ragsc¢iy GDSL motyvo [65] [37].
SGNH hidrolazéms biidinga taip vadinama ,,sumustinio” o/p/o struktiira,
kurig sudaro B-klostés, sujungtos o-spiralémis [66]. Skirtingai negu o/p
hidrolasiy, turin¢iy GxSxG amino riig§¢iy motyva, SGNH hidrolazés turi
kitokj — GDSL (anks¢iau zinomg kaip GDSLS) konservatyvyjj motyva aplink
katalizinj sering. Aktyvyji centra sudaro Ser-His-Asp(Glu) triada, kurios
nukleofilinis serinas yra ar¢iau konservatyvios sekos N-galo, skirtingai negu
a/B hidrolaziy (pastaryjy yra konservatyvios sekos centre). SGNH-
hidrolazéms budingas grieztas keturiy kataliziniy amino riig§¢iy iSsidéstymas
keturiuose I, 11, 11 ir V blokuose (1.4 pav). | bloke esantis katalizinis serinas
veikia kaip nukleofilas ir protono donoras oksianiono kisenéje. Glicinas II
bloke ir asparaginas III bloke taip pat yra oksaniono kisen¢je. Jie, sudarydami
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vandenilinius rysius, stabilizuoja neigiamai jkrautg tarpinj produkta. Histidino
liekana V bloke veikia kaip bazé — deprotonizuodama hidroksilo grupe didina
serino nukleofiliskuma. V bloke tre¢iojoje pozicijoje nuo His (DxxH seka)
esantis Asp yra treiasis katalizinés triados narys [65] [38].
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1.4 pav. SGNH hidrolaziy kataliziniy amino riigs¢iy iSdéstymas blokuose [45].

Literatiiroje yra apraSyti SGNH superSeimos atstovai iSskirti i$
bakterijy, mikromicety, virusy, augaly ir gyviny. DirvoZemyje gyvenanciose
bakterijose [67] [68], [69], ir mikromicetuose [66] daznai randamos SGNH
hidrolaziy Seimai priklausanc¢ios hidrolazés, atsakingos uz sieneliy struktiiry
esterifikacija ir hidroliz¢. Augalo Tanacetum cinerariifolium aciltransferazé
[70] dalyvauja piretriny (natiiraliy insekticidy) esterinio rySio formavime.
Zinduoliy acetilhidrolazé, randama smegenyse, svarbi neurony vystymosi
procese [71]. Virusy esterazés atsakingos uz receptoriy atpazinimg lgstelés
pavirsiuje [72]. O E. coli tioesterazés I pasizymincios tioesterazés, peptidazés,
lizofosfolipazés aktyvumais [73], funkcija lastelése iki $iol nenustatyta, taiau
keli tyrimai parodé, kad fermentas lokalizuotas periplasmoje. Remiantis
struktiiros analize, daroma prielaida, kad §io fermenty platus hidrolizuojamy
substraty spektras yra susijes su fermento aktyviosios vietos lankstumu [74].

NCBI duomeny bazéje taip pat pateikta daug hipotetiniy baltymuy,
priskiriamy SGNH hidrolazéms.
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1.1.2. Amidohidrolazés

Amidohidrolazés gali katalizuoti keturiy skirtingy tipy reakcijas:
amidotransferazés, aciltransferazés, rugsties transferazés ir esterio
transferazés (1.5 pav.) [27] [75].

Amido hidrolizé

y RCOOH + NH3
H,0
RCONH,
Amido pernasa
: s » RCONHOH 4 NH,
NH,OH
Rigsties pernasa
RCOOH o RCONHOH 4 H,0
NH,OH
Esterio pernasa
7 > RCONHOH 4 R'OH
NH,OH
RCOOR!

Esterio hidrolizé RCOOH.4 ROH

1.5 pav. Amidohidrolaziy katalizuojamos reakcijos [24].

Sistematinis §ios fermenty klasés pavadinimas turéty buti acilamido
amidohidrolazés, bet literatiroje daznai naudojami kiti pavadinimai —
amidazé, amidohidrolazé, acilamidazé, acilazé, deaminazé, riebaly
acilamidazé ir N-acetilaminohidrolazé. Amidohidrolazés (EC 3.5) pagal
savituma substratams skirstomos j klases, hidrolizuojancias linijinius amidus
(EC 3.5.1), ciklinius amidus (EC 3.5.2), linijinius amidinus (EC 3.5.3),
ciklinius amidinus (EC 3.5.4), nitrilus (EC 3.5.5), kity komponenty C-N rysius
(EC 3.5.99) (1.6 pav.). Sioms Seimoms nepriskiriami peptidiniy rysiy
hidrolizés fermentai (EC3.4) [27] [75]. O pagal seky homologija,
amidohidrolazés klasifikuojamos j amidazinio zymens amidazés (ang.
Amidase signature (AS)) [27] (Siai Seimai priklauso ir EC 3.4, ir EC 3.5
amidazés), nitrilazés (alifatinés amidohidrolazés) EC 3.5.5.1 [76] [77], nuo
metaly priklausomos amidohidrolazés, kurias autoriai vadina tiesiog
amidohidrolazémis [78] [79] (1.4 pav). Mokslinégje literatliroje néra
sistemingos amidohidrolaziy klasifikacijos. Tai grei¢iausiai nulémé didelé Siy
fermenty jvairové tiek pagal hidrolizuojama substratg, tiek pagal seky
homologija.
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- Linijiniy amidy
EC3.5.1
Cikliniy amidy
EC3.5.2
Linijiniy amidiny
. Pagal __EC3.53
— hidrolizuojamg S -
substrata 'Cikliniy amidiny
EC3.5.4
Nitrily
EC3.5.5
H - Kity C-Nrysiy
EC 3.5.99
Amidazinio
zymens

Amidohidrolazés

- Pagal seky Alifatinés/
homologija nitrilazés

Nuo metaly
priklausomos

1.6 pav. Amidohidrolaziy klasifikacija.
1.1.2.1. Amidazinio Zymens amidohidrolazés

Amidazinio Zymens (trumpinys angly kalboje AS) fermentai turi
konservatyvig mazdaug 130 aminortig§éiy seka, vadinamg AS seka. AS
fermentai pasizymi labai konservatyviu C-galo regionu, kuriame gausu serino
ir glicino liekany, ta¢iau neturi asparto riigities ir histidino liekany. Siy
fermenty Serdj sudaro o/f/o struktiira, kuriy N- ir C-galy topologijos yra
panasios. Sie fermentai turi unikalig, labai konservatyvig Ser-Ser-Lys
katalizing triadg, bet acilfermento tarpiniy junginiy susidarymo Kkatalizinis
mechanizmas gali buti skirtingas [80]. Aktyviojo centro lizinas veikia kaip
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bendroji baz¢é ir aktyvuoja katalizinj sering netiesiogiai, bet per tarpinj antrajj
sering.

AS fermentai pasizymi labai jvairiu specifiSkumu substratams —
alifatiniai, aromatiniai amidai ir a-pakeisty karboksirtig§¢iy amidai [27] [81].
Zinomi AS fermentai yra bakterijy peptidy amidazeé, katalizuojanti peptidy
amidiniy ry$iy hidroliz¢ [80], zinduoliy riebiyjy rigsciy amidy hidrolazé,
katalizuojanti riebiyjy rtgs¢iy amidy hidroliz¢ [82]. Malonamidazé E2 i
azota fiksuojanciy bakterijy, katalizuojanti malonamato hidrolize¢ iki malonato
ir amoniako (dalyvauja azoto apykaitos reakcijose) [83] ir prokarioty Glu-
tRNA(GIn) amidotransferazés A subvienetas katalizuojantis transmidinimo
reakcija susidarant GIn-tRNA(GIn) [84].

1.1.2.2. Alifatinés amidohidrolazés arba nitrilazés

Nitrilazés superSeimai priskiriami tioliy fermentai, dalyvaujantys azoto
apykaitos reakcijose augaly, gyviny, gryby ir tam tikry prokarioty lastelése.
Taip istoriskai susiklosté, kad alifatinés amidohidrolazés, dalyvaujancios
azoto apykaitoje, buvo priskirtos nitrilaziy superSeimai. Pagal seky antrinés ir
tretinés struktiros panaSumus nitrilaziy superSeimos atstovus galima
suskirstyti j 13 Saky, o pagal atpazjstamus substratus i§skiriamos tik devynios
Sakos, 18 kuriy tik viena Saka yra tikros nitrilazés, o astuoniy Saky fermentai
dalyvauja amidy hidrolizés ar kondensacijos reakcijose [76]. 10-tai Sakai
priskiriami Nit polipetiding seka turintys baltymai, o 11-13 Sakoms priskirti
polipeptidai  neturintys apraSyty struktfiriniy panaSumy. Alifatinés
amidohidrolazés katalizuoja trumpy grandiniy alifatiniy amidy (pvz.,
acetamido, propionamido ar akrilamido) hidroliz¢ iki atitinkamos organinés
rigities ir amoniako. Sie fermentai taip pat pasizymi acilo transferazés
aktyvumu in vitro, perkeldami acilo fragmentg nuo trumpy grandiniy amidy
ant hidroksilamino, sudarant hidroksamatus (1.7 pav.). Su nitrilaze susije
baltymai yra multimeriniai a-B-B-a ,,sumustinio struktiiros baltymai, turintys
konservatyvig Glu-Lys-Cys katalizing triada, o nukleofilinéje atakoje
dalyvauja cisteinas [76] [27].

Alifatinéms amidohidrolazéms priklauso nitrilazés i§ C. elegans, S.
cerevisiae, Arabidopsis ir daugelio bakterijy (1 Saka), alifatiné amidazé i$
Pseudomonas, Bacillus, Brevibacteria ir Helicobacteria (2 S$aka), S.
cerevisiae aminoterminaliné amidazé Ntal (3 Saka), dalyvaujanti baltymy
apykaitoje (ubikvitilinimo reguliaciniame procese), biotinidazé (4 Saka),
ureidopropionazé (5 Saka), bakterijy karbamidazé (6 $aka), nuo glutamino
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priklausomos NAD sintetazés (7 ir 8 Sakos), E. coli apolipoproteino N-

aciltransferazés (9 Saka).
(a)

EnzSH Ho0 NH4* H,0 EnzSH
/,NH , > (6]
R=CZ=N: A R=C & R=C’ % R=C’
N N
SEnz SEnz o-
Tioimidatas Acil-fermentas
(b)
EnzSH NH4" Hy0 EnzSH .
O
/ ’ /
R e C< % R= C( ;A, R=— C:
NH2 SEnz O-
Acil-fermentas
() EnzSH
EnzSH NH4* H,0 + HCO3"
% /,
R —NH— c( SR | c( N, WHR
NH» SEnz
Acil-fermentas
(d)
H,N-polipeptidas
EnzSH H20 o Z\Ap pep s
7, V, %
Re=C ( A, pac? R=C
O- SEnz NH-polipeptidas

EnzSH
Acil-fermentas

1.7 pav. Nitrilaziy Seimai priskiriamy fermenty vykdomy reakcijy schemos: (a)
nitrilaziy (1 Saka); (b) amidaziy (2—4 $akos); (¢) karbamilaziy (5 ir 6 $aka); (d) N-
acilamidaziy (9 $aka) [76].

1.1.2.3. Nuo metaly jony priklausomos amidohidrolazés

Daugelis nuo metaly priklausomy hidrolaziy turi konservatyve metaly
suris§imo vieta, sudarytg i$§ keturiy histidiny ir vienos asparto riigsties lickany.
Tretiné strukttira yra statiné sudaryta i§ 8 a-spiraliy ir 8 paraleliai i$sidésciusiy
B-klos¢iy. Sie fermentai gali turéti vieng arba du metalo suri§imo centrus.
Substrato hidrolizé vyksta, kai nukleofilas — vandens molekule —
aktyvuojama, sudarant kompleksa su metalo suri§imo centru. Siai $eimai
priklauso tiek prokarioty, tiek eukarioty a-ureazés, adenozino ir citozino
deaminazés, fosfotriesterazés, dihidroorotazés, alantoinazés, hidantoinazés,
AMP-, adenino ir citozino deaminazés, imidazolonpropionazé,
arildialkilfosfatazeé, formilmetanfurano dehidrogenazés ir kitos [78] [85].

24



1.1.3. Glikozidy hidrolazés

Glikozidy hidrolazés (GH) — fermentai, katalizuojantys glikozidy
glikozidiniy jung¢iy hidrolize, kai reakcijos produktai yra cukraus
hemiacetalis arba hemiketalis ir atitinkamas laisvasis aglikonas. Glikozido
hidrolazés taip pat vadinamos glikozidazémis, o kartais dar ir glikozily
hidrolazémis. Glikozidy hidrolazés gali katalizuoti O-, N- ir S-rySiy glikozidy
hidroliz¢. Kadangi angliavandeniai turi ne po vieng stereocentra, tai jy
[vairové yra milziniSka, ir tai lemia gan sudétingg glikozidy hidrolaziy
klasifikacijg. CaZy (ang. Carbohydrate Active Enzymes) duomeny bazéje
(http://www.cazy.org/) yra nurodyta keletas klasifikacijos btdy (1.8 pav):

e pagal polisacharido hidrolizés vietg — egzo/endo glikozidazés;

e pagal katalizuojama reakcija (priskiriamas EC numeris);

e pagal reakcijos mechanizmg — neinversinis (substrato anomerinio pakaito
padétis iSlaikoma) ir inversinis (o-anomeras virsta [-anomeru, ar
atvirkséiai) [86];

e pagal seky homologija (>160 Seimy).

Egzo
glikozidazés
- Pagal hidrolizés vietg

" Endo
) o o o
S Pagal substratg fpgidazses
@] —
.= EC3.2
'; — ' Neinversinis
'E Pagal reakcijos
2 mechanizma
O Inversinis

| Pagal seky homologija
GH>160 Seimy

1.8 pav. Glikozidy hidrolaziy klasifikacija.

Taip pat yra pasiiilyta glikozidaziy Seimas suskirstyti j didesnes grupes,
vadinamas ,.klanais* [87]. Klanas — grupé Seimy, turinéiy reik§mingg tretiniy
struktliry panasuma, tas pacias katalizines amino ragsciy liekanas ir reakcijos
mechanizma.
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1.1.3.1. Glikozido hidrolaziy reakcijy mechanizmai

Daugeliu atvejy glikozidinio rySio hidrolize katalizuoja dvi fermento
aminoriig§¢iy liekanos: bendroji riigstis (protono donoras) ir nukleofilas/bazé
[88] [89]. Priklausomai nuo S§iy kataliziniy amino rigs¢iy erdvinés padéties,
hidrolizés metu anomeriné¢ konfiguracija iSlaikoma arba invertuojama.
Kiekvienai Seimai, i$vardytai ,,CAZy*“ duomeny bazéje, nurodyta (kai
zinoma) katalizuojamos reakcijos tipas bei amino riig§¢iy liekany, veikian¢iy
kaip nukleofilas/bazé ir kaip protony donoras, tipa.

Neinversines ir inversines reakcijas vykdantiems fermentams pasitlyti
du reakcijos mechanizmai, kuriuos pirmiausia apibiidino Koshland [89].
Neinversiné hidrolizé vyksta dviem etapais, susidarant tarpiniam fermento-
glikozilo kompleksui (1.9 pav.). Katalizé¢je dalyvauja rigstis/bazé ir
nukleofilas, paprastai glutamatas ar aspartatas, esantys vienas nuo kito 5,5 A
atstumu. Pirmagjame etape (daznai vadinamas glikozilinimo etapu) viena
amino rugsties liekana atlieka nukleofilo vaidmenj, atakuoja anomerinj centra
ir i§stumia aglikona, taip susidarant glikozil-fermento tarpiniam junginiui.
Tuo paciu metu kita amino rigsties liekana veikia kaip rlgstinis
katalizatorius - protono donoras. Antrame etape (Zinomas kaip
deglikozilinimo etapas) glikozil-fermento kompleksas hidrolizuojamas
vandeniu.

Nukleofilas [‘OIO 0 ﬁpT

0-R
<0R s
< 60 He
0.0 ROH [
Rugstis/bazé % ‘E 0 o™
" Pereinamasis \J
bl_lViS {O-H

0._0

- t
'OIO o L Glikozilo - fermento
E 0P ° / tarpinis produk
o A arpinis produktas
0]

H O-H
H We
) o: fo
~ Pereinamamsis
biivis

1.9 pav. a-glikozidaziy neinversinés hidrolizés mechanizmas. Pavaizduota remiantis
https://www.cazypedia.org.
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B-glikozidaziy neinversinio mechanizmo reakcijos procesas yra toks
pat, kaip ir a-glikozidaziy, tik katalizinés amino riig§¢iy lickanos iSdéstytos
erdvéje prieSingai nei a-glikozidaziy. Tuo tarpu inversinio mechanizmo
reakcija vyksta vienu etapu ir tarpinis glikozil-fermento kompleksas
nesudaromas.

Be $iy pagrindiniy pasitlyty mechanizmy, dar yra zinoma keletas
jdomiy $iy mechanizmy varianty: (1) be katalizinio nukleofilo, kai 2-
acetamido grupé veikia kaip vidinis molekulinis nukleofilas (biidingas GH18,
GH20, GH25, GH56, GH84, ir GH85 Seimoms); (2) be bendrosios ragsties,
bet turin€ios egzogening baze — jprastai glutamo riigStis yra pakeista
glutaminu (GH1 $eima); (3) alternatyvaus nukleofilo — vietoj asparto rigsties
liekanos yra tirozinas (GH33 ir GH34 $eimos); (4) nuo NADH kofaktoriaus
priklausomas mechanizmas (GH4 ir GH109).

Neinversinis reakcijos mechanizmas budingas GH29 Seimos o-L-
fukozidazéms, GH2 Seimai priklausan¢ioms f-galaktozidazéms (pvz. E. coli
lacZ geno produktas), B-glukuronidazéms, [-manozidazéms ar egzo-f3-
gliukosaminidazéms ir kity Seimy atstovams.

1.1.3.2. o-L Fukozidazés

a-L-Fukozidazés yra egzoglikozidazés [90]. CAZy duomeny bazéje yra
nurodytos keturios a-L-fukozidaziy Seimos: GH29 (EC 3.2.1.51) ir GH95 (EC
3.2.1.63), GH141 ir GH151. GH29 seimos a-L-fukozidazés katalizuoja
galiniy a-1,2, a-1,3, a-1,4 ar 0-1,6 L-fukozily hidroliz¢. Bet taip pat yra
zinoma, kad Sie fermentai gali veikti ir kaip transglikozilazés [90]. GH29
Seimos fukozidazés dazniausiai yra heksamerai, sudaryti i katalizinio (/o)s
tipo domeno ir C-galinio p “sumustinio” domeno [91], jiems budingas
neinversinis reakcijos mechanizmas. GH95 $eimos 1,2-a-L-fukozidazés taip
pat yra egzoglikozidazés, bet katalizuoja a-Fuc-1,2-Gal rysio hidrolize (tokie
ry$iai randami Zmogaus pieno oligosachariduose ar kraujo grupiy
glikokonjugatuose). GH95 Seimai priklauso ir 1,2-a-L-galaktozidazes,
skaldancios L-galaktozidy ry$ius arabinoksilanuose [92] [93]. GH95 $eimos
fermentams buidingas inversinis reakcijos mechanizmas [94]. Katalizinio
domeno struktiira yra (o/a)s-statiné. Manoma, kad GH95 fermentai pasizymi
unikaliu reakcijos mechanizmu, kuriame asparto rigsties aktyvuotas
asparaginas veikia kaip bendroji baz¢, o glutamato karboksilo liekana yra
bendroji ragstis [95]. Trecioji fukozidaziy Seima yra GH141 (EC 3.2.1.51),
kuriai priklauso BT1002 B. thetaiotaomicron a-L-fukozidazé. Sio fermento
reakcijos mechanizmas, pagal kristaling strukttira, turéty buti panasus | GH29
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Seimos fukozidaziy reakcijos mechanizma, taciau kol kas néra duomeny apie
Sio fermento transfukozilinimo aktyvuma. Apie GH151 Seimos (EC 3.2.1.51)
atstovus literatiiroje kol kas pateikta labai maZai duomeny. Sios $eimos
atstovai pasiZymi neinversiniu mechanizmu ir atlicka transfukozilinimo
reakcija kaip ir GH29 Seimos a-L-fukozidazés [35].

1.1.4. Metagenomy hidrolazés

IS daugybés, pramoniniu biidu naudojamy fermenty, daugiau nei puse
sudaro mikromicetiniy gryby, daugiau nei trecdalis — bakterijy, o likusi dalis
yra gyvuninés (8%) ir augaly (4%) kilmés fermentai [96]. Mikroorganizmy
fermenty populiarumg lemia lengvesnis, greitesnis ir tuo paciu pigesnis
mikroorganizmy kultivavimas, didelé mikroorganizmy jvairové, bei paciy
fermenty paprastesnis gavimo ir i§skyrimo procesas.

Atsiradus atrankos metodams i§ metagenomy, atrodé¢, kad neliko jokiy
kliti¢iy greitai susirasti norimas reakcijas katalizuojancius fermentus. Deja,
bet Martinezz-Martinezz ir kt. [9] pateikta duomeny baziy ir bibliografiniy
jraSy apzvalga parod¢, kad apytiksliai per 20 mety (iki 2015) iSgauta tik apie
6100 aktyviyjy arba iSgryninty fermenty klony, o bioinformatiniais metodais,
atrinkta dar beveik 30 karty maziau (1.10 pav.). To priezastys gali buti
jvairios: tiek atrankos metody jautrumo, tiek geny daznio ir raiskos, tiek
boinformatiniy  metody, galiniy nustatyti menamas funkcijas,
nepakankamumas.

Atranka pagal seky homologija

Funkciné atranka

u Esterazés/lipazés ® Glikozidazés ® BEsterazés/lipazés ® Glikozidazés
1 Oksidoreduktazés = Kiti: & Oksidoreduktazes = Dehalogenazés

Peptidazés (28), Glikoziltransferazes (13),

Amidazés (12), Penicilino G acilazés (10)

Nitrilazés (6), Fosfatazés (2), Trechalozés

sintazés (1), Dehalogenazés (1)
1.10 pav. Atrinkty ir panaudoty fermenty skai¢iaus palyginimas vykdant funkcing
atranka ir atlickant paieSka duomeny bazése pagal seky homologija (dviejy
deSimtmeciy publikacijy duomenys iki 2015 mety) [9].
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IS pateiktos ataskaitos (1.10 pav.) matoma, kad daugiausia yra surasta
metagenominiy esteraziy. Tai greiCiausiai 1émé esteraziy metody gausa
(1.2.1.1 skyrius), substraty prieinamumas, paciy esteraziy geny daznis
mikroorganizmuose ir, be abejo, susidoméjimas $iy fermenty klase.

1.2. Hidrolaziy i§ metagenominiy biblioteky funkciné atranka

Naujy fermenty paieska paprastai remiasi viena i§ Siy strategijy: (1)
metagenominiy biblioteky konstravimas ir funkciné teigiamy klony atranka
[40] [97] [98] [99] [100]; (2) paieska (meta)genomuose remiantis homologine
seky analize, chemine tiksliniy geny sinteze ir rekombinantiniy baltymy
katalitiziniy savybiy gerinimu [101] [96]; (3) tikslinga evoliucija, jskaitant
didelio nasumo (angl. HTS) mikroskys¢iy technologija, kurios pagalba
vykdoma fermenty atranka i§ atsitiktinai sugeneruoty kombinatoriniy
biblioteky [10] [102]; (4) racionaliu dizainu in silico ir eksperimentiniu
atrinkty varianty tikrinimu [103] [104] [105] [106]. Funkciné atranka i$
metagenomy suteikia galimybe surasti unikaliy savybiy turincius fermentus,
kuriy katalizinés savybés gali buti véliau pagerintos in vitro evoliucijos
pagalba [96] [107]. Vykdant fermenty selekcijg i§ metagenomy, i§vengiama
daugelio problemy — nereikia ieSkoti kultivavimo terpiy, galima surasti
fermentus i$ laboratorinémis salygomis nekultivuojamy mikroorganizmy,
nebiitina zinoti genomo sekos, ir svarbiausia, atranka vykdoma pagal funkcija,
kas leidzia surasti necharakterizuotus fermentus.

Pagrindiniai metagenominiy biblioteky funkciniai analizés metodai in
vivo yra du:

e atranka pagal tam tikra fenotipa, kai auga visi klonai, bet keiciasi
funkciskai aktyviy klony fenotipas, pvz. kolonijos pakeiCia spalva
(balty-mélyny kolonijy testas), ima fluorescuoti, ar atsiranda hidrolizés
zonos, pvz.: tributirino hidrolizé (lipaziy/esteraziy atranka), nugriebto
pieno hidrolizé (peptidaziy atranka).

o selekcija, kai pasalinami nefunkcionallis variantai ir auga tik lastelés,
turinCios augima salygojancius genus, pvz. auksotrofinio pozymio
kompensavimas, ar jgytas atsparumas antibiotikui.

Funkcine hidrolaziy atrankg galima vykdyti agarizuotoje ar skystoje
terpéje, arba taikant mikroskys¢iy technologijg (1.11 pav.). Atrankos metodo
efektyvumas priklauso nuo pasirinkty salygy: bibliotekos kokybés, tai yra jos
dydzio, klonuoty fragmenty ilgio, DNR $altinio, taip pat nuo naudojamo
substrato ir pasirinkto Seimininko. Pasirinkto metodo efektyvumas gali skirtis
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nuo keliy tikstanciy iki milijardy patikrinty lasteliy kolonijy, o atrenkamy
geny, pvz. esteraziy skaicius gali svyruoti santykiu nuo 1:11 iki 1:193200
[100] [98].

DNR i$skyrimas

O %O OOO OO Biblioteky konstravimas

@y Transformacija 1 lasteles

Selektyvios terpés

Emulsij
parinkimas o

4 formavimas

/"\‘ o,

{ » * —_ .

| J ‘ G Riisiavimas
N 4 :

Atranka Selekcija ~ Atranka skystoje
terpéje

1.11 pav. Funkcinés atrankos i$ metagenominiy biblioteky metody principai. I§skyrus
i$ aplinkos DNR ir sukonstravus biblioteka, galimos skirtingos atrankos strategijos:
atranka agarizuotoje terpéje pagal pasikeitusj fenotipg, arba vykdant selekcija,
skystoje terpéje — mikroplokstelése, arba pavieniy Igsteliy jkapsuliavimas j aliejaus
laselius kartu su substratu ir lizés agentais.

1.2.1. Hidrolaziy atranka pagal fenotipinj poZymj

Funkcinés atrankos in vivo paprastai vykdomos agarizuotoje terpéje
(10%-10° klony analizé Petri 1éksteléje), kai Igsteliy kolonijos atrenkamos
pagal fluorescencinj arba kolorimetrinj produkto formavima. Kaip
alternatyva, gali biiti tiriamas atskiry Iasteliy klony aktyvumas mikrotitravimo
ploksteliy formatu [108] [109]. Atliekant atrankg skystoje terpéje, norint
iSgryninti reakcijg katalizuojantj klong, reikia atlikti papildomas perséjimo
procediras [110]. Nors ploksteliy nasumas lyginant su atranka Petri 1éksteléje
yra mazesnis, yra privalumy, susijusiy su kokybiskesniu ir tikslesniu
aktyvumo nustatymu bei galimybémis automatizuoti atrankos procediira.

30



Fermenty atrankos nasumg galima padidinti panaudojant suzadintos
fluorescencijos lasteliy riasiavimo (FACS) technologija [111].

Kitas gana naujas metodas, reikalaujantis atitinkamos jrangos, yra
atrankoms pritaikyta mikroskys€iy technologija. Atlikus metagenominés
bibliotekos transformacijg, pvz. i E. coli lasteles, pavienés bakterijy lastelés
ikapsuliuojamos j emulsinius laselius kartu su substratu ir lizés agentais. Po to
emulsijos laseliai inkubuojami mikrogardelése. Pasireiskus fermento, galin€io
hidrolizuoti atitinkama substrata, ekspresijai, lastelés ima fluorescuoti.
Dielektroforezés pagalba fluorescuojancios lastelés atskiriamos nuo
nefluorescuojanciy. Tai jautrus, greitas metodas, tinkamas naudoti jvairiy
hidrolaziy atrankai, kuriy nepavyksta identifikuoti klasikiniais metodais dél
per mazo jautrumo, substraty pasirinkimo ar naudojamy substraty toksiskumo
lasteléms-Seimininkéms [11].

Vietoj chromogeniniy ar fluorogeniniy substraty hidrolaziy atrankai
galima naudoti metoda pagrjsta reporteriniy geny raiska, tokiy kaip GFP
genai. Siose sistemose metagenominés bibliotekos geny produktai suaktyvina
reporterinio geno raiSka per transkripcijos reguliavima arba per
potransliacinés modifikacijas [111] [112] [100].

1.2.1.1. Esteraziy atrankos pagal funkcinj pozymj

Esteraziy funkciné atranka gali btiti vykdoma in vivo ir in vitro. Atranka
in vivo yra laikoma didelio naSumo ir taikoma fermenty i§ metagenomo
paieskai, ar mutanty biblioteky analizei tiek agarizuotoje, tiek skystoje terpéje,
naudojant jvairius substratus ar reporterinius genus (1.12 pav.). In vitro
atranka vykdoma, nustatant Zinomy esteraziy savitumg substratams.
Klasikinis esteraziy ar lipaziy atrankos metodas yra paremtas hidrolizés zony
formavimu agarizuotoje terp¢je, naudojant substratus aliejy emulsijy pagrindu
— tributiring, re¢iau — trikapriling [113], alyvuogiy aliejy ar trioleina, taip pat
Tween-20 ar Tween-80 su CaCl; (jvykus hidrolizei, riebaly ragstys su kalcio
druskomis sudaro netirpias nuosédas), plastiko komponentus — polilakto
rugsties, polikaprolaktono esterius, polietileno tereftalatus, kiausinio trynj,
kutino pluostus [100] [10]. Esteraziy atrankoms taip pat naudojamos
chromogeninés medziagos — p-nitrofenolio esteriai, nitrocefinas (esterazéms,
turin¢ioms laktamazinj aktyvuma), 5-bromo-4-chloro-3-indolilkaprilatas (X-
kaprilatas) arba indoksilacetatas (mélyny kolonijy formavimas), o-
naftilacetatas ar lauratas kartu su o-dianizidino zinko druska (Fast Blue B) ar
4-benzoilamino-2,5-dimetoksianilinas (Fast Blue RR), jvykus hidrolizei
susidaro violetinés-rudos spalvos nuosédos (diazonio dazai) [100]. Siekiant
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atrinkti enantioatrankias karboksilesterazes, atrankai gali buti panaudojami
enantiomerai. PavyzdZiui, Reetz ir jo kolegos [114] enantio-selektyviy
Pseudomonas aeruginosa lipazés mutanty atrankai panaudojo optiskai grynus
(R)- ir (S)-2-metil-dekanoato pNP esterius. Mikroorganizmy esteriy
hidrolazéms identifikuoti naudojami ir jvairiis fluorogeniniai substratai:
rodaminas B (kolonijos fluorescuoja geltonai 350 nm bangos ilgio $viesoje),
umbeliferilo [115], rezorufino esterius [116], ar FRET technologija [100].Taip
pat yra apraSyty metody su reporterinio geno panaudojimu [117] ar fermenty
kaskados, kai procese dalyvauja keli fermentai [100].

Hidrolizés zony formavimas

Mikroskysciy (tributirinas, kiti riebaly
technologija esteriai)

Chromogeniniai substratai
(X-kaprilatas, indoksil-
acetatas, NP-esteriai)

% nvivo = Ao agarizuotoje Fluorogeniniai substratai

£ ar skystoj v (rodaminas B, umbeliferilas,

o je terpéje

Y rezurofinas)

=

'S

-

< |

L’;:; Reporteriniai genai (GFP)

‘N

=

3 .

a ~ Invitro | Aktyvumo nustatymas Fermenty kaskados (acetato
mégintuvélyje susidarymas fiksuojamas

detektuojant NADH)

1.12 pav. Esteraziy funkcinés atrankos metodai.

Hidrolizés zony formavimas paprastai leidzia per kelias dienas istirti iki
10* varianty, ta¢iau metodo jautrumas daznai biina ribotas, nes optimaliai
vizualizacijai reikalinga didelé substrato koncentracija (2,5-10000 mg/I
terpés), o hidrolizés zonos daznu atveju pamatomos tik esant labai aktyviems
fermentams. Naudojant spalvines reakcijas, jautrumas yra didesnis
(naudojama nuo keliy ng iki keliy mg/l substrato). I$ apraSyty esteraziy ir
lipaziy aktyvumo detekcijai naudojamy substraty, jautriausias metodas yra
fiksuojant pH pokytj — teigiamy klony randama 1:29 santykiu, po to seka
polilakto riigstis (1:13334). tributirinas (1:15478), a-naftilacetatas (1: 19925),
polietileno tereftalatas (1:21400), trioleinas/alyvuogiy aliejus ir rodaminas B
(1:22061), Tween-20 (1:26496), metil- ir etilferulatai (1:26496), 5-bromo-4-
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chloro-3-indolilfosfatkaprilato  (X-kaprilato) (1:50000) ir trikaprilino
(1:68279) [9].

Lyginant atrankas skystoje ir agarizuotoje terpéje, atranka plokstelése
yra jautresné, bet reikalauja papildomy perséjimy, norint iSgryninti klona su
esteraziniu aktyvumu (taip per kelias dienas galima patikrinti > 10 varianty).
Taikant mikroskysCiy technologija ir lasteliy iSskirstyma pagal
fluorescencijos intensyvumg per dieng galima patikrinti iki 10° klony. Tai
labai didelio nasumo metodas, bet reikalaujantis atitinkamos brangios jrangos.
Reporteriniy geny panaudojimas reciau taikomas, nes reikia atlikti papildomy
klonavimo darby, o fermenty kaskados gali pareikalauti papildomy tyrimy,
jrodant, kad fiksuojamas biitent esterazés katalizuojamos reakcijos produktas
[100].

1.2.1.2. Amidohidrolaziy atrankos pagal funkcinj pozymj

Iki Siol aprasyti amidohidrolaziy funkcinés atrankos metodai remiasi
chromogeniniy junginiy susidarymu, naudojant pagalbinius priedus.
Pavyzdziui, apraSytas metodas, kai amidazés aktyvumas stebimas jvykus
hidroksilamino hidrolizei iki hidroksamo riigsties, kuri sudaro tamsiai rudos
spalvos kompleksus su trivalente gelezimi [118], arba nikotinamidaziy ir
pirazinamidaziy hidrolizés produktai — spalvoti nikotino ir pirazino ragsciy
kompleksai su gelezies druskomis [119]. Taip pat galimas prochromogeniniy
substraty kartu su pagalbiniu fermentu atrankos metodas. Pavyzdziui
amidohidrolazés  prochromogeniniu  substratu gali  biiti  indolo-3-
karboksirtigsties amidas, jvykus amidazés katalizuojamai hidrolizei, antrame
etape  indol-3-karboksilato  monooksigenazé konvertuoja  indolo-3-
karboksirtigstj j indoksilg, kuris spontaniskai oksiduojasi iki indigo — mélynos
spalvos dazo [120]. Kitas atrankos pavyzdys su pagalbiniu baltymu bty taip
vadinama geny ekspresijos sistema indukuojama produktu (PIGEX). Metodas
esmeé yra tokia: amidohidrolazé katalizuoja benzamido virsmg benzoatu, kuris
suaktyvina transkripcijos reguliatoriy ir promotoriy, o pastarasis indukuoja
reporterio GFP geno ekspresijag. Amidohidrolazés aktyvumas vertinamas
matuojant GFP fluorescencijg [121]. Kiti apraSyti atrankos metodai remiasi
N-acilhomoserino laktono (NAHL) ir biojutikliy panaudojimu [122], taip pat
galimas variantas, kai stebima ne substrato hidrolizés, o produkto biosintezés
reakcija, pavyzdziui L-fosfinotricino biosintezé [25].
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1.2.1.3. Fukozidaziy atrankos metodai

IS moksliniy publikacijy apie glikozidaziy atrankos analizés paaiskéjo,
kad iki Siol daugiau démesio buvo skirta pramoniniu biidu naudojamy
glikozidaziy — celiulaziy, pektinaziy ir ksilanaziy atrankai i§ metagenomy
[32], o fukozidaziy atrankai skirty publikacijy skai¢ius yra itin mazas [112]
[123]. Tai gali salygoti maza atrankai tinkamy substraty pasitila. Paskelbtose
publikacijose aprasytos atrankos buvo vykdomos pagal fenotipinj pozymj,
naudojant prochromogeninj arba profluorogeninj glikozido substrata.
Pavyzdziui, yra apraSytas 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-L-fukopiranozido
(X-Fuc) panaudojimas metagenominy fukozidaziy atrankai (po substrato
hidrolizés kolonijos nusidazo mélyna spalva) [124] [125], p-nitrofenolio
fukopiranozidy [126], profluorogeniniy substraty — metilumbeliferilo
glikozidy panaudojimas jvairiy glikozidaziy aktyvumo detekcijai, taip pat o-
galaktozidazés atrankai in vivo [127]. Taciau néra aprasytas Sio fluorogeninio
substrato panaudojimas fukozidaziy atrankai i§ metagenominiy biblioteky.

1.2.2. Hidrolaziy atranka selekcijos pagrindu

Selekcijos metodai priklauso nuo tiesioginio rysio tarp lasteliy augimo
ir patobulintos ar jgytos fermento funkcijos, kurie sintetina biitinas maistines
medziagas lasteliy augimui ir i§gyvenimui. Lyginant su atrankomis pagal
fenotipinio pozymio pasikeitima, selekcijos in vivo metody nasumas yra
gerokai didesnis ir siekia 108-10'° varianty patikra Petri léksteléje [108].
Hidrolaziy selekcijai dazniausiai naudojami Iastelés-Seimininkés metaboliniy
keliy auksotrofiniai kamienai, kaip pavyzdziui leucino [128], aspartato [129],
prolino [130], NAD biosintezés [131] bei savitus substratus [132], kuriuos
hidrolizuoty saviti fermentai, taip uztikrindami Seimininko gyvybinguma.
Enantioatrankiy hidrolaziy selektyviai atrankai mutanty bibliotekose gali biiti
panaudojami ir pseudoisomerai: vieno enantiomero hidrolizés reakcijos
produktas yra, pavyzdziui, anglies Saltinis, o kito — toksiskas junginys,
stabdantis augimg [133]. Principiné tokio metodo schema pavaizduota 1.13
pav.
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(R)- Fermentas (8- Energijos —
komponentas Iﬂj saltinis =
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1.13 pav. Selekcijos metodas, paremtas pseudoizomery panaudojimu: vienas
reakcijos produktas uztikrina gyvybinguma, o kitas lemia zatj. [133].

Pasitilyta atranka yra labai efektyvi, taciau platesnis tokios sistemos
pritaikymas yra Siek tiek apribotas, nes pradiniai substratai turi buiti netoksiski
organizmui-Seimininkui, o galimy tokiy izomery pory variantai néra gausts.

1.2.2.1. Esteraziy atranka selekcijos metodais

Palyginus su esteraziy/lipaziy atrankos metody pagal fenotipinio
pozymio pasikeitimg gausa, selekcijos metody yra pasiiilyta labai nedaug.
Bacillus subtilis lipazés A enantioselektyviy mutanty bibliotekos selektyviai
atrankai buvo sékmingai panaudotas aspartato auksotrofinis Escherichia coli
kamienas, bei S-izopropiliden-glicerolio asparto esteris ir pagalbinis slopiklis
— R-enantiomeras — alkoholis [129]. Remdamiesi tokiu metodu, Reetz ir
kolegos [133] apras¢ pseudoenantiomery panaudojimo metoda, kai reakcijos
produktas yra acetatas (anglies Saltinis) arba fluoracetatas (toksiskas
junginys). Alvaro ir kolegy [106] apraSytas metodas taip pat pagrjstas
pseudoenantiomeriniy esteriy miSinio panaudojimu, vienas i$ kuriy veikia
kaip potencialus anglies Saltinis augimui, o kitas prieSingai — kaip potencialus
augimo slopiklis. Siame tyrime, autoriai panaudojo du esterius, kuriy
hidrolizés metu susidaro arba glicerolis — anglies Saltinis, arba 2,3-
dibrompropanolis — toksiskas junginys (1.14 pav.).
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1.14 pav. Enantioselektyviy esteraziy selekcija paremta pseudoenantiomery
panaudojimu. Susidarant gliceroliui, lastelés auga, kitu atveju reakcijos produktas yra
toksiSkas junginys, ko pasekoje lastelés Zusta [106].

Iki Siol visi Sie aprasyti selekcijos metodai buvo pritaikyti atrankai tik
mutanty bibliotekose, bet ne esteraziy/lipaziy paieSkai metagenomuose.

1.2.2.2. Amidohidrolaziy selekcijos pagrindu

Selekcijos metody, skirty amidohidrolaziy atrankai, mokslinéje
literatiroje yra vos keletas. Vienas i§ amidohidrolaziy selekcijos i$
metagenomo pavyzdziy apra$ytas Gabor ir autoriy [128], kurie sieké atrinkti
D-fenilglicino amido darinius hidrolizuojanc¢ias amidazes. Tam buvo
panaudotas leucino auksotrofinis E. coli TOP10 kamienas ir fenilacetil-L-
leucinas arba D-fenilglicino-L-leucinas kaip leucino $altinis. D-fenilglicino
amido dariniai yra tarpiniai junginiai pusiau sintetiniy p-laktaminiy
antibiotiky  (ampicilino, amoksicilino, cefaleksino ir cefadroksilio)
biokatalizingje sintezéje. Kitas pavyzdys yra skirtas enatioselektyviai
amidaziy atrankai, panaudojant raceminj tert-leucino amida kaip azoto Saltinj
minimalioje mitybinéje terpéje. I§ dirvozemio ir vandens pavyzdziy atrinkty
162 bakterijy kamieny, turin¢iy amidazinj aktyvuma, pasireiskusj po
praturtinimo naudojant amidus kaip azoto Saltinj, autoriams pavyko rasti vieng
amido hidrolaze, pasizymin€ig enantioselektyvumu tert-leucino hidrolizés
reakcijoje [134].
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1.3.  Atrankos metody problematika

Apibendrinus literatiiroje pateiktus metagenominiy hidrolaziy atrankos

Vv —

metodus, galima iSskirti tokius i8§iikius, su kuriais susiduriama, vykdant
atrankas:

mazas atrankos metody nasumas;

metagenominéje DNR yra mazas geny, koduojanciy dominancius
fermentus, skaicius. Pagal literatiiroje pateiktus duomenis, fermenty
atrankos i§ metagenomo daznis yra skirtingas: acilazés (1 teigiamas
klonas kiekvienam 333 klonui), fosfatazés (1:2843), oksidoreduktazés
(1:3370), peptidazés (1:9388), esterazés ir lipazés (1:17320) ir
glikozidazés (1: 31190) [9];

mazas funkcinei atrankai tinkamy substraty pasirinkimas. Substratas
lemia atrankos sékmg, pavyzdziui vienoje publikacijoje aprasyta, kad
tikrinant ta pacig geny biblioteka esteraziy/lipaziy aktyvumas
pasireiské nuo 1:188 iki 1:3937 ir 1:15625 santykiu, su atitinkamai
1% tributirino, trikaprilino ir trioleino substratais [113].

pagal geny seky homologija identifikuoti fermentai yra neaktyviis
raiSkos kamienuose;

programy, leidzian€iy numatyti fermentinj aktyvuma sekose,
koduojanciose hipotetinius baltymus, trikumas.

Galimi Siy problemy sprendimo biidai yra:

selektyvi atranka — galima patikrinti didelj klony kiekj, taip padidinant
metodo nasumg ir rety geny suradimo tikimybe;

savity naujy substraty sintezé, ko pasekoje atrenkami fermentai
atliekantys pageidaujamas funkcijas;

lasteliy-Seimininkiy ir raiskos vektoriy parinkimas;

kompiuterinis modeliavimas ir in silico racionalus dizainas, siekiant
gauti pranaSesnius variantus, derinimas su funkcine atranka selekcijos
pagrindu.

Atsizvelgiant j aukSciau iSvardintas hidrolaziy atrankos problemas, Sio

tyrimo tikslas buvo sukurti didelio naSumo, patogius naudoti esteraziy,

amidohidrolaziy ir glikozidaziy metodus, panaudojant savitus substratus ir E.

coli uracilo auksotrofo kamiena.
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2.1.

2. MEDZIAGOS IR METODAI

Naudoti bakterijy kamienai, vektoriai, terpés bei substratai
2.1.1. Darbe naudoti kamienai

Escherichia coli DH10B: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80dlacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR A(ara, leu)7697
araD139 galU galK nupG rpsL X~ (Thermo Fisher Scientific),
Escherichia coli DH10B ApyrFEC [31],

Escherichia coli HMS174 ApyrFEC (konstruotas MMB skyriuje),
Escherichia coli BL21 (DE3): hsdD gal (Aclts857 indl Sam7 nin5
lacUV-T7 genas 1 (Novagen),

Escherichia coli HMS174: F~ recAl hsdR (rK12- mK12+) (DE3)
(Rif R) (Novagen),

Escherichia coli Arctic express (DE3): B F- ompT hsdS(rB- mB")
dem* TetrgalA(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent'] (Agilent).

2.1.2. Darbe naudoti DNR vektoriai

Klonavimo vektorius pUC19 (Thermo Fisher Scientific),
Raiskos vektoriai pPLATE31 (Thermo Fisher Scientific), pET-21b(+)
(Novagen).

2.1.3. Darbe naudotos kultivavimo terpés

Plazmidziy padauginimui naudota: Luria-Bertami (LB) terpé: 10 g/L

peptono, 5 g/L mieliy ekstrakto, 5 g/L natrio chlorido, pH 7,2—7,3, 100 pg/ml
ampicilino (Roth).

Lasteliy gaivinimui po transformacijos naudota SOC terpé: SOB +

0,2% gliukoze. SOB terpé: 0.5% mieliy ekstraktas, 2% triptonas, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 20 mM MgSO..

Fermenty atrankai naudota:
Selektyvi M9 mineraling terpé: 33.9 g/L Na,HPOs, 15 g/L KH2PO4, 5
g/L NH4CI, 2.5 g/L NaCl, 0.2% (w/v) gliukozés, 0.2% kazamino
rugséiy, 1 mM IPTG, 15 g/L agaro, 0,02 mg/ml uridino ar jo analogo
2'3'5'-tri-O-acetil-uridino, 2'3'5'-tri-O-heksanoil-uridino — esteraziy
atrankai, arba N*-benzoil-2'-deoksicitidino amidohidrolaziy atrankai,
n-O-fukozil-2'-deoksiuridinas — fukozidaziy atrankai, n-O-galaktozil-
2'-deoksiuridinas — galaktozidaziy atrankai. Fukozidaziy ir
glikozidaziy atrankai vietoj gliukozés buvo naudotas glicerolis (1%
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v/v) kaip anglies Saltinis (siekiant iSvengti galimos katabolinés
represijos).

e Lipaziy esterziy atrankos terpé su tributirinu: LB terpé su 1%
tributirino, 100 pg/ml ampicilino (Roth), 15 g/L agaro.

Geny raiskai E. coli BL21 (DE3) ar HMS174 kamienuose naudota:

e  Luria-Bertami (LB terpé): 0,5% peptono, 0,5% NaCl, 0,3% mieliy
ekstrakto, pH 7,2-7,3.

e  BHI terpé (Brain-Heart-Infusion Broth): (7,5 g/l kiaulés smegeny
ekstrakto, 10 g/l kiaulés Sirdziy ekstrakto, 10 g/l peptono, 2 g/l
gliukozés, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l NaPOs, pH 7,4 + 0,2) (Roth).

e  Pusiau sintetiné terpé: 1 % triptono, 0,5% mieliy ekstrakto, 0,268%
(NH4)2SO4, 0,15% NH4CI, 0.6% KH:POs4, 0,4% KoHPOs 1%
glicerolio, pH 7,0. Priedai, dedami prie§ indukcija (pasirenkamas
vienas i$ jy vienam eksperimantui): 0,7 M sorbitolis/ 0,5 M sacharozé/
0,7 M manitolis/ 0,5 M argininas.

Visy terpiy komponentai istirpinami distiliuotame vandenyje, pH verté
privedama iki 7,2—7,3. Terpés autoklavuojamos 30 min, 121 °C, 1 atm slégyje.
I terpes pries naudojima pridedama atitinkamo antibiotiko ir kity priedy.

2.1.4. Darbe naudoti substratai

Esterazinio aktyvumo analizei naudota: p-NP acetatas, p-NP butiratas,
p-NP heksanoatas, p-NP dekanoatas, p-NP palmitatas, p-NP stearatas, p-NP
trimetilacetatas, benzil-p-nitrofenil-karbonatas, B-D-gliukozés pentaacetatas,
B-D-galaktozés pentaacetatas (Sigma-Aldrich). 2',3',5'-tri-O-acetiluridinas,
2'.3' 5'-tri-O-heksanoiluridinas,  R/S-1-feniletilo  esteriai —  acetatas,
heksanoatas ir benzoatas susintetinti MMB skyriuje [128], 3'-O-benzoil-2'-
deoksiuridinas (Carbosynth), 3'-O-acetil-2'-deoksiuridinas, 3'-O-acetil-N*-
benzoil-2'-deoksicitidinas, 3'-O-levulinil-N*-benzoil-2'-deoksicitidinas ir 5'-
O-levulinil-N*-benzoil-2'-deoksicitidinas (Jena Bioscience). Esteraziy/lipaziy
atrankai  klasikiniu atrankos metodu naudotas tributirinas (1,3-di
(butanoiloksi) propan-2-il butanoatas) (Applichem).

Amidohidrolazinio aktyvumo analizei naudota: N*-acetilcitidinas, N*-
acetil-2'-deoksicitidinas, N*-benzoil-2'-deoksicitidinas, N*-benzoilcitidinas,
(Combi-Blocks), N*isobutiril-2'-deoksicitidinas, kapecitabinas (Sigma-
Aldrich), N*-heksanoil-2'-deoksicitidinas, N*-nikotinoil-2'-deoksicitidinas,
N*-(2-acetil-benzoil)-2'-deoksicitidinas, N*-(3-acetil-benzoil)-2'-
deoksicitidinas,  N*-(4-acetil-benzoil)-2'-deoksicitidinas,  N*-(2-benzoil-

39



benzoil)-2'-deoksicitidinas, N*-(3-benzoil-benzoil)-2'-deoksicitidinas, N*-(4-
benzoil-benzoil)-2'-deoksicitidinas  susintetinti  MMB  skyriuje  [135].
Heterociklinés bazés: isocitozinas (Combi-Blocks), N*-acetilcitozinas ir N*
acetilizocitozinas, N*-acetil-5-fluorocitozinas sintetinti MMBS [136]. p-
nitroamidai:  p-nitroacetanilidas  (Sigma-Aldrich),  p-nitrobenzanilidas
(CombiBlocks). Kontrolinéms reakcijoms naudoti nukleozidai: uridinas, 2'-
deoksiuridinas, citidinas, 2'-deoksicitidinas (Sigma-Aldrich).

Laktamazinio aktyvumo nustatymui naudoti substratai: nitrocefinas
(Oxoid), Vince laktonas (2-azobiciklo [2,2,1]hept-5-en-3-onas) (Sigma-
Aldrich), 7-nitro-2H-1,4-benzooksiazin-3(4H)-onas, 5-nitro-2-oksindolas, 6-
nitro-3,4-dihidrochinolin-2(1H)-onas, 6-nitrochinoksalin-2-onas, tert-butil-4-
nitrofenilkarbamatas (Combi-Blocks).

Glikozidaziy aktyvumo nustatymui naudoti substratai: p-nitrofenil-f-
D-fukopiranozidas (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil-a-L-fukopiranozidas, metil-
a-L-fukopiranozidas. Kontrolinéms reakcijos naudota L-fukozé (Carbosynth).

Fermentinei sintezei naudota Lactazyme-B™ i3 Bacillus circulans
(GenoFocus) galaktozidazé.

2.1.5. Darbe naudoti pradmenys

2.1 lentelé. Geny klonavimo pradmenys. Pabraukta ir parasyta kursyvu pradmens
dalis skirta sgveikai su pLATE31 vektoriumi.

Klonas F pradmuo R pradmuo
24TS TACATATGCTGAGAAAATG CTAAGCTTGTGCGCTTCGATGA
GCTG AG
24T1 AGAAGGAGATATAACTATGG GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

ATCAAACACTTCTCGCTT | TCTGCGAGGTAAGGCTT

24T3 AGAAGGAGATATAACTATGG GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC
AAAGCCAGACGTTTGGGA TTCAGGCTCTCCGCAA

33T1 TACATATGAAAGCCAGACG TACTCGAGTCTTCAGGCTCTCA
TTTG GCAAAG

30T1 AGAAGGAGATATAACTATGC GITGGTGGTGATGGTGATGGCCC
GTCGTCCATCCTTG TGGGCCAGATGCTCG

30T2 AGAAGGAGATATAACTATGA GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTT
AAGTTAAAATTTTAATAGT GAGTAATTTTATTTTC
TTTCC
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36T2

3T

GRU1

BD1

12T

33T3

BD9

36T1

45T3

C233

PLA1

MO101T

SVG1

SVG3

B11

4H1T

AGAAGGAGATATAACTATGA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

CCCTGAGACTTGCG

ATGCATATGGCGTTTTTCG
ATTTGCC

AGAAGGAGATATAACTATGC

AGGTTGTCGCGGAAC

ATGCTCGAGATCCAGCAGATCA
TGCAG

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

CGGTTATCGACATG

AGAAGGAGATATAACTATGAT

AAACCAAGCATAAACTGAAC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

CAGAAACATCTTTGGC TGCAGACCACGGCG
TACATATGCTTCATCGTCAT TAGTCGACGAGTTTGGTCGCGG
TGC GATC
AGAAGGAGATATAACTATGA GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTT
ATAAATCAAAACGTACGT TGAAAATGGACAGATCTATC
AGAAGGAGATATAACTATGA GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG
AGCCCACTCGCTG AACAGCGCAGCGTC

AGAAGGAGATATAACTATGAT

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

AAAACTCAATCCTGTCTTC

GGCGAGTTGCATATGACCC

AGAAGGAGATATAACTATGA

AAGAACAGCCGCGG

GGAAGCTTGCCCGTGGGAAGG

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CGAACCCCAAGTCG

AGAAGGAGATATAACTATGC

ACCTCCGTGCTGTCG

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GCCGCCGC

AGAAGGAGATATAACTATGA

GGCTTTGCCATCACC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCT

ACATCGTATTGATTCA

AGAAGGAGATATAACTATGA

AAAGGCACTGAAATATTTCG

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GTCTCCACCTCAAGTG

AGAAGGAGATATAACTATGC

GGTTTGGCGTAGACC

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

GCAAGGGG

AGAAGGAGATATAACTATGC

TTAAAGACAGAATCAAGAAAC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

GCGATGCCTC

AGAAGGAGATATAACTATGA

TGCGCTTCGATGAAG

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCT

GAATCATTTTATCCCT
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RIEB

MO4B

EN1H

EN3H

BD2H

CAP3H

1315H

SVGPA-

2T

K3H2

Tb_10-7T

Tb_7_1T

MO13_

Est631

MO13_
Est537

BRM_A
m

K3_Am

Mol0_A

AGAAGGAGATATAACTATGC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

GCACATCTTTGC

AGAAGGAGATATAACTATGA

AGGTGCGCCGTCA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCA

AAAGTCCATCCAAG

AGAAGGAGATATAACTATGC

CGTAAGGCCGTACTG

GIGGTIGGTGATGGTGATGGCCC

AATCAACCAA

AGAAGGAGATATAACTATGC

GAATAGATTTTTTCAGATA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CCAACAACATCG

AGAAGGAGATATAACTATGA

GACACATCTTCCCCC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCA

GTTCGCTCCGCC

AGAAGGAGATATAACTATGC

AGCGTCCTCTCAAACCA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

ATCGAGCTGTTTC

AGAAGGAGATATAACTATGT

GGCGTACACGGC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GGGCCACCAGC

AGAAGGAGATATAACTATGC

GAGACGGACTTGCCTAA

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

CGGCGCTTGACGGC

AGAAGGAGATATAACTATGT

GGCCGTCATCCG

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CCGACCCGCAA

AGAAGGAGATATAACTATGA

CCGGCGAGCGCTTCCTT

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCA

ATCATAACGTATCCGC

AGAAGGAGATATAACTATGA

CGGTCGAGAAATTTCAAG

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CACATGGATTCGACA

TCCATATGAGCTCACTTTTT
ATTG

TCCATATGAGCTCACTTTTT
ATTG

AGAAGGAGATATAACTATGG

TCATCAATCGCGGC

GCTCGAGTTTAATCAGTTTGAT
AT

ACTCGAGTGCTTTTAAGCATG

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCT

ACATCCAGAACCTG

AGAAGGAGATATAACTATGA

AACCGACAGGCATTGAC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CGAACCAACTCTGGC

AGAAGGAGATATAACTATGC

ACCGGGCACCGGTC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GCCAGACACCCG
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CIAN4 AGAAGGAGATATAACTATGA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCAT

AGAGACATATTCAGAT

P4AFUMM AGAAGGAGATATAACTATGA

GCACGGCGCA

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

07_AcAm GCTTAGAACAACAGGCAC

P4FUMM AGAAGGAGATATAACTATGA

ACTGCAACTTGAAATGTTTGC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

07_AmH CCCAGGTTCAGGAAACTAT

TTT

D8 RL  AGAAGGAGATATAACTATGG

TGGACGCGGCGTC

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCAT

AACAATTAAAATTTCAA

62Fucl AGAAGGAGATATAACTATGG

CGTGTGCTGGTGTG

GIGGTGGTGATGGTGATGGCCG

ACAAGATGTGGGGGGACT

CGAA

62Fucl_4 CGCGCTTGTGAGTTGGAGT

22 TC

CGAATGAGTGTCATGCCTATG

GGCCATCACCATCACCACCAC

2.2 lentelé. 1315H_DUF_GFP ligjinio pradmenys

Pavadinimas
1315H_DUF_His
/1315H_DUF _
gfp_R
1315H_DUF_F_
His/gfp_R_His

F pradmuo

R pradmuo

AGAAGGAGATATAACTAT AGTTCTTCTCCTTTACTCG

GTGGGCCACCAGC

AGACGGACTTGCCTAA

TTAGGCAAGTCCGTCT  GIGGTGGTGATGGTGATG
CGAGTAAAGGAGAAG  GCCCGAGACGGACTTGCC

AACT

TAA

2.3 lentelé. Kolonijy PGR ir sekoskaitos pradmenys

Pavadinimas

T7 Promoter/
Terminater

LIC
Forward/Reverse
M13/pUC
Forward/Reverse

F pradmuo

R pradmuo

TAATACGACTCACTA GCTAGTTATTGCTCAGCGG

TAGGG

TAATACGACTCACTA  GAGCGGATAACAATTTCAC

TAGGG

ACAGG

CCCAGTCACGACGT AGCGGATAACAATTTCACA

TGTAAAACG

CAGG

2.4 lentelé. BRM_Am hidrolazes taskinés mutagenezés pradmenys

Pavadinimas
BRM_Lys77_Ala

Pradmuo

CGGCGAAAACAGGTCCGCGATCAGGGTCGGTAC

C
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BRM_Ser153_Ala CCGCCGCTGGCACCGCCGGCACT
BRM_Ser177_Ala CACACGCAAGGCACCGCCGCCATCGT

2.5 lentelé. MO13_Est537 hidrolazés taskinés mutagenezés pradmenys

Pavadinimas F pradmuo R pradmuo
MO13_S195A TTGCGGGTGGTGCG AATACACTTGATCCGGAA
GAAGGAGG CGGCGTT
MO13_D429A ATGGTACGGAAGCC GGACTAAAATCAACTTAC
GAAATGGTCGC CCCCGTTCTC
MO13_H467A GGTTTCAGCGCTGGC AGGAACCAAGTAGTACTG
GGGGGTAA AGCAAATTCGTCAA

2.1.6. Darbe naudotos metagenominés bibliotekos

Fermenty atrankoms naudotos metagenominés bibliotekos buvo
paruostos GMC Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriaus darbuotojy i§ aplinkos dirvozemio ir vandens
méginiy. Biblioteky paruosimas aprasytas publikacijoje [137].

2.2. Darbe taikyti metodai
2.2.1. Kompetentiniy lgsteliy ruosimas

Kompetentinés lastelés auginamos BHI terpéje iki optinis tankis
pasiekia ODggo = 0,6-0,7. Lastelés nucentrifuguojamos 4000xg 4 °C 10 min.
Lasteliy biomas¢ resuspenduojama to paties tiirio Saltame 10% glicerolio
tirpale ir vél centrifuguojama 4000xg 4 °C 10 min. Sis procesas kartojamas
tris kartus. Po paskutinio centrifugavimo lasteliy biomasé resuspenduojama
penktadalyje nuo pradinio terpés tiirio 10% glicerolio tirpale. Taip paruostos
kompetentinés lastelés gali biiti elektroporuojamos i$ karto arba saugomos —
80 °C.

2.2.2. Elektroporacija

Kompetentiniy lasteliy suspensija ir 1-2 ng plazmidinés DNR tirpalo
supilama ] atSaldytg elektroporacijos kiuvete (Eppendorf). Elektroporacija
vykdoma leidziant 1800 mV/cm jtampos srove, impulso trukmeé 3,9-5,4 ms
(Electroporator 2510, Eppendorf). Iskart po elektroporacijos lastelés
uzpilamos SOC gaivinimo terpés (10X lasteliy suspensijos turio) ir
inkubuojamos 37 °C termostate 30 min. Po gaivinimo desimtoji lasteliy
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suspensijos tiirio dalis iSs¢jama ant agarizuotos LB terpés su reikiamu
antibiotiku.

2.2.3. Fermenty atranka selektyvioje agarizuotoje M9 terpéje

Atlikus transformacijg, po gaivinimo E. coli DH10B ApyrFEC lastelés
nucentrifuguojamos  10000xg ~1 min., terpé nupilama, Iastelés
resuspenduojamos fiziologiniame tirpale (0,9% NaCl tirpalas) ir glaistymo
metodu iSsé¢jamos ant selektyvios agarizuotos M9 terpés. Petri 1ékstelés
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 1-4 paras. Uzauga tik transformantai,
turintys aktyvy, atitinkama substratg hidrolizuojantj gena.

2.2.4. Esteraziy/lipaziy atranka agarizuotoje terpéje su tributirinu

Po elektroporacijos E. coli DH10B ApyrFEC lastelés (1/20 suspensijos
tiirio) glaistymo metodu i$sé¢jamos ant agarizuotos LB terpés, turin¢ios 100
pg/ml ampicilino, emulsinio tributirino (1%) ir IPTG 0,1 mM (Thermo Fisher
Scientific). Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 1-2 paras. Norimi
transformantai identifikuojami, remiantis skaidriy zony susidarymu aplink
kolonijas. Hidrolizés zonos rodo, kad tokia kolonija turi esterazés/lipazés gena
ir vyksta $io geno raiSka [138] [100] [139].

2.2.5. Geny pagausinimas PGR metodu

Geny pagausinimas atleikamas naudojant Phusion Green Hot Start 11
High — Fidelity PCR Master Mix, esant 0.25 pM kiekvieno tiesioginio ir
atvirkstinio pradmeny koncentracijai (2.1 lentelé), bei 30-100 ng DNR. PGR
salygos: 1) pirminé denattiracija vykdoma 98 °C 30 s; 2) denattracija 98 °C
10 s; 3) pradmeny prilydimas 15s (temperatiira apskai¢iuojama naudojant Tm
Calculator (ThermoScientific web tools)); 4) DNR sintezé vykdoma 72°C 20
s/1 kb fragmentui; 5) galutiné polimerizacija — 72°C 3 min. 2—4 stadijos
kartojamos 30 karty.

2.2.6. Kolonijy PGR

Kolonijy PGR atliekma naudojant DreamTaq™ Hot Start Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo nurodyma. Tikrinant
uzaugusius transformantus kolonijy PGR metodu jneSama atskiry uzaugusiy
trasformanty kolonijy biomasés. PGR atliekama naudojant vieng i§ 2.3
lenteléje nurodyty pradmeny pory. PGR sglygos parenkamos, remiantis
pradmeny lydymosi temperatiira ir gausinamo geno ilgiu.
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2.2.7. Geny klonavimas j pLATE31 vektoriy

PGR metodu pagausintas genas klonuojamas j pLATE31 vektoriy
naudojantis ,,al.ICator LIC Cloning and Expression Kit 3* (Thermo Fisher
Scientific) rinkiniu pagal gamintojo nurodymus.

2.2.8. Geny klonavimas j pET21 vektoriy

DNR fragmenty ligavimas atlickamas T4 DNR ligazés buferiniame
tirpale su 0,25 U/ul T4 DNR ligazés (Thermo Fisher Scientific), 20 ng/pl
vektoriaus, 50-100 ng DNR fragmento. MiSinys inkubuojamas 1 val kambario
temperatiiroje arba 4 °C 18-24 val.

2.2.9. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

DNR hidrolizé buvo atliekama, naudojant restrikcijos endonukleazes
(Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo nurodymus. DNR hidrolizés
rezultatai vertinami DNR elektroforeze agarozés gelyje.

2.2.10. DNR elektroforezé agarozes gelyje

DNR elektroforezé vykdyta 1% agarozés gelyje TAE buferyje (120 V).
Elektroforezés eiga stebéta pagal ,,DNA Gel Loading Dye (6X)* (Thermo
Fisher Scientific). Po elektroforezés gelis 5 min dazytas etidzio bromido
tirpale. DNR fragmenty dydziui nustatyti naudotas “GeneRuler DNA Ladder
Mix” (Thermo Fisher Scientific) ilgio standartas.

2.2.11. DNR fragmenty gryninimas i$ agarozés gelio

DNR fragmentai i§ agarozés gelio gryninti naudojant ,,GeneJET Gel
Extraction Kit“ (Thermo Fisher Scientific) rinkinj pagal gamintojo
nurodymus.

2.2.12. Plazmidinés DNR gryninimas

I E. coli lasteliy plazmidiné DNR buvo iSskiriama naudojantis
»ZymoPURE II Plasmid Midiprep Kit“ (Zymo Research) rinkiniu pagal
gamintojo nurodymus.

2.2.13. Fermenty geny raiska

E. coli 1astelés buvo augintos acruojant BHI, LB arba pusiau sintetinéje
terpéje iki ODeoo = 0,7-1,0. Geny raiSka indukuojama 0,1-0,5 mM IPTG.
Auginant pusiau sintetingje terpéje, pries indukcija, j terpe pridedama vieno i$
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priedy: 0,5 M sacharozés (Merck), 0,7 M sorbitolio (Merck), 0,5 M arginino
(Merck) arba 0,7 M D-manitolio (Merck). Po indukcijos Igstelés auginamos
16 °C 18-20 val. aeruojant.

2.2.14. E. coli lasteliy ardymas ultragarsu

Atlikus tikslinio geno raiska, E. coli lastelés surenkamos
centrifuguojant 4000xg 4 min. Mitybin¢ terpé nupilama ir lastelés
suspenduojamos 50 mM K-fosfatiniame buferyje, pH 7,5 santykiu 1 g
biomasés su 20 ml buferinio tirpalo. Lastelés ardomos ultragarsiniu
dezintegratoriumi (UZDN-2T) 22 000 Hz dazniu. Ardymas vykdomas ledo-
vandens vonioje, po 20 s, su 20 s pertraukomis ~2 min. Po ardymo meéginys
centrifuguojamas 10000xg 4 °C 6 min. Supernatantas naudojamas baltymo
gryninimui.

2.2.15. Fermenty gryninimas afininés Ni-NTA chromatografijos biidu

Fermentai buvo gryninami afininés chromatografijos biidu naudojant
,»~AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) chromatografijos sistema.
Baltymo gryninimui naudojama ,,HiTrap™ Chelating HP*“ su nikeliu (GE
Healthcare Life Sciences) kolonélé. Nesisorbavusiy baltymy frakcija
pasSalinama sorbenta plaunat 50 mM kalio fosfato buferiu, pH 7,5 (5 kolonos
tiiriai), tikslinis baltymas desorbuojamas kalio fosfato buferiu pH 7,5 su 300
mM imidazolo (10 kolonos tiiriy, gradientas 0—-100%). Frakcijos su tiksliniu
baltymu apjungiamos.

2.2.16. Fermenty gryninimas i§ augimo terpés afininés Ni-NTA
chromatografijos biidu

Lasteliy suspensija centrifuguojama 4000xg 10 min. Terpé nupilama |
atskirg inda, i kurig pridedama ,,IMAC Sepharose 6 Fast Flow resin“ (GE
Healthcare Life Sciences) sorbento, jsotinto nikeliu (sorbento ir terpés tiiriy
santykis 1:100). Taip paruosta terpé inkubuojama maisant 2—-16 h 16 °C. Po
inkubacijos terpé centrifuguojama 100xg 1 min, supernatantas nupilamas, o
sorbentas su suriStu tiksliniu fermentu perkeliamas j chromatografijos
kolon¢le (GE Healthcare Life Sciences). Afininé baltymo chromatografija
vykdoma ,,AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) chromatografijos
sistema. Nesorbuoti baltymai i$ kolonélés pasalinami sorbentg praplaunant 50
mM K-fosfatiniu , pH 7,5 buferiu, sorbuotas baltymas iSplaunamas palaipsniui
didinant imidazolo koncentracijg, naudojant 50 mM K-fosfatinj buferj su 300
mM imidazolo, pH 7,5.
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ISgrynintas  baltymo tirpalas perkeliamas | dializés maiSelj
(Spectra/Por® Biotech RC) ir dializuojamas 50 mM K-fosfatiniame, pH 7,5
buferyje 18-24 val 4 °C temperatiiroje, mai$ant magnetine maisykle. Baltymo
tirpalo ir buferinio tirpalo santykis turi biiti ne mazesnis nei 1:50. Po dializés
1 fermento tirpalg pridedama glicerolio iki 50% (v/v).

2.2.17. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Baltymo koncetracijai naudotas Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). 200 pl Bradfordo reagento sumaiSoma
su4 pl 0,1-0,5 mg/ml baltymo tirpalo ir matuojama optiné sugertis, esant 595
nm bangos ilgiui. Kalibraciné kreivé sudaroma analogiskai matuojant optines
sugertis su zinomy koncentracijy BSA tirpalais (Thermo Fisher Scientific).
Pagal kalibracing kreive apskai¢iuojama tiriamo baltymo koncentracija.

2.2.18. Baltymy grynumo nustatymas poliakrilamidiniame gelyje

Baltymy grynumui jvertinti atlickama baltymy elektroforezé
denatiiruojanCiomis salygomis 14% poliakrilamidiniame gelyje. Analizei
paruoSiami 3 pg tiriamo baltymo méginys ir po 0.125 pg, 0.25 pg ir 0.5 pg
BSA (Thermo Fisher Scientific) baltymo méginiai kalibracinei kreivei
sudaryti. Atlikus elektroforeze, gelis dazomas Coomassie G-250 dazu,
blukinamas, skenuojamas ir analizuojamas GelAnalyser programa. Grynumas
jvertinamas i§ bendro tiriamo méginio kiekio atémus visy tiriamo méginio
suminj priemaisy kiekj.

2.2.19. Kiekybinis fermentinio aktyvumo nustatymas spektrofotometriniu
budu

Esterazinis tiriamy fermenty aktyvumas vertintas spektrofotometriskai,
substratu naudojant p-NP esterius. Reakcijos misinio sudétis: 50 mM kalio
fosfato buferio (pH 7,5), 1 mM pNP esterio (naudotas 10 mM koncentratas
DMSO) ir 5-300 ng tiriamo fermento. Bendras reakcijos taris — 100 pl.
Matavimai atliekami kas 1 min deSimties minuciy intervale. Reakcijos miSiniy
sugertis buvo matuojama esant 405 nm bangos ilgiui ir 37°C temperatiirai,
naudojant PowerWave XS mikroploksteliy skaitytuva. Gauti mikroplokstelés
skaitytuvo rezultatai analizuojami, apskai¢iuojamas fermento savitasis
aktyvumas. Vienas esterazés aktyvumo vienetas apibréziamas kaip baltymo
kiekis, reikalingas susidaryti 1 umol p-nitrofenolio per 1 min. 50 mM kalio
fosfatiniame buferiniame tirpale pH 7,5, 37°C temperatiroje [137] [140]
[141].
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Savitasis aktyvumas apskaiciuolamas pagal formulg:
(A - AO) X sk x Vbendras

eXtX errmento

U/ug =

A — méginio sugerties intensyvumas; Ao — sugerties intensyvumas kontroléje
(misinys be fermento); sk — skiedimy skaicius (kiek karty praskiestas fermento
tirpalas); Viendras — bendras reakcijos tiiris; € — molinis ekstinkcijos koeficientas, lygus
12 mM~tcm; t — matavimo laikas nuo reakcijos pradZios; Veermento — fermento tirpalo
tiris reakcijos misinyje.

2.2.20. Esterazinio aktyvumo nustatymas pH indikatoriaus pagrindu

Hidrolizinis esterazinis aktyvumas buvo tirtas reakcijos misinyje: 5 mM
kalio fosfato buferis, pH 7,5, 0,5 mM fenolio raudonojo (naudotas 10 mM
tirpalas vandenyje), 0,1-4,6 ug fermento/reakcijai ir 10 mM substrato: R/S-1-
feniletilo acetato/heksanoato/benzoato (haudotas 100 mM tirpalas acetone),
B-D-gliukozés pentaacetatas, [-D-galaktozés pentaacetatas (100 mM
koncentratas acetone), 3'-O-acetil-2"-deoksiuridinas, 3'-O-acetil-N*-benzoil-
2'-deoksicitidinas,  3'-O-levulinil-N*-benzoil-2'-deoksicitidinas ir 5'-O-
levulinil-N*-benzoil-2'-deoksicitidinas (100 mM tirpalai DMSO). Bendras
reakcijos miSinio turis lygus 100 pl. Reakcijos miSinys buvo inkubuotas
kambario temperatiiroje iki 5 val. Aktyvumas vertintas vizualiai. Reakcijos
misinio spalvos pokytis i§ raudonos j geltong rodo esteriy hidroliz¢ [101]
[142] [143].

2.2.21. Nitrocefino ir kity laktamy hidrolizé

Nitrocefinas yra chromogeninis cefalosporino substratas, jprastai
naudojamas p-laktamaziy aptikimui [144] [145] [146]. Hidrolizuotas
nitrocefinas keiCia spalva i§ geltonos j raudong. f-laktamazinis aktyvumas
buvo vertintas reakcijos misinyje: 50 mM kalio fosfato buferio (pH 7,0), 1
mM nitrocefino (naudotas 10 mM koncentratas DMSQO) ir 2-100 pg/ml
fermento, inkubuojant 37 °C iki 2 val. Spalvos pasikeitimas buvo vertinamas
vizualiai.

Kity laktamy (2.1.4 syrius) hidrolizé buvo stebima spektrofotometriskai
240-600 nm ilgio bangose, analogiSkomis salygomis.

2.2.22. Fermentinio aktyvumo nustatymas plonasluoksnés chromatografijos
metodu

2-3 ul baltymo tirpalo ar lasteliy biomasés suspensijos jpilama j
reakcijos buferj (50 mM kalio fosfato, pH 7,5, 4 mM tiriamo substrato) ir
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reakcijos miSinys (bendras turis 20 pl) inkubuojamas 1 h 37 °C. Kontrolinéms
reakcijoms naudojamas toks pat reakcijos miSinys, tik be fermento. Po
inkubacijos 0,7 pl reakcijos misinio perkeliama ant ,,TLC Silica gel 60
(Merck Millipore) plonasluoksnés chromatografijos plokstelés. Naudotos
judriosios fazes:

esteriy ir amidy analizé: chloroformas:metanolis santykiu 5:1;

glikozidy analizé: etilacetatas:metanolis:vanduo santykiu 7:3:1.

Nukleozidy ar aromatiniy organiniy junginiy reakcijos produktai
analizuojami plokstele apsvietus UV §viesa (254 nm). Kiti junginiai dazyti
anyziy aldehido dazu: 0.266% (v/v) anyziy aldehido
(4-metoksibenzenkarbaldehio), 3,6% (v/v) sieros rugsties, 1.03% (v/v) acto
rugsties etanolyje. Dazas ruostas taip: 0,54 ml anyziy aldehido istirpinta 50 ml
etanolio (98%), pridéta 1,9 ml koncentruotos sieros rugsties ir 0,54 ml acto
rugsties. TLC plokstelé, atlikus junginiy i$skirstyma, pamerkiama j dazy
tirpalg, nusausinama ir pakaitinama vir§ plytelés 1-2 min. iki norimo
rySkumo.

2.2.23. Fermentiniy reakcijy produkty nustatymas HPLC-MS metodu

HPLC-MC analizei naudota auks$to slégio skys¢iy chromatografas
(CBM-20A, Shimadzu) ir masiy spektrofotometras (LCMS-2020,
Schimadzu). HPLC-MS analizei méginiai paruos§iami juos praskiedziant tuo
paciu tiriu acetonitrilo ir centrifuguojant 6 min, 13200xg. Chromatografinis
atskyrimas atlickamas naudojant 150x3 mm kolonéle YMC-Pack Pro.
Atskyrimas vykdomas esant 40 °C temperatiirai, judrigja faze naudojant 0,1%
skruzdziy riigsties tirpalo vandenyje ir acetonitrilo miSinj. Masiy spektrai
uzraSomi intervale tarp 10 m/z ir 500 m/z, esant 350 °C temperatirai ir
apytiksliai 4500 V jtampai, azoto dujas naudojant jpurSkimui ir dZiovinimui.
Masiy spektrometrijos analizé atlickama, taikant tiek teigiamos, tiek
neigiamos jonizacijos rezimg, pasitelkiant LabSolutions LC/MS programing

jranga.
2.2.24. DNR sekoskaita

DNR sekoskaita atlikta Macrogen Europe (Nyderlandai) naudojant 2.3
lenteléje nurodytus pradmenis.

2.2.25. 1315H_DUF998_GFP liejinio konstravimas

Pirmiausia 1315H_DUF998 koduojantis genas pagausintas PGR btdu
naudojant 1315H_DUF_F_His ir 1315DUF_gfp_R pradmenis, o GFP genas
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—su 1315_DUF_gfp_F ir gfp_R_His pradmenimis (2.2 lentel¢). Pagausinimui
naudota 2x Phusion HS Il green master mix (Thermo Fisher Scientific), 0,25
mM pradmeny koncentracijos ir ~1 ng/pl plazmidinés DNR.

I PGR salygos: 1 ciklas 98 °C 30 s; 30 cikly — 98°C 10 s, 62 °C (DUF
genui) 50 °C (GFP genui) 15 s, 72 °C 20 s, 1 ciklas — 72 °C 3 min.

IT PGR salygos: 1315H DUF998 GFP liejinys pagausintas naudojant
1315H _DUF _F His ir gfp R His pradmeny pora: 1-5 ciklai atlikti be
pradmeny, 6-30 ciklai su 0,2 mM koncentracijos pradmenimis.

Pagausinti produktai (po I ir II PGR) gryninti i§ gelio, panaudojant
GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific). ISgrynintas
DUF998 GFP ligjinio fragmentas klonuotas i pLATE31 vektoriy naudojantis
»aLICator LIC Cloning and Expression Kit 3“ (Thermo Fisher Scientific)
rinkiniu pagal gamintojo nurodymus.

2.2.26. Fermenty mutagenezé

BRM_Am tikslinés mutacijos atliktos naudojant rinkinj QuikChange
Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) remiantis gamintojo protokolu,
naudojant pradmenis nurodytus 2.4 lenteléje (pagal §j metoda PGR atlickamas
su vienu pradmeniu).

MO13_Est537 mutanty gavimui buvo naudotas Phusion Site-Directed
Mutagenesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Visa plazmidés DNR buvo
pagausinta, naudojant fosforilintus pradmenis (2.5 lentel¢). Pradmeny
parinkimas, fosforilinimas ir geny pagausinimas, naudojant Phusion HS II
green Master Mix (Thermo Fisher Scientific), atliktas pagal Phusion Site —
Directed Mutagenesis Kit (Thermo Fisher Scientific) nurodytus protokolus.
Pagausintas linijinis PGR produktas paveiktas Dpnl restrikcijos endonukleaze
(1 /50 pl reakcijos misinio, 37 °C 15 min.), po to liguotas su T4 DNR ligaze
(Thermo Fisher Scientific). Gautomis plazmidémis transformuotos E. coli
lastelés. Pagausintos plazmidés iSgrynintos, atlikta Sengerio sekoskaita.

2.2.27. DMSO ir DMF tirpikliy jtakos 62Fucl fukozidzés aktyvumui
vertinimas

Analizé atlikta reakcijos misiniuose: 10 mM kalio fosfato buferio, pH
7,5, 15 mM 2'-deoksiuridino, 5 mM pNP-Fuc (naudotas 100 mM koncentratas
DMSO arba DMF), 0,14 mg/ml 62Fucl fermento, bei 10%, 30%, 50%, ir 70%
DMSO arba DMF galutinés koncentracijos. Reakcijos miSiniai su fermentu
inkubuoti 2 valandas 37 °C temperatiiros oriniame termostate (Ependroff),
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purtant 500 aps./min. Kontrolinei reakcijai vietoj fermento naudotas fermento
saugojimo buferinis tirpalas.

2.2.28. Glikozidaziy aktyvumo priklausomybés nuo pH ir temperatiiros
poky¢iy vertinimas

Analizé atlikta reakcijos miSiniuose: 15 mM 2'-deoksiuridino, 5 mM
pNP-Fuc (naudotasl00 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,14 mg/ml
62Fucl fermento ir buferinio tirpalo: 50 mM acetatinis buferis pH 5,0, 30 mM
kalio fosfato — pH 6,0, pH 7,0, pH7,5, pH 8,0 ir 30 mM glicininis buferis, pH
9,0. Reakcijos miSiniai su fermentu inkubuoti 2 valandas 37 °C temperatiiros
oriniame termostate (Ependroff), purtant 500 aps./min. Kontrolinei reakcijai
vietoj fermento naudotas fermento saugojimo buferinis tirpalas.

2.2.29. n-O-glikozilo dariniy fermentiné sintezé

Galaktozil-dU sintezé atlikta reakcijos miSinyje: 0,3 M 2'-
deoksiuridino, 0,1 M oNP-B-D-galaktopiranozido (naudotas 05 M
koncentratas DMSO tirpiklyje), 30 mM kalio fosfato buferio, pH 6,0, 0,4
mg/ml Lactazyme B™ (i§ Bacillus circulans) galaktozidazés. Reakcijos
misinys inkubuotas 50 °C 2 h.

Fermentinés fukozilo dariniy sintezés atliktos ~20-30 mM kalio fosfato
buferiniame tirpale, pH 7,5, naudojant 62Fucl fukozidaz¢ (konstruota ir
gryninta GMC, Biochemijos instituto MMBS skyriuje). Fukozés donoru
naudotas p-nitrofenil-a-L-fukopiranozidas (pNP-Fuc), akceptoriumi — jvairts
nukleozidai ir angliavandeniy dariniai. Reakcijos miSiniai su fermentu
inkubuoti 2—3 valandas 37 °C temperatiiros oriniame termostate (Ependroff),
purtant 500 aps./min .Kontrolinei reakcijai vietoj fermento naudotas fermento
saugojimo buferinis tirpalas. Reakcijos miSiniy sudétys:

. 2" -deoksiuridino, uridino, 2°,3"-dideoksiuridino, 2",3"-dideoksiuridino
ir 2"-deoksicitidino fukozilinimas atlikti reakcijos miSiniuose: 120 mM
akceptoriaus, 40 mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM koncentratas DMSO
tirpiklyje), 30 mM kalio fosfato buferis, pH 7,5, 0,35 mg/ml 62Fucl
fukozidazés.

o X-gal fukozilinimas atliktas reakcijos miSinyje: 45 mM X-gal (naudotas
450 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 15 mM pNP-Fuc (naudotas
200 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fucl
fukozidazés, 25 mM kalio fosfato, pH7,5 buferiniame tirpale.

o IPTG fukozilinimas atliktas reakcijos miSinyje: 100 mM IPTG
(naudotas 1 M koncentratas vandenyje), 30 mM pNP-Fuc (naudotas
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200 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fucl
fukozidazés, 25 mM kalio fosfato, pH 7,5.

Metil-a-L-fukopiranozido fukozilinimas atliktas reakcijos miSinyje:
100 mM metilfukozés (naudotas 400 mM koncentratas vandenyje), 30
mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35
mg/ml 62Fucl fukozidazés, 25 mM kalio fosfato, pH 7,5.
o-Nitrofenil-p-D-galaktopiranozido (oNP-Gal) fukozilinimas atliktas
reakcijos miSinyje: 45 mM oNP-Gal (naudotas 450 mM koncentratas
DMSO tirpiklyje), 15 mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM koncentratas
DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fucl fukozidazés, 25 mM kalio
fosfato buferyje, pH 7,5.

p-nitrofenil-a-L-fukopiranozido (pNP-Fuc) (di)fukozilinimas atliktas
20 ul reakcijos miSinyje: 30 mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM
koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fucl fukozidazés, 25
mM Kkalio fosfato buferyje, pH 7,5.
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3. REZULTATAI

3.1. Esteraziy atrankos metodo kiirimas
3.1.1. Esteraziy atrankos metodo principas

VU GMC Biochemijos institute tiriant katabolinius mikroorganizmy
kelius dr. A. Aucynaité parodé [31], kad uracilo auksotrofinis E. coli kamienas
gali buti sékmingai naudojamas specifiniy geny, koduojanc¢iy modifikuotos
uracilo bazés katabolizma, identifikavimui. Gauti rezultatai iSkélé mintj, kad
uracilo auksotrofo kamieno lastelés gali biiti panaudotos hidrolaziy i
metagenomy paieSkai. Taigi, pirmas §io darbo tikslas buvo sukurti didelio
naSumo esteraziy atrankos metoda, jvertinti jo privalumus, lyginant su
klasikiniu esteraziy tributirino atrankos metodu, bei charakterizuoti atrinktas
hidrolazes.

Principiné metodo schema ir jos palyginimas su klasikine
esteraziy/lipaziy atranka, panaudojant tributiring, pavaizduota 3.1 paveiksle.
Metodas remiasi esteraziy selektyvios atrankos i$ metagenominiy biblioteky
principu: i§ aplinkos mikroorganizmy iskirta DNR hidrolizuojama viena i$
pasirinkty restrikcijos endonukleaziy (BamHI, HindIIl arba Smal), gauti
fragmentai liguojami | pUCI9 vektoriy. Taip paruoSta biblioteka
transformuojamos E. coli DH10B ApyrFEC::Km kamieno lgstelés. Lastelés
i§s¢jamos ant selektyvios M9 terpés su uridino analogu ir inkubuojamos 37
°C temperatiiroje 1-4 paras. Tikimasi, kad tokioje terpéje uzaugs tik klonai,
igije esterazg, hidrolizuojancia uridino esterj, o kiti klonai negalés daugintis.

3.1.2. Esteraziy selektyvios atrankos proceso eiga

Esteraziy selektyvios atrankos idéja buvo patikrinta panaudojant
auksotrofinj uracilo E. coli DH10B ApyrFEC::Km kamieng [31] ir du
sintetinius  nukleozidus - 2'3'5'-tri-O-acetiluriding ir 2'3',5'-tri-O-
heksanoiluriding kaip uridino $altinius [137]. Darbe naudotas E. coli trigubas
geny, koduojanciy uridino biosintezés kelig, mutantinis kamienas siekiant
sumazinti klaidingai teigiamy klony skai¢iy, o du substratai pasirinkti siekiant
jvertinti, ar acilo grupés alifatinés grandinés ilgis turéty jtakos atrinkty
esteraziy savitumui substratams. Atrankoms buvo panaudotos metagenominés
bibliotekos (priedo 1P lentelé), paruostos Molekulinés mikrobiologijos ir
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DNR isskyrimas i$ aplinkos Metagenominés bibliotekos
mikroorganizmy konstravimas

o x°

B o TOo
E. coli ApyrFEC kompetentiniy lasteliy transformacija
@ ° o

MO9+Acil-U

“%f,:fjé«“ )

(e}

-

Kultivavimas 1 - 4 paras
37°C
Hidrolazé Hidrolaze

Tributirinas Glicerolis + Butano r.

Hidrolizés zonos

Lgsteliy augimas

Nasumas: >10¢ klony/Petri léksteléje NaSumas: >103 klony/Petri léksteléje

3.1 pav. Esteraziy selektyvios atrankos metodas ir jo palyginimas su klasikiniu
tributirino atrankos metodu. Vykdant selektyvig atranka, uzauga tik klonai jgije
esteraze, gebanéig hidrolizuoti uridino esterius. Tributirino metodu auga visi klonai,
o esterazinis aktyvumas pasireiskia per tributirino hidrolizés zony formavima.

biotechnologijos skyriuje (Biochemijos institutas, GMC, VU) i§ skirtingy
dirvozemiy méginiy [137]. Metodo kiirimo metu i$ viso buvo patikrinta 19
biblioteky (priedo 1P lentel¢), i§ kuriy atrinkti 87 teigiami klonai selektyvioje
agarizuotoje M9 terpéje. Visi klonai buvo pakartotinai patikrinti perséjus ant
agarizuotos M9 terpés be uridino ar jo dariniy, taip uztikrinant, kad klonai
neturi visy trijy mutantiniy uridino kelio geny viename operone, ko pasekoje
ivykty auksotrofinio pozymio kompensavimas. I§ viso keturi klonai uzauge
M9 terpéje be uridino, ar uridino esteriy buvo priskirti klaidingai teigiamiems
(tai sudaro mazdaug 5% visy atrinkty klony) ir toliau nebuvo analizuoti.
Apibendrinant galima teigti, kad pritaikius sukurta metoda vienoje Petri
léksteléje galima patikrinti >10° Igsteliy klony. Tuo tarpu naudojant klasikinj

55



esteraziy atrankos tributirino metoda iSauga visi klonai, o esteraziniu
aktyvumu pasizymi tik tributirino hidrolizés zonas formuojantys klonai.
Vienoje Petri lekstel¢je tributirino metodu galima patikrinti tik 1000—2000
klony.

3.1.3. Atrinkty esteraziy seky analize

Norint jsitikinti, kad E. coli lasteliy kolonijos tikrai augo dél hidrolaziy
sintezés, 1§ jy iSskirta plazmidiné DNR pirmiausia buvo hidrolizuota
restrikcijos endonukleazémis (nurodytos 1P lenteléje) fragmenty dydziy
jvertinimui ir pasikartojanciy seky atmetimui, bei atlikta DNR fragmenty
sekoskaita. Atmetus pasikartojancias sekas, tolesnei analizei buvo pasirinkti
30 klony. Atlikus seky analize ir palyginus su sekomis NCBI duomeny bazéje,
paaiskéjo, kad surasty fermenty seky panasumas su NCBI duomeny bazéje
pateiktomis sekomis yra 31-100 % identiskumo ribose (3.1 lentelé), o i§ 30
analizuoty geny net 12 koduoja necharakterizuotus ar hipotetinius baltymus.

3.1 Lentelé. Atrinkty esteriy hidrolaziy homologai. 1-24 esterazés atrinktos
naudojant acetiluridino, o 25-30 esterazés — heksanoiluridino substratus.

r Esteraze, Artimiausias homologas Tapatumas,
"'GenBank Nr. g %
24T5 Kaistia soli
1, ! aistia Sotl, o/p hidrolazé 67

MH423251  WP_073056985.1
33T1, Devosia sp. Root685,

2. MH423252 WP 082561207.1 hipotetinis baltymas 95
24T3, Devosia riboflavin, . .

3 MH423254 WP 0350869211 'Powetinis baltymas 95

Devosia

24T1, . .- .. hipotetinis baltymas

4, epidermidihirudinis, 99

MH423255 WP 046138431.1 WH87_03740
5. Sl RIEEN DS R RS acetilksilanesterazé 61

MH423256 WP_011955564.1

Lysinibacillus sp.

6. I\?I/I &120312;7 AR18-8, a/p hidrolazé 99
WP_066036519.1

SVGS3, Rheinheimera sp. KL1,
MH423258 WP_053423444.1

4H1T, Sphlng_o bac_t _erlum esterazés Seimos
8. mizutall, 87

MH423260 WP_093095847.1 baltymas
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r Esterazé,
" GenBank Nr.
30T1, Sinorhizobium sp. GL2, hipotetinis baltymas

Tapatumas,

Artimiausias homologas
%

MH423263 KSV78272.1 N182_21555 el

GRUL, Paenlbacn_lus | |
MH423265 phocaensis, acetilesterazé 100

WP_068787184.1

3072, AC|d'obacter|a | |

MH423266 bacterium, OLB17 /B hidrolazé 74
KXKO06970.1
BD1, Rhizobium tropici, o/B hidrolazés

MH423279 WP 015341790.1  \atalizini domeng o1
- turintis baltymas
Paracoccus
aminophilus, o/ hidrolazé 74
WP_020950583.1
SVGPA2T, Sphingopyxis sp. C-1,
MH423270  WP_062186324.1
Rhizobium sp. P44RR-

36T2,
MH423275

/P hidrolaze 93

RIEB
' XXIV, /P hidrolazé 68
MH423273 WP_077472732.1
12T, AZS;Z?S;M hipotetinis baltymas 65
MH423253 OFW37874.1 A3J29 14090
SVGL, Ensifer sp. LC163,  serino hidrolazé (B- 92
MH423269 WP_083222508.1 laktamazé)

C233, Paracoccus sp. TRP,
MH423278 WP 010397925.1
Brevundimonas sp.  ribosomy baltymas

glikozidy hidrolazé 74

45T3,

ey b ot 6
BDY, '\"tim:;;‘:a';‘m SGNH/GDSL i
MH423268 WP_09549189,6.1 hidrolazé

33T3, Pselgj:(:ir::(;rl]g el hipotetinis baltymas 61
MH423272 '

WP_047492018.1
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Esterazé, . Tapatumas,
Nr. GenBank Nr. Artimiausias homologas %
GDSL
PLA1L, Gemmata sp. SH-PL17, . =~ . .
22. MH392251 AMV27246.1 Llpaze/A211h1drolaz 58
36T1, Firmicutes bacterium sialato O-
23. MH423267 CAG:272, ilest . 31
CDC74944.1 acetilesteraze
MOA4B, Microvirga ossetica, S
24 MH423274 WP _099513428.1 peptidaze 92
EN1H, Bacillus sp. J33, . ..

25. MH423276 WP 026581439.1 hipotetinis baltymas 100
MULTISPECIES:

26. MEQZZ?Z,W Duganella, o/ hidrolazé 70
WP_090189706.1

EN3H, Pseudomonas lini, ) .
21 MH423261 WP _048393178.1 o/p hidrolazé 9
CAP3H, MULTI_SPI_ECIES: . .

28. MH423259 Cupriavidus, a/p hidrolazé 96
WP_092295063.1
Dehalococcoidia . .

29 K3H2, bacterium hipotetinis baltymas 67

MH423271 PWB48329 1 C3F10_ 01030

Microbacterium

30 1315H, orillae DUF998 domena 57

" MH423264 g ’ turintis baltymas

WP_094770426.1

Atlikus filogeneting analize, paaiskéjo, kad atrinkti fermentai priklauso
net septynioms fermenty superSeimoms, i§ kuriy devyniolika esteraziy
priklauso ABhidrolazéms, dvi — ABhidrolazéms/galaktoze suri$antj domeng
turintiems baltymams, dvi — laktamazéms, keturios — SGNH hidrolazéms, po
DUF998

vieng glikozidy hidrolazéms, Seimos

acetiltransferazéms (3.2 pav.).

baltymams ir N-
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€233 Glikozilhidrolazée

4H1T
g -24T3
33T1
BD2H
53 24T1
= REB
= 24T5
— 36T2
g 3071
CAP3H ABhidrolazés

ABhidrolazés/Gal
suriSantys baltymai
45T3 N-Acetiltransferazé
36TH
PLA1 . .
- — SGNH hidrolazés
0 I: BD9
1315H DUF 998
——121
7 svel B-laktamazés

05
3.2 pav. Atrinkty esteraziy filogenetinis medis.

Identifikuoty baltymy seky analizé parodé, kad visos ABhidrolaziy
grupés esterazés turi konservatyve Gly-x-Ser-x-Gly katalizinj motyva (3.3 A
pav.) [42]. Dvi esterazés MO4B ir ENI1H sudarytos i§ dviejy domeny —
ABhidrolazés ir galaktoz¢ suriSanc¢io domeno, kurio tikétina funkcija — tai
sgveika su specifiniais ligandais, pavyzdziui, lasteliy pavirSiaus
angliavandeniais. Abi hidrolazés turi konservatyve serino peptidaziy motyva
Gly-x-Ser-Tyr-x-Gly (3.3 B pav.) [147]. Remiantis filogenetika ir BLAST
analize, 33T3, BD9, PLA1lir 36T1 priklauso SGNH hidrolaziy superseimai.
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Visos, i§skyrus 36T1, hidrolazeés turi katalizing Ser-His-Asp (Glu) triada [148]

(3.3 C pav.).

A

139 14? 159

24T5 .. WEDTTTFsSQIADA. .. VARFDWIKKQD. . . T[TDP GRIHV Y §
30T2 . MAGNSLAPGAVEDA. . . RCALRWVEFRNAKQWNEF DT SK I|[VIL 1
2471 . FEDTTYSGQI|ADG. . . LGAIDFLKADA. . . S\VD|GSK I|AN vl
3T YPGFLTRGLS.SPTQHYYRRVFADA. . . VRAVEAARHHP . . . DVD|G . RI[VV q
30T .. WADTTFSTQTADA. .. VARFDSLENMD. . .GVDIGSRVGI \y
33T1 L. FTEGYLTNMIISIDS. . .NASLGYILENY...KVDKEKLG|I I
24T3 .. FTEGYLTNMI|ISDS. ANASLGYIbLENY_ . . AlVD/GDRL|G|T I
GRU1 LOGHIIRGVDGDPQNMLFRHIFLDA...VQUIGIVIMDLE. . .E[VDENRVIG! I
36T2 e WANTTFSGQ|I|ADA. . . VDAFDYLQALP. . .GVDGHRIG Y
BD1 ... LAPETTYKGS|VIKDN . . .YAG:LKWL’HDHAAELGVDTKRL.A\/ HJ
MO101T .. ......... LAPEHPYPAPLEDC. . . YTBALKWVADHADELGIDP THLG I L
4HIT ... EIDHDFKYETEVA.. . .KELVNYIDGKYP.VIKDRSKRGI G
RIEE . .ovinnn.. WSDTTFASQIADA. . .EAAVDWIKASD. . . KVD/GARI[A/T] f]
sVG3 LLGD.....u.. NNNSTTVNEI[VEDA...LGAVLWVKDHIQNYGGD|PAKIAN |
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B

w2 R R B R R F R
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C .
33T3 187 SGEINFWYF
BD9 180 ELTTNH. vE
PLAl 54

VGSTVNANQEUJPDIT"IE
AASIPHSVNSwPDm“ﬂAR
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BD9 236 ....VREVV..... NE[ET QW. S SPGAGVISALY. .
PLAL 94 ............. (Sih1 G b o Y Y I 32
36T1 295 DNFRMISSLIYPWIYEPJEECNL/GYLNDAFATVAMESPDKFVIIPISHLEPDWAYHMNNH

3313 293 EENpIEH. .. ... AAAMATDQE A‘EQFTF‘] F_|MQVTQ EAQ. RGIKVIGATLTPYEG G-
BD9 278 E ﬂGGFNFpGTTGpvppL :r|A!AE NGLKIYGRTLTPFEGT
PLAl 126 I[EYUNFELHGD...........[.. VVRGI VA VAALRKKLPATKILLLGIFPRDEK
3671 415 PEHR[IR l-AYVAGENNVYLPAEY[:]L G N MDWHCDEIPEPKNARYNMO SMEPKVNLF CGE
3373 385 ITR—‘PEII F. .OAMANS[TDL[STIF K|

KRMGDS|IDARLEX
GHAIWAEAMED LUQOVMAK
VETAVFPKITEEVRRMEFRFSRDSVNYRFVNMERPRLEF

BD9 378 |R' AEYD
PLA1 213 |LSKD V|
36T1 595 [_JVLPLE

D
12T 60 v §§ 715 ATS o LEAE|
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EF{gFFQPPGG

E Rl B R R LA HE
3.3 pav. Seky paliginys. A — ABhidrolazéms budingas konservatyvus motyvas G-x-
S-X-G aplink katalizinj sering; B — ABhidrolazeés ir galaktoz¢ suriSantj domenus
turinéiy MO4B ir EN1 katalizinis motyvas G-x-S-Y-X-G; C — SGNH hidrolaziy
katalizéje dalyvaujancios amino riig§¢iy liekanos S-G-(N)-D/E-H; D — B-laktamaziy
S-x-x-K katalizinis motyvas. Palyginys darytas MUSCLE algoritmu MEGA
programoje. Vizualizacija atlikta naudojant ESPript 3.0 serverio programa [150].
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Dviejy esteraziy — 12T ir SVG1 a. r. sekos panasios | B-laktamaziy
sekas ir turi konservatyvias laktamazéms biidingas Ser-x-x-Lys [148] ir Leu-
Leu-x-His-x-x-Gly sekas [139] (3.3 D pav.), bet neturi AB hidrolaziy VIII
Seimos esterazéms (joms biidingas laktamazinis aktyvumas) biidingy dviejy
labai konservatyviy motyvy (Y-A-N) ir (K-T/S-G) [149].

45T3 ir C233 esteraziy sekos priskiriamos atitinkamai N-
acetiltransferaziy ir glikoziltransferaziy Seimoms, bet jy konseravatyvios ir
katalizinés amino rugstys pagal NCBI bazés
duomenis nebuvo identifikuotos.

1315H geno baltymo sekos HHpred
[151] analizé parodé¢, kad geriausias 1315H
struktiirinis homologas yra laktozés permeazé
(PDB 2CFQ) — transmembraninis baltymas, o
NCBI BLAST UniprotKB/Swiss-Prot
baltymy PDB bazéje artimu homologu
(tapatumas 27%) priskiriama
transmembraniné serino peptidazé
(Q8BIK6.3). 1315H baltymas pagal I-Tasser
[152] modelio struktiira ir SMART analizg
taip pat yra transmembraninis baltymas
sudarytas 1§ SeSiy transmembraniniy o
spiraliy, o galimg katalizing triadg sudaro
Ser22-Asp28-His32 (3.4 pav.). Tokia triada
budinga SC klano peptidazéms, pvz., 34 pav. DUF998 |-Tasser
proliloligopeptidazei [147] [153]. Signaling modelis (1-as i§ 5-iy).
peptido seka identifikuoja tik Signal-3L 2.0 ~Numanoma aktyvaus centro
modelinis jrankis (1-18 a.r.seka), o SMART  [fiada—Ser22-Asp28-His32.
modelinis jrankis tokios sekos neidentifikuoja. Taigi i§ amino riigsciy sekos ir
struktiiros modelio analizés galima spresti, kad 1315H hidrolazé yra
transmembraninis baltymas.

3.1.4. Atrinkty esteraziy gryninimas

Norédami patvirtinti, kad butent jvardinti genai yra atsakingi uz
pasireiskusj esterazinj aktyvuma, pastarieji buvo amplifikuoti PGR metodu,
gauti fragmentai jterpti | pET21 arba pLATE31 raiskos vektorius, o geny
raiska analizuota E. coli BL21 (DE3) arba E. coli HMS174 (DE3) lastelése
(2.2.13 skyrius). I§ viso Ni-NTA afininés chromatografijos biidu buvo
iSgryninti 27 rekombinantiniai baltymai (2.2.15 skyrius). 23-jy i$ jy grynumas
buvo didesnis nei 90% (3.5 pav, 3.3 lentel¢). Baltymai koduojami RIEB,
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4H1T ir SVGPA2T klony nebuvo isgryninti dél itin mazo jy kiekio E. coli
lastelése.

1 2 3 B1 B2 B34 5L 6 7 B1B2B38 9 L 10 1 12 13 B3 B2 B1 14 L
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T —
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- b~ 2 ) |
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-
- -

-

)

; | &

A : -
3.5 pav. Iégrynin‘itq esteraziy SDS-PAG: B1 — 125 ng BSA, B2 — 250 ng BSA, B3 -
500 ng BSA; L — PageRuler™ Prestained Protein Ladder.1 —24T5, 2- 45T3, 3 - 24T1,
4 -24T3,5-30T1; 6 — 3T, 7-33T1, 8- GRU1, 9-BD9, 10 - 30T2, 11 — SVG1,
12 -36T2,13-BD1, 14 - 36T1, 15 - C233, 16 - PLAL, 17 - MO101T, 18 — EN3H,
19 — SVG3, 20 — K3H2, 21 - 33T3, 22 — BD2H, 23 — EN1H, 24 — Th10-7, 25 —
CAP3H; 26 — 12T.

RIEB, 4HIT ir SVGPA2T baltymy sintezés, keiCiant biomasés auginimo ir
indukcijos salygas, padidinti nepavyko. Menkos ekspresijos priezastys gali
biti susije tiek su paiy baltymy nestabilumu (greita degradacija E. coli
lastelése), tiek su mazu baltymus koduojanciy geny transkripcijos lygiu. Be to
RIEB ir 4HIT esterazés galimai turi signalines polipeptidines sekas (3.2
lentelé), kurios taip pat gali salygoti maza baltymy ekspresijos kiekj. Kadangi
uzlastelingje frakcijoje esterazinis RIEB ir 4HIT aktyvumas nestebimas,
greiCiausiai Sios signalinés sekos néra atpazjstamos E. coli Igstelése kaip
signalinés sekos transportui j periplazming erdve. Bet literatliroje yra
duomeny, kad signalinés sekos gali turéti jtakos baltymy ekspresijos lygiui.
MO4B baltymo grynumas nebuvo vertintas, nes pavyko i$gryninti tik maza
fermento kiekj esterazinio aktyvumo nustatymui dél hidrofobinés MO4B
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baltymo prigimties. Penkios esterazés (24T1, 24T3, 33T1, SVGI1 ir SVG3)
buvo perneSamos i8 Igsteliy j uzlagsteline erdve déka turimy signaliniy peptidy
(3.2 lenteléje). Sie fermentai sékmingai iSgryninti i§ auginimo terpés (2.2.16
skyrius). Vidulasteliniy Siy baltymy kiekiai taip pat buvo nemazi, bet

uZzlgstelinius fermentus pavyko gauti grynesnius ir, greic¢iausiai, be signaliniy
peptidiniy seky.

3.2 Lentelé. Galimos signaliniy peptidy sekos.

Esterazé

2475

33T1

12T

2473

24T1

3T
MO101T

SVG3

CAP3H

4H1T

EN3H
45T3
30T1

1315H
GRU1
PLAl

30T2
36T1

Signalinio peptido

dydis, a.r.
SMART  Signal-3L 2.0

1-21 1-21
1-26 1-26
1-28 1-28
1-26 1-26
1-23 1-21
1-25 1-25
1-23 1-17
1-19 1-19
120 120

- 1-18
1-27 1-26
1-20 1-20

Signalinio peptido
seka

MLRKWLLASVMLAAI
VAPAAA
MKARRLGSSLIMAGIA
IFAASVAVRA
MLHRHCRPRHAAWLA
IGLLTVVSLNLRA
MKARRLGSVLLVAGV
AIFAASVAAKA
MIKHFSLALASAVLLT
GAAFADA

MRKGQVAVFEYAVFFI
VSLFSQQVFA
MHRAVSQAALFVVAG
LLLAGCGG
MRIILSLLAIFLSSGLVQ
A

MWATSFSSILRVAISIS
A
MRRRTLLRAAVGLLT
AWGLAGIPASAG
MKVKILIVFLMLISIFS
AQA
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Detekcija
uZlastelinéje
frakcijoje

Ne
Taip
Ne
Taip

Taip

n.a.
ne

Taip
Ne

Ne

Ne
n.a.
Ne

Ne
n.a.

n.a.

n.a.

n.a.



Signalinio peptido ii
J bep Signalinio peptido Detekcija

Esterazé dydis, a.r. seka uZlastelinéje
SMART  Signal-3L 2.0 frakcijoje
MKPTRWLALLCLALPL
BD9 1-22 1-18 LASCAS n.a.
MSLHLKCAALVSALL .
SVG1 1-21 1-21 AFPAFA Taip
SVGPA2T - - - Ne
K3H2 - - - Ne
MNKSKRTFLKLLSSVA
33T3 1-23 1-23 VIVITLA Ne
MRTSLLSATASLLLLSS
RIEB 1-22 1-22 GTAMA Ne
MO4B - - - Ne
MTLRLAALGLAALSAT
36T2 1-21 1-20 MAVAG n.a.
EN1H = = - Ne
MSSLRRLGLLLFPLFTV
BD2H 1-21 - PLHA Ne
C233 - - - Ne
MIRNIFGTLPKSAVLLS
BD1 1-29 1-31 ALALSTVMTVNSOA n.a.
Th_10 7T = - - Taip
Tb 7 1T - - - Ne

n.a. — neanalizuota.

1315H baltymas nebuvo isgrynintas dél jo hidrofobinés prigimties. Sio
baltymo sintezés lygis buvo natyviy E. coli baltymy sintezés lygyje (nesimaté
padidinto rekombinantinio baltymo kiekio SDS-PAG), taCiau esterazinis
aktyvumas buvo stebimas tiek reakcijoje su neardytomis lastelémis, tiek
lasteliy nuolauzy frakcijoje suardzius lgsteles ultragarsu. Siekiant gauti tirpy
1315H baltyma buvo i$bandytos kelios strategijos: jvairtis E. coli kamienai
(BL21 (DE3), HMS174 (DE3), Arctic Express (DE3), Rosseta (DE3)),
kultivavimo terpés (LB, BHI, pusiau sintetiné), kultivavimo temperatira (16—
30 °C intervale), kultivavimo trukmé (4-18 h), IPTG koncentracija (0,01-0,5
mM). Deja, nei viena strategija nepasiteisino, fermento aktyvumas visais
atvejais buvo aptinkamas tik lgsteliy nuolauzy frakcijoje. Taip pat buvo
meéginta iStirpinti membranas jvairiais detergentais — Triton-X100, MEGA-7,
MEGA-9, MEGA-10. Nustatyta, kad 0,1% koncentracijos MEGAQ tirpalas
efektyviausiai tirpino tikslinj baltyma. Tai pat buvo méginta pasalinti menama
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signaling sekg (2—18 amino ragstis), bet 1315H konstruktas be teorinés
signalinés sekos prarado esterazinj aktyvumg, o padidintos ekspresijos lygis
SDS-PAG vis tiek nebuvo stebimas. Fermentinio aktyvumo praradimo
priezastis gali biiti susijusi su baltymo struktira. Pagal baltymo struktiiros
modelj, 1315H esterazés aktyvusis centras yra i§ karto uz signalinés sekos
(Ser22-Asp28-His32), o tolesné seka formuoja transmembraninius
segmentus. Galimai, pasalinus signaling sekg, nebesuformuojamas aktyvusis
centras. Kita aktyvumo praradimo priezastis galéty buti 1315H esterazés be
signalinés sekos degradacija citozolyje.

Tolesnei analizei buvo sukonstruotas 1315H geno liejinys su GFP genu
ir atlikta geno raiska E. coli HMS174 (DE3) kamieno Igstelése. Sulieto
baltymo ekspresija taip pat buvo maza, o fluorescencija po lasteliy ardymo
ultragarsu buvo stebima lgsteliy nuolauzy frakcijoje. ISgryninti sulieto
baltymo nepavyko. IS mokslinés literatiros duomeny yra zinoma, kad
transmembraniniy baltymy sintezés lygis E. coli lastelése jprastai yra zemas,
o tokiy baltymy gryninimai sudétingi [154] [155]. Taigi, 1315H esterazés
gryninimo strategijos ir $io baltymo detalesnis charakterizavimas reikalauja
atskiros studijos ir todél toliau Siame darbe nebuvo nagrinéjamas.

Apibendrinus 1315H esterazés analizés duomenis, galima daryti
prielaida, kad 1315H hidrolazé yra transmembraniné esteraze, kurios geno
sekos artimiausias homologas NCBI duomeny bazéje yra nezinomos
funkcijos DUF998 Seimos baltymas, o NCBI baltymy PDB bazéje —
membraniné serino peptidazé.

3.1.5. Atrinkty esteraziy kataliziniy savybiy nustatymas

ISgryninty baltymy hidrolizinis aktyvumas buvo analizuojamas su
jvairiais p-nitrofenolio (pNP) esteriais (17-20): acetatu, butiratu, valeratu,
dekanoatu, taip pat cukry (1-2), nukleozidy (3, 4, 7, 15, 16), aromatiniy
junginiy (5. 6, 9, 10, 13, 14) esteriais, tributirinu (11), acetanilidu (8) bei
nitrocefinu (12) (3.6 pav).
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3.6 pav. Esteraziy substratiniam savitumui tirti naudoti substratai.

Rekombinantiniai fermentai, atrinkti naudojant acetiluriding, efektyviai
hidrolizavo pNP trumpyjy grandiniy esterius, tac¢iau tik keturi fermentai i§ 22
hidrolizavo pNP-dekanoatg, be to trys i$ jy (24T5, 21T1 ir 33T1) pasizyméjo
labai silpnu aktyvumu §io esterio hidrolizéje. Sesi fermentai MO101T, SVG3,
GRUI1, PLAI, 3T ir 33T3 pasizyméjo iSskirtinai didesniu aktyvumu pNP-
acetato hidrolizés reakcijoje (3.3 lentel¢). Su heksanoiluridino substratu
atrinkty fermenty savitumas pasireiské ilgesniy grandiniy esteriams. Sios
esterazés labai efektyviai hidrolizavo pNP-dekanoata (3.3 lentelé), nors Siy
hidrolaziy grupés didziausias savitasis aktyvumas visgi pasireiské pNP-
butirato (EN3H, K3H2, CAP3H) arba pNP-valerato esteriy hidrolizés
reakcijose (EN1H, 1315H) (3.3 lentelé). Nei viena esterazé nehidrolizavo nei
pNP-palmitato, nei pNP-stearato. Esterazé C233, kuri pagal seka priklauso
glikozidaziy Seimai, hidrolizavo trumpyjy grandiniy pNP esterius, bet
nehidrolizavo glikozido hidrolaziy substraty: a-L-arabinofuranozido, a- ir f-
L-arabinopiranozidy, a- ir f-D-ksilopiranozidy, bei f-D-gliukopiranozido p-
nitrofenolio dariniy.
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3.3 Lentelé. Rekombinantiniy esteraziy savitasis aktyvumas pNP-esteriams. 1-24
esterazés atrinktos naudojant acetiluriding, 25-30 — heksanoiluriding. 31 — atrinkta
tributirino metodu (aprasyta 3.2 skyriuje). n.a. —neanalizuota.

Savitasis aktyvumas, U/ug

Grynu-
Nr. Klonas 0 pNP- pNP- pNP- pNP-

mas, % .

acetatas = butiratas valeratas dekanoatas

1. 2475 96 38+3,8 26,44,8 38,2+3,8 0,310,01
2, 3371 96 49+0,8 80+2,4 27,5%6,5 0,9+0,01
3. 2473 85 45+11 4618,1 60,516,2 =
4. 2471 94 66,6+10,7 10+20,8 84+8,7 0,9+0,01
5. 3T 93 23#4 0,910,2 — —
6. MO101T 96 159+19 0,240,1 - -
7. SVG3 99 34617,5 3549,6 33,643,6 =
8. 4H1T? n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
9. 3071 93 55+2,3 54,415,8 20+2,1 =
10. Grul 98 17710,3 2,7+0,8 1,3+0,5 -
11. 3072 93 52+4,7 80,1 2,610,8 =
12. BD1 93 12,9+0,3 5,7+0,8 4,310,5 -
13. 3672 77 32,7+2,9 4,8+0,3 2,2+0,25 =
14. SVGPA2T n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
15. RIEB? n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
16. 12T 77 4,1+0,5 0,30,2 0,30,2 -
17. SVG1 95 343+15  367+15,8  189+52,8 2,1+0,34
18. C233 90 3,70,5 5,8+1,4 4,7+1,6 -
19. 4573 86 104112 7815,4 49,516,1 -
20. BD9 69 3,2¢1,4 3+2 3,212,6 -
21. 3373 82 8016,7 7,60,7 0,9+0,4 =
22. PLA1 93 3040,8 2,4+0,02 - -
23. 36T1 95 4,5+0,5 60,7 6,73 =
24, MO4B - 1,310,1 0,1240,1 - -
25. EN1H 95 14,412 47+17 74,418,9 2,040,2
26. BD2H 93 1,9+0,6 18+0,5 24,3+1,1 3,140,5
27. EN3H 93 28315 336£15 196+18 8,610,6
28. CAP3H 74 29,146,2 7510 34,316,5 10,3+0,34
29. K3H2 98 349435 425421 49,3+2,5 16,912,7
30. 1315H - 2,2+1,3 17,1+10 35,6x17,4 1,0£0,6
31. Tb10_7T 94 12214,7 13318,8 7,410,6 2,611,4
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Atrinkti metagenominiai fermentai reakcijose in vitro hidrolizavo jvairius
cukry ir nukleozidy esterius su keliais pakaitais (3.7 pav.) iki skirtingy
produkty. Pakaity hidrolizés reakcijos buvo stebimos TLC plokstel¢je UV
Sviesoje, arba junginius, nesugeriancius UV Sviesos, dazant anyziy dazais
(duomenys neparodyti). Dalis fermenty pasizyméjo regioselektyvumu 1-
feniletilo esteriy hidrolizés reakcijose (3.7 pav.). 14 i§ 27 klony hidrolizavo
tributiring agarizuotoje terpéje (bus aptarta zemiau). 17 i§ 24 atrinkty fermenty
pasizyméjo laktamaziniu aktyvumu — hidrolizavo nitrocefing, kity laktamy,
(Vince laktono (2-azobiciklo [2,2,1]hept-5-en-3-ono), 7-nitro-2H-1,4-
benzooksiazin-3(4H)-ono, 5-nitro-2-oksindolo, 6-nitro-3,4-dihidrochinolin-
2(1H)-ono,  6-nitrochinoksalin-2-ono,  tert-butil-4-nitrofenilkarbamato)
nehidrolizavo nei viena esterazé.

e Klonas K
— ™~ [, -
T | = ~ m N o m o= - & T in
e £ R e e
Substratas T AN o » Xk Olhd<alnamEEo

| 2413
3311
| 3011

| B-D-gliukozés pentaacetatas

-

B-D- galaktozés pentaacetatas
(R) -1- feniletilo acetatas
(5) -1-feniletilo acetatas
(R)- 1-feniletilo heksanoatas

| (§) -1- feniletilo heksanoatas
(R)-1- feniletilo benzoatas
(5) -1- feniletilo benzoatas
Tributirinas
p-nitroacetanilidas
Nitrocefinas
3'-0-Benzoil-2'dU

| 3"-0-Acetil-2'dU
3'-0-Acetil-N*-benzoil -2'dC
3'-0-Levulinil-N*-benzoil -2'dC
5'-0-Levulinil-N*-benzoil 2'dC
pNP.
pNP-butiratas

| pPNP-valeratas

| PNP-dekanoatas

ABhydrolazés/Gal suriién .s baltymai

5G ye Glikozilhidrolazé

B-Laktamazés

3.7 pav. Fermenty substratinio savitumo jvertinimas.

I§ literatiros duomeny yra zinoma, kad ABhidrolaziy Seimos esterazés
gali pasizyméti amidohidrolaziniu aktyvumu [44] [48]. Atrinkty fermenty
analizé parodé, kad trys esterazés 24T1, MO10IT ir Grul, priklausancios
ABhidrolazéms, katalizavo p-nitroacetanilido hidrolize. Kity Seimy atstovai
$io amido nehidrolizavo. Deoksicitidino dariniy — 3'-O-acetil-N*-benzoil-2'-
dC, 3-O-levulinil-N*-benzoil-2'-dC ir 5'-O-levulinil-N*-benzoil-2'-dC buvo
hidrolizuojama tik esteriné grupe¢, bet ne amidiné (3.7 pav.).
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3.2.  Esteraziy atranka tributirino metodu

Palyginimui, ar galima atrinkti esterazes, gebancias hidrolizuoti uridino
esterius klasikiniu tributirino metodu, buvo patikrintos kelios metagenominés
bibliotekos su pastaruoju substratu. Tributirino metodu buvo atrinkti du klonai
Tb7 1T ir Tb10_7T, sudarantys hidrolizés zonas.

Palyginus su NCBI duomeny bazé¢je esanciom sekom, Tb7 IT
(MH423281) klono genas priskiriamas p-laktamaziy baltymams, o Tb10 7T
(MH423280) seka labiausiai buvo panaSi j ABhidrolaziy superSeimos
atstovus. Nei vienas i$ dviejy klony neaugo M9 terpéje su acetil- ar heksanoil-
uridino Saltiniu. Tb7 1T klono esterazé nebuvo iSgryninta dél hidrofobinés
prigimties, o Tb10_7T buvo iSgrynintas ir jvertintas jo savitasis aktyvumas su
pNP esteriais (3.3 lentelé), bei substraty spektras (3.8 pav.).

Taip pat buvo atliktas ir prieSingas eksperimentas: visi klonai, atrinkti
ant selektyvios terpés su uridino analogais, patikrinti tributirino metodu. I$ 30
klony, atrinkty panaudojus acetiluriding arba heksanoiluridina, tik 14 klony
formavo tributirino hidrolizés zonas
(3.8 pav.). Sie rezultatai taip pat
parodo  pasirenkamo  metodo
svarbg. Palyginus klony aktyvumus
su tributirinu ir hidrolizuojmy pNP
esteriy acilo grupiy ilgius matoma
tendencija, kad esterazes
hidrolizuojancios tributiring yra
labiau savitos ilgesniy grandiniy
pNP esteriams. Bet plataus spektro
CAP3H, BD2H, 24T5, 24713
esteraziy, efektyviai
hidrolizuojanc¢iy =~ pNP-valerata,

Iasteliy klonai neformavo 3.8 pav. Selektvioje M9 terpeje atrinkty
esteraziy klony patikra  tributirino

atrankos metodu.

: B,
pUCI9  24T5  24T1

2473 3311
oy

‘ﬁwi

3T GRU1

JPLAT 12T

FEH

" e
41T RIEB 13164 CAP3H |

W

Mg :
VGPA2T ENTH pUC19  pUCTS

tributirino hidrolizés zony. I§ to
galima daryti prielaida, kad
tributirino metodas néra pakankamai jautrus $iy hidrolaziy aptikimui.
Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad sukurtas selektyvus
esteraziy atrankos metodas yra jautresnis uz klasikinj tributirino metoda, be to
tributirino metodas néra geriausias pasirinkimas esteraziy, savity trumpy
grandiniy esteriams, atrankai. Taip pat sukurtas metodas suteikia galimybe
keiciant esterio grandinés ilgj atsirinkti pageidaujamy savybiy fermentus.
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3.3. Amidohidrolaziy atrankos metodo kiirimas
3.3.1. Amidohidrolaziy atrankos metodo principas

Sukiirus sékmingg esteraziy selekcijos metoda, Sios atrankos sistema
bandyta pritaikyti ir amidohidrolaziy atrankai. Selektyvaus metodo kiirimui
buvo panaudotos E. coli DH10B ApyrFEC::Km bakterijos, o substratu
pradZioje buvo pasirinktas N*-acetilcitidinas, kaip vienintelis uridino Saltinis
M9 minimalioje terpéje. Taciau paaiskéjo, kad E. coli Iastelés metabolizuoja
N*-acetilcitiding ir formuoja kolonijas mineralinéje terpéje be papildomy
geny. Kartu su Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus
(Biochemijos institutas, GMC, VU) darbuotojais atlikti i§samiis tyrimai leido
identifikuoti uz N*-acetilcitidino hidrolize atsakingg fermentg — hipotetinj
YqgfB baltyma. Buvo nustatyta, kad amidohidrolazé YqfB yra 103 a.r.
polipeptidas, turintis ASCH domena, atsakinga uZ saveika su RNR. Sio
fermento kataliziniy savybiy tyrimai pateikti publikacijoje (Stanislauskiené ir
kiti, 2020) [136] ir Siame darbe detaliau nebus nagringjami.

Nustacius, kad YqfB baltymas trukdo atrankos sistemos kirimui,
panaudojant N“-acetilcitiding kaip substrata, YqfB koduojantis genas buvo
pasalintas i§ E. coli DH10B ApyrFEC::Km lasteliy genomo. Deja, bet E. coli
DH10B ApyrFECAyqfB::Km kamieno lgstelése N*-acetilcitidinas vis tiek
buvo metabolizuojamas, todél darbai buvo tesiami su kitu substratu — N*-
benzoil-2'-deoksicitidinu kaip vieninteliu uridino $altiniu minimalioje M9
terpéje. Atrankos metodo principas yra parodytas 3.9 paveiksle.

Q a

NH,
NH 8L
“Amidaze E colicitiding.
deammaxa

®)
W (@] Ao ‘L&n 9’ L o %Y _ e |
{ (

E. coli ApyrFEC

I Metagenominés i Selekcija M9 terpéje
DNR iéskyrimas i$ bibliotekos k°";§:t':|'i‘l_tl'"'“ su sintetiniu
aplinkos méginiy konstravimas - citidino amidu

transformacija

3.9 pav. Amidohidrolaziy atrankos metodo principas. Vykdant selektyve atranka,
uzauga tik klonai jgije amidohidrolaze, kuri N*-benzoil-2'-deoksicitiding hidrolizuoja
iki 2'-deoksicitidino, o natyvi E. coli citidino deaminazé 2'-deoksicitiding deaminina
iki 2'-deoksiuridino, ko pasekoje atstatomas uridino auksotrofo fenotipas.
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Pirmame etape E. coli ApyrFEC::Km lastelés transformuojamos
metagenomine biblioteka. Po transformacijos lastelés iSséjamos ant
selektyvios M9 terpés su uridino analogu ir kultivuojamos 37 °C
temperattiroje 1-3 paras. Buvo tikimasi, kad amidohidrolazés i$ metagenomo
pavers N*-benzoil-2'-deoksicitiding j 2'-deoksicitiding, o natyvi E. coli
citidino deaminazé 2'-deoksicitiding deaminins iki 2'-deoksiuridino, ko
pasekoje bus atstatomas uridino auksotrofiniy lasteliy gebé¢jimas dalintis.

3.3.2.  Amidohidrolaziy selektyvios atrankos proceso eiga

Sio darbo etapo metu i§ viso buvo patikrinta 15 metagenominiy
biblioteky, paruosty Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje
(Biochemijos institutas, GMC, VU) i§ dirvozemio mikroorganizmy DNR
fragmenty, klonuoty j pUC19 vektoriy. Teigiami rezultatai buvo nustatyti
penkiose bibliotekose (priedo 1P lentel¢). Klonai, koduojantys
amidohidrolazes, buvo surasti naudojant M9 terpe, su 100 pg/ml ampicilino,
40 pg/ml kanamicino ir 20 pg/ml N*-benzoil-2'-deoksicitidino. I$ viso buvo
atrinkta 12 teigiamy klony. Klaidingai teigiamy rezultaty eliminavimui visi
klonai buvo pakartotinai patikrinti kultivuojant agarizuotoje M9 terpeje su
citidino dariniu ir be jo. I§ atrinkty klony buvo iSskirta plazmidiné DNR,
atlikta analizé restrikcijos endonukleazémis ir Sengerio sekoskaita. Tolesnei
analizei buvo pasirinktos 7 plazmidés.

Kad pagalbinis fermentas yra butent E. coli citidino deaminazé (Cdd)
jrodyta iSveiklinus ja koduojantj cdd gena E. coli DH10BApyrFEC kamiene
ir kultivuojant Sias lasteles selektyvioje terpéje (3.10 pav). Kaip ir manyta, nei

M9 M9 +uridinas M9+ N4-benzoil-2'-deoxicitidinas (4)

3.10 pav. E. coli DH10B ApyrFECcdd::Km kultivavimas M9 terpéje be uridino, su
uridinu ir uridino amidu. +cdd — E. coli DH10B ApyrFEC::Km kamienas (su
deaminaze), - cdd — E. coli DH10B ApyrFECcdd:: Km (be deaminazés). pUC19 —
kamienas su pUC19 vektoriumi; K3Am ir MO10_Am — kamienai su atitinkamy
amidohidrolaziy genais pUC19 vektoriuje.
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vienas i$ patikrinty klony, turiné¢iy amidohidrolazés gena, nekompensavo E.
coli DH10B ApyrFECcdd::Km uridino auksotrofinio poZzymio — lgstelés
neaugo ant M9 agaro terpés, su N*-benzoil-2'-deoksicitidinu (3.10 pav.).

Taip pat vietoj N*-benzoil-2'-deoksicitidino, kaip substratas buvo
iSbandytas ir N*-benzoilcitidinas: kolonijos buvo formuojamos vienodu
intensyvumu tiek su ribo-, tiek deoksiribonukleozido analogu.

3.3.3.  Atrinkty amidaziy geny seky analizé

Atrinkty klony plazmidziy DNR fragmenty seky analizé parodé, kad
SeSiy fragmenty sekos turi atviro skaitymo rémeliy (ORF) su 40-90%
identiskumu hidrolaziy sekoms, randamoms NCBI GenBank duomeny bazéje
(3.4 lentele), o PAFUMMO7 klone yra du ORF, koduojantys potencialias
amidohidrolazes — PAFUMMO7_AcAm ir PAFUMMO7_AmH.

3.4 Lentelé. Atrinkty amidohidrolaziy homologai.

T Tapatumas,

Klonas, GenBank Nr. Artimiausias homologas %
(]

Pseudomonas sp. 1R 17,
BRM_Am, MN734430 L 99
- WP_065947988.1, amidazé

Achromobacter xylosoxidans,

K3_Am, MN734429 L 97
- WP_013394140.1, amidazé
MO10_Am, Rhodococcus erythropolis, o6
MN734431 WP_084324709.1, amidazé
PAFUMMO7_AcAm, Agromyces sp. Root80, Wp056655740.1, 84
MN734432 amidazeé
PAFUMMO7_AmH, Agromyces sp. Root81, Wp056655731.1, 80
MN734432 amidazeé
Pusillimonas noertemannii, PVY61383.1,
CIAN4, MN734434 . . 73
ferulo riigsties esterazé
MO13_Est631, Bacillus asahii, WP_119118064.1, c6
MN734432 tanazé/ferulo ragsties esterazé
Runella limosa, WP_028525627.1,
D8_RL, MN734435 - 40

hipotetinis baltymas
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Filogenetiné seky analizé parodé, kad Sie fermentai priklauso
skirtingoms baltymy superSeimoms (3.11 pav.): keturi i§ jy (BRM_Am,
MO10_Am, K3_Am ir PAFUMMO07_AcAm) priklauso Amidazinio zZymens
(AS) fermenty super§eimai SSF75304. Siai §eimai buidingas glicino ir serino
amino rugstimis turtingas regionas, o aktyvyjj centrg sudaro Lys-Ser-Ser
triada (3.12 pav .).

e3; WP 078732673.1 amidase Pseudomonas fluorescens
WP 122207616.1 amidase Pseudomonas viridiflava
R Bo A
97| WP 0659479881 amidase Pseudomonas sp. 1 R 17
WP 074845913.1 as
WP 057722523.1 amidase Pseudomonas orientalis
WP 132640209.1 amidase Pusillimonas sp. YR330
9899
WP 013394140.1 amidase Achromobacter xylosoxidans

73|~ WP 122173221.1 amidase Burkholderia stabilis

g2|- WP 133197088.1 amidase Candidatus Paraburkholderia sp. 4M-K11

86 WP 133098027.1 amidase Cupriavidus sp. L7L -1
59 %
WP 056655740.1 amidase Agromyces sp. Root81
WP 083363953.1 amidase Microterricola viridarii
WP 119425491.1 amidase Arthrobacter sp. JZ R-35
WP 132342004.1 amidase Nonomuraea sp. KC201
WP 088282078.1 amidase Kineosporia sp. A 224
0; WP 1017867521 amidase Nonomuraea indica
WP 012891572.1 amidase Streptosporangium roseum

WP 036442801.1 amidase Mycolicibacterium mageritense
RYD30660.1 amidase partial Verrucomicrobiaceae bacterium

85' WP 084324709.1 amidase R Is ery =
100; WP 086810843.1 amidohydrolase Streptomyces murinus
8411 WP 037663928.1 amidohydrolase Streptomyces griseofuscus
WP 079145888.1 amidohydrolase Streptomyces lydicus —
WP 104814573.1 amidohydrolase Kitasatospora sp. MMS16-BH015

98

84 85

WP 056655737.1 amidohydrolase Agromyces sp. Root81 -
D8 RL
WP 102201485.1 hypothetical protein Siphonobacter sp. BAB-5405
95 WP 028525627.1 hypothetical protein Runella limosa
60| — WP 1296012421 hypothetical protein Spirosoma sp. TY50
WP 092015740.1 hypothetical protem Pseudarcicella hirudinis
WP 038698337.1 hy protein Sphil sp. ML3W
100) WP 052725961.1 tannase/feruloyl esterase ABhydrolase Quasibacillus thermotolerans -
WP 0527171941 tannase!feruloyl esterase AB Bacillaceae bacterium MTCC 10057
WP 045671574.1 i ABhydrolase Paenibacillus beijingensis

|MO13 Est631
P 008420072.1 tannase/feruloyl esterase ABhydrolase Clostridium sp. LS
95 WP 1191180864.1 tannase/feruloyl esterase ABhydrolase Bacillus asahii
sp AOAOKBPBE7.1 MHET hydrolase L
QUE36433.1 feruloyl esterase Burkholdena lerntom v
KLU23480.1 feruloyl mir PML1(12)
RZI57507.1 tanr partial Pseudomonas sp.
GAJ96502 1 putative esterase Agrubactenum rhlzogenes NBRC 13257
PVY61383.1 feruloyl Pusillimonas noer

83

3.11 pav. Atrinkty amidohidrolaziy ir jy homology filogenetinis medis. I —
Amidazinio zymens superSeima (SSF75304), II — nuo metaly priklausomy
amidohidrolaziy super§eimos (SSF51338 ir SSF51556), 111 — hipotetiniai baltymai, IV
— ABhidrolaziy super$eima (SSF53474).

Viena i§ Amidazinio Zymens superSeimos amidohidrolazé BRM Am
buvo iSsamiau panagrinéta. Remiantis I-Tasser molekulinio jrankio pasitlytu
modeliu [152] buvo atliktos numanomo aktyvaus centro mutacijos K77A,
S153A, S177A. Dvi is trijy mutacijy — K77A ir S177A — isveiklino fermenta,
0 S153A mutacijos jvesti nepavyko (bandyta kelis kartus kei¢iant PGR
salygas).

73



A

VRAERPGPGVFAG

BRM_Bc_Am 38
WP_065947988.1_amidase_Pseudomonas_sp._1_R_17 38 ERV VRASRPGPGVFAG
RL4845913.1_amidase_Pseudomonas_marginalis 38 =R VRASREGPGVEAG
WP_122207616.1_amidase_Psoeudomonas_viridiflava 38 ER IWRTWRPGDGMFAG
WP_057722523.1_amidase_Pseudomonas_orientalis 38 ERV ARTAMRPGEGVEAG
WP_078732673.1_amidase_Pseudomonas_fluorescens 38 EL. ARTMREGDGVETGVE|. .
PAFUMMOT_AcAm a1 Apy LDD|SAARYVAGTARA. .
WP_056655740.1_amidase_Agromyces_sp._ Root8l 36 DRV LAESARRYRDGTARP. .
WP_083363953.1_amidase_Microterricola viridarii 36 NAT LAEAERRYADGTARE|. .
WP_119425491.1 amidase Arthrobacter sp. JZ R-35 36 AEA I ERRWAEGTORE|
WP_132342004.1_amidase_Nonomuraea_sp._KC201 59 EHT I DRYRRGTAR
WP_088282078.1_amidase_Kineosporia_sp._A_224 35 Djaly AVALMERRYG. GTGE

1010 38 E AKSAHERHYARGSD
WP_084324709.1_amidase_Rhodococcus_erythropolis 38 o AKX SHERHYARGSD
WP_036442801.1_amidase_Mycolicibacterium_magerit 31 g ARENEHRYLTDPDG
RYD30660.1_amidase partial Verrucomicrcbiaceae ba 38 F AKSAERRYARGSD
WP_101786752.1_amidase_Nonomuraea_indica 29 ARQAERRYAGQDGP)
WP_012891572.1 amidase Streptosporangium roseum 29 g KRAERRYAGQDGP|

K3_am 36 ¢ ADARVRGGAP
WP_013394140.1_amidase_Achromobacter_xylosoxidans 36 I NDAAVREGAQ
WP_133197088.1_amidase_C ] 1 46 E DEALGRGDP
WP_122173221.1_amidase_Burkholderia_stabilis 36 DARIRRGAP
WP_133098027.1_amidase_Cupriavidus_sp._L7L 36 DAMLARGEE
WP_132640209.1_amidase_Pusillimonas_sp._YR330 36 AW DQALAQGRD

BRM Bc Am 147 VElRs ccgvE]
WP_ 065947983 1_amidase_Pseudomonas_sp._1 R 17 147 VA S F|
RL4845913.1_amidase_Psaudomonas margmans 147 | 3
WP_122207616.1_amidase_Pseudomonas_viridiflava 147 V] ¥
WP_057722523.1_amidase_Pseudomonas_orientalis 147 Nek VE
WP_078732673.1_amidase_Pseudomonas_fluorescens 147 IR)y VT
P4FUMMOT_AcAm 153 ] v
WP_056655740.1_amidase_Agromyces_sp._Rootl 148 3 vy
WP_083363953.1_amidase_Microterricola_viridarii 148 1 vy
WP_119425491.1_amidasa_Arthrobactar_sp._Jz_R-35 148 ipk V
WP_132342004.1_amidase_Nonomuraea_sp._KC201 172 birk
WP_08828207¢.1_amidase_Kineosporia sp. A_224 150 $6G 1

Mol0_Am 153 SGGEE |
WP_084324709.1_amidase_Rhodococcus_erythropolis 153 SGE| T|
WP_036442801.1 amidase_Mycolicibacterium magerite 146 $GG| 7|
RYD30660.1_amidase_partial_Verrucomicrobiaceas_ba 153 SGG 1]
WP_101786752.1_amidase_Nonomuraea_indica 144 $GG| WPE
WP_012891572.1_amidase_Streptosporangium_roseum 144 GG V]

150 SGE ¥

WP_013394140.1 amidase_Achromobacter xylosoxidans 150 SGG YA
WP_133197088.1_amidase_Candidatus_Paraburkholderi 160 AL ¥
WP_122173221.1_amidase_Burkholderia_stabilis 150 EHccssce Mek
WP_133098027.1 amidase_Cupriavidus sp. L7L 150 TRIEIEHEE Fek
WP_132640209.1_amidase_Pusillimonas_sp._YR330 150 ATl urNipk

3.12 pav. Amidazinio zymens superSeimos fermenty konservatyviy motyvy
palyginimas: katalizing triadg sudaro K-S-S amino riigs¢iy liekanos.

MO13 ir CIAN4 yra ABhidrolazés superseimos SSF53474 atstovai ir
priklauso tanazés/ferulo riigsties esteraziy Seimos C grupei. Abi hidrolazés
turi esterazéms biidingg G-X-S-X-G motyva, o katalizine triada sudaro Ser-
Asp-His (3.13 pav.). Palyginus su dauguma homologiniy seky NCBI
duomeny bazéje, MO13_Est631 turi ilgesnge C galing amino rugsciy seka
(mazdaug 100 aminoriigsciy). Tokig ilgesnj C gala turi tik keletas hipotetiniy
Variovorax, Serratia ir keliy kity riSiy hidrolaziy. Patikrinimui, ar C galiné
sritis yra svarbi fermentiniam aktyvumui, buvo sukonstruotas trumpesnis
MO13_Est537 amidazés variantas, turintis 95 aminoriig§¢iy delecijg C gale
(atliko dr. J. Jakubovska). Trumpesnis konstruktas MO13_Est537 buvo
aktyvus ir tolesnéje analizéje buvo naudotas biitent Sis variantas.
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B

MO13_Est631
WP_119118064.1_tannase/feruloy
WP_045671574.1_tannase/feruloy
WP_052717194.1_tannase/feruloy
WP_052725961.1_tannase/feruloy
WP_008420072.1_tannase/feruloy
CIAN4

PVY61383.1_feruloyl esterase P
GAJ96502.1_putative_esterase A
R2zI57507.1_tannase/feruloyl_es
KLU23480.1_feruloyl esterase C
OUE36433.1_feruloyl esterase B
sp|AOAOKSPSE7.1|MHET hydrolase

HETAVKGK 'RQ
PQTAV(S(AT E

MO13_Est631
WP_119118064.1_tannase/feruloy
WP_045671574.1_tannase/feruloy
WP_052717194.1_tannase/feruloy
WP_052725961.1_tannase/feruloy
WP_008420072.1_tannase/feruloy
CIAN4

PVY61383.1_feruloyl esterase P
GAJ96502.1_putative_esterase A
RZI57507.1_tannase/feruloyl_es
KLU23480.1_feruloyl esterase C
QUE36433.1_feruloyl_esterase B
sp|AOAOK8P8E7 .1 |MHET_hydrolase

‘T
LYNGTSNPLANPP
LYNGTSNPLANPP
ILNGTANPDAAPP
FFSNGSANPTANPP
FSLNGTANPAANPP
sTPNGTSNSAAVIP

LHYYRR‘TEQLCG LNNTQD
LHYYRR\TEQ%CG LAATQE|

T{HR@YN R[VIA S QD
VINE@4T RVIVNOMGGD LA S[VIQ S|

YR
SR RN X
3.13 pav. Hidrolaziy MO13, CIAN4 ir jy homology seky palyginys. Ferulo rtigsties
esterazéms/tanazéms budingas G-X-S-X-G motyvas aplink katalizin] serina, katalizing
triadg sudaro S-D/E-H.

GG.LAS|IQS

D8_RL amidohidrolazé yra 128 aminortigs¢iy baltymas neturintis jam
priskirto numanomo hidrolazinio aktyvumo. Aminoriigi¢iy sekos analizé
naudojant SMART parodé, kad D8 RL turi ASCH domena, saveikaujntj su
RNR. Baltymai turintys ASCH domeng yra placiai paplite ir jvairts, taciau
Siuvo metu didzioji dauguma S§iy baltymy neturi jiems priskirty funkcijy,
i$skyrus ASCH domena turin¢ig ribonukleazg i§ Zymomonas mobilis ir jau
minétg amidohidrolaze YqfB i§ E. coli, hidrolizuojan¢ig N*-acilcitidinus.
Palyginus YqfB ir D8 RL aminoriig§¢iy sekas, 3 i§ 4 D8 RL kataliziniy
amino rugsciy sutapo su YqfB kataliziném aminoriigs§tim (D8 RL 72 padétyje
esanti asparto riigsties liekana ir katalizinés glutamino rtgsties liekana YqfB
fermento 74 padétyje taip pat laikomos konservatyviomis), o i§ viso §ie
baltymai turi tik 17 identiSky amino ragsciy (3.14 pav.).

C a0
D8_RL s KELEMRIYKGGVFQNHGMT]
WP_028525627.1_hypothe if NKLSI|LLKG. . .
WP_129601242.1_hypothe D| IjYyD I|QLNG. . . .
WP_092015740.1_hypothe Jup IHENG
WP_038698337.1_hypothe D| FDITLLE
WP_092011400.1_hypothe pic] RS[VEIHENG. . ..
gi|16130802|YqfB_Ecoli 2l DVILRVIGRFEDD. .

D8_RL

WP_028525627.1_hypothe
WP_129601242.1_hypothe
WP_092015740.1_hypothe
WP_038698337.1_hypothe
WP_092011400.1_hypothe
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3.14 pav. D8 RL, jo homology ir YqfB seky palyginys: trys i$ keturiy kataliziniy
YqfB aminoriig§¢iy liekany sutampa (D ir E laikomos konservatyviomis).
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3.3.4.  Amidohidrolaziy gryninimas

Norédami patvirtinti, kad uz amidohidrolazinj aktyvumg yra atsakingi
bitent Sie aprasyti fermentai, jy genai buvo amplifikuoti PGR metodu, o gauti
fragmentai liguoti | pLATE31 arba pET21 raiskos vektorius.
Rekombinantiniy amidohidrolaziy

. : . lndi S G R SR R &

geny raiska tirta E. coli BL21 (DE3) :
arba HMS174 (DE3) Igstelése. IS viso, -
taikant afining Ni-NTA .

chromatografija, sékmingai  buvo
iSgryninti 7 rekombinantiniai baltymai
(3.15 pav.). Dél savo hidrofobinio
pobiidzio PAFUMMO7_AmH baltymas
nebuvo iSgrynintas iki
homogeniskumo, 0 aktyvumo [—
tyrimams buvo naudojama i§ dalies :

isgryninta baltymy frakcija. CIAN4 3.15 pav. ISgryninty amidohidrolaziy
SDS-PAG . 1-CIAN4,2-D8 RL, 3 -

- : . > MO13_Est537, 4 - MO10_Am, 5 -
frakcijos (turi 26 amino rig8¢iy K3 Am, 6 - BRM Am, 7 -

signalinj polipeptida, kurj identifikuoja P4FUMMO7_AcAm, 8 - PageRuler™
Signal-3L 3,0, ir Uniprot molekuliniai Prestained Protein Ladder.
jrankiai). Kitoms amidazéms nei

buvo iSgrynintas i§ uZzlastelinés

signalinés sekos, nei amidohidrolazinis
aktyvumas uzlastelinéje frakcijoje neaptikti.

3.3.5.  Atrinkty amidohidrolaziy kataliziniy savybiy tyrimas

Rekombinantiniy fermenty hidrolizinis aktyvumas buvo iStirtas
panaudojus 29 skirtingus substratus (3.16 pav. A): N*-acilintus 2'-
deoksicitidinus  ir  citozinus  (1-16);  NZ-acetilizocitozinus  (17);
chromogeninius amidus — p-nitroacetanilida (18) ir p-nitrobenzanilida (19);
jvairius p-nitrofenilo (pNP) esterius (20-24); tereftalato darinius - bis (2-
hidroksietil) tereftalata (26), dimetil-tereftalata (27) ir monometil-tereftalata
(28); bei p-laktamg — nitrocefing (29). Chromogeniniy substraty (18-25)
hidrolizé buvo tiriama spektrofotometriskai 405 nm ilgio bangoje, kity
substraty — spektrofotometriskai 240-320 nm bangoje, arba naudojant TLC ar
HPLC-MS (priedo 1P-5P pav.). Visos reakcijos buvo stebimos 24 val.
intervale.
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3.16 pav. A — hidrolizinio aktyvumo nustatymui naudoti substratai, B — fermentai ir
ju hidrolizuojami substratai.

IS metagenominiy biblioteky atrinktos aStuonios hidrolazés pasizyméjo
skirtingo veikimo profiliais N-acilinty nukleozidy trumpy ir ilgy alifatiniy,
aromatiniy ir heterocikliniy Soniniy grupiy hidrolizés reakcijose (3.16 pav. B).
Visi identifikuoti fermentai, isskyrus PAFUMMO07 AcAm, hidrolizavo N*-
benzoil-2'-deoksicitiding 4 ir buvo aktyviis N*-benzoilcitidino 12 atzvilgiu in
vitro ir in vivo. Taigi klono PAFUMMO?7 atveju galima daryti i$§vada, kad E.
coli DH10B ApyrFEC::Km lasteliy augimas priklausé nuo amidohidrolazés
PAFUMMO7_AmH aktyvumo, bet ne nuo P4FUMMO7_AcAm. Atlikta
analizé parodé, kad visos tirtos hidrolazés yra savitos nukleozidams (tiek
deoksi- tiek ribonukleozidams) kaip substratams, ir tik D8 RL
amidohidrolazé hidrolizavo heterociklinius bazinius darinius (15-17). Acilo
grupés dydis taip pat turéjo didele reikSme — alifatiniy radikaly atveju
pasirinktos hidrolazés buvo labiau savitos ilgesniy acily atzvilgiu (1, 2, 3, 11,
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13). Ir velgi tik D8 RL amidohidrolazé létai (po 24 valandy inkubacijos vis
dar buvo stebima 10-20% nehidrolizuoto substrato) hidrolizavo N*-acetil-2'-
citiding (11) iki citidino. Penki i8 tirty fermenty hidrolizavo kapecitabing (14).
N*-nikotinoil-2'-deoksicididino darinj (5) hidrolizavo $e§i fermentai, tadiau tik
dvi hidrolazés — BRM_Am ir D8_RL — katalizavo 2'-deoksicitidino junginiy
hidroliz¢ su didesnémis aromatinémis grupémis (6, 7, 9 ir 10), i8skyrus 8. Tai
rodo, kad fermenty BRM_Am ir D8 RL vykdomai katalizei svarbu ne tik
pakaito dydis, bet ir substrato erdviné struktiira.

Esteraziniu aktyvumu pasizyméjo visos atrinktos hidrolazeés, iSskyrus
P4AFUMMO7_AmH, hidrolizuojanti tik keleta amidy. PrieSingai nei amidy
hidrolizés reakcijose, atrinkti fermentai buvo aktyviausi trumpy grandiniy
esteriy atzvilgiu: visi hidrolizavo trumpyjy grandiniy esterius (20-22),
dauguma jy — 24 ir 25 junginius, tadiau tik trys amidazés — BRM_Am,
MO13Est537 ir D8_RL — hidrolizavo pNP-dekanatg (23).

Penkios hidrolazés (MO13 Est537, CIAN4, K3 Am, D8 RL ir
PAFUMMO7_AcAm) pasizyméjo ir B-laktamaziniu aktyvumu — hidrolizavo
nitrocefing.

Tarp atrinkty fermenty, MOI13 Est537 hidrolazé pasizyméjo
i§skirtinémis katalizinémis savybémis. Be citidino substraty, fermentas
hidrolizavo PET komponentus — dimetiltereftalatg (27, DMT) ir bis-(2-
hidroksietil)-tereftalata (26, BHET), bet nebuvo aktyvus monometiltereftalato
(28, MMT) atzvilgiu (3.16 pav., priedo 1P ir 2P pav.). HHpred analizé parodé,
kad geriausi MO13_Est537 struktiiriniai homologai yra Aspergillus oryzae
ferulo rugsties esteriy hidrolazé (PDB 3WMT B ir 6G21_A) ir mono (2-
hidroksietil) tereftalio rugsties esteriy hidrolazé (MHETaz¢) i§ ldeonella
sakaiensis, 6QG9 I). Taciau apraSyta MHETazé néra aktyvi DMT ir BHET
atzvilgiu, o skaldo tik MMT. Tuo tarpu pirmosios PET hidrolizés reakcijos
fermentas — PET hidrolazé (PETaziy) katalizuoja DMT ir BHET hidrolizg, bet
nehidrolizuoja mono modifikuoty tereftalaty. Taigi galima daryti i§vada, kad
hidrolazé MO13 Est537 priklauso MHETazés grupei pagal savo
aminoriig§éiy seka, taciau jos specifiSkumas substratui yra panaSesnis |
PETaziy. Duomeny apie feruloilo esteraziy gebéjima hidrolizuoti DMT ir
BHET mokslinéje literatiroje néra. Tik viena publikacija apraSo
feruloilesterazg BS4 i§ metagenomo, kuri hidrolizavo kitg junginj
dimetilftalatg [156], bet ne dimetiltereftalata. Taciau yra aprasyty esteraziy,
lipaziy ar kutinaziy (ne viso klonuotos, tik kandidatai) hidrolizuojan¢iy DMT
iki MMT [157] [158] [159] ir BHET iki MHET [160] [161]. Mokslinése
publikacijose bandyta spéti, kas lemia, kad vienos esterazes/lipazés

hidrolizuoja PET, o kitos ne. RySio tarp p-nitrofenolio esteriy acilo grupés
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ilgio ir gebéjimo hidrolizuoti PET nestebima [63] [162] [163], bet baltymy
erdviniy struktiiry analizés rodo, kad PET hidrolizé priklauso nuo fermento
struktiros. Esteraziy ir lipaziy aktyvusis centras yra tunelio formos
struktiiroje, kuri yra i$sidésciusi po domenu, vadinamu dangCiu. Lipazés
dang¢io domenas gali buti dviejy konformacijy — uzdaros ir atviros.
Vandeniniame tirpale, kai néra substraty, vyrauja uzdara fermento
konformacija, o atvira konformacija yra indukuojama sgveika su substratu
[164]. Kokie poky¢iai vyksta jungiantis su PET lieka neaisku, nes specifiniai
esteraziy struktiiros pokyciai tirpale buvo tiriami jvairiais biidais (FRET,
BMR, ATM), o morfologiniai poky¢iai fermentinés poliesterio hidrolizés
metu iki $iol nebuvo analizuoti [164]. Manoma, kad fermento pavirSiaus
hidrofobiskumo arba elektrostatinés savybés lemia PET substrato adsorbcija,
arba stabilizuoja aktyviajg fermento forma.

MOI13 Est537 tretinés struktiiros modelis (3.17 pav.) parodeé, kad Sis
fermentas turi taip vadinamg dang¢io domena, o katalizing triada galimai
sudaro Serl95, His467 ir Asp429. Tai partvirtino ir ekperimentiniai
duomenys, atlikus $iy aminoraigs¢iy pakeitima j alaninus. In vivo ir in vitro
atlikti tyrimai parodé, kad visi trys mutantai prarado gebéjima hidrolizuoti N*-
benzoil-2'-deoksicitiding.

A Dangcio domenas B

Katalizinis domenas

3.17 pav. MO13Est537 struktiiros modelis. A — struktiirg sudaro du domenai —
katalizinis ir dang€io domenas. B — katalizinés amino rigstys Ser195, Asp429 ir
His467 issidéséiusios po dang¢io domenu (struktiiros modelj sukiiré M. Tiskus).

Taigi amidohidrolaziy atrankos metu surastos kelios unikalios
metagenominés amidohidrolazés, kurioms iki §iol nebuvo priskirtos aprasytos
funkcijos: D8 _RL, YQgfB hidrolizuoja nukleozidy ir heterocikliniy baziy
amidus, o MO13_Est537 nukleozidy amidus ir PET komponenta
dimetiltereftalatg ir bis-(2-hidroksietil)-tereftalata.
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3.4. Glikozidaziy atrankos metodo kiirimas

Sukdirus ir patikrinus esteraziy ir amidohidrolaziy selekcijos sistemas,
buvo pabandyta analogiSka metodg pritaikyti ir kity hidrolaziy atrankoms.
Kaip jau aptarta literatiiros apzvalgoje, glikozidaziy atrankos sistemy sukurta
labai nedaug, o atrankos selekcijos pagrindu i§ metagenomy i§ vis néra
publikuota. Tai greiCiausiai susij¢ su menku atrankai tinkamy substraty ir
galbiit silpna paciy glikozidaziy geny raiska lgstelése Seimininkése.

Sios darbo dalies tikslas buvo patikrinti, ar metodas, panaudojus E. coli
uridino auksotrofo kamieng DH10B ApyrFEC ir tam tikrus glikoziluridino
darinius, yra tinkamas glikozidaziy atrankai.

3.4.1. Modelinio B-D-galaktozidaziy atrankos metodo kiirimas

Transformavus DH10B ApyrFEC lasteles plazmide su galaktozidazés
genu ir jas kultivuojant M9 mineralinéje terpéje su galaktoziluridinu, kaip
vieninteliu uridino Saltiniu, turéty augti tik klonai, turintys galaktozidazés
geng (3.18 pav.).

Be
Ho ONP 0! ISR . o
NOH {OJ | B-D-galaktozidaze
OH OH

Lastelés neauga Lastelés auga

3.18 pav. Galaktozidaziy modelinio atrankos metodo principas. M9 mineralinéje
terpéje su galaktoziluridinu i$s¢jus E. coli uridino auksotrofo DH10B ApyrFEC
kamieno lasteles, augs tik klonai, turintys galaktozidazés geng.

Metodo patikrinimui pirmiausia reikéjo susintetinti substratg — f-D-
galaktoziluriding, nes rinkoje néra prieinamy glikozilnukleozidy. Glikozidy
dariniy sinteze¢ galima atlikti cheminiu arba fermentiniu budu [165]. Abu
metodai turi savy privalumy ir trikumy. Cheminés sintezés metu galima
pasiekti gery iSeigy ir atlikti modifikacija norimoje pozicijoje, blokuojant ir
deblokuojant funkcines hidroksilo grupes. Bet tuo paciu, tai yra ir trukumas,
nes glikozidy hidroksilo grupiy blokavimas ir deblokavimas, ypa¢ pavienis,

fvw —
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karamelizuotis, juos sunku gryninti ir Kkristalinti cheminiais metodais.
Fermentiné sintezé Siuo atveju yra palankesné. AprasSyti fermentai, naudojami
sintezei, daugiausia yra glikoziltransferazés (GTs) (EC 2.4), ir glikozidazés
(GH) (EC 3.2). Iki $iol daugiau naudojama i§ eukarioty iSskirtos tiek GTs
(pavyzdiui karvés pieno GTs), tieck GH fermentai (moliusky, Zmogaus, Suny
GH). GTs katalizuoja monosacharido pernes§ima nuo aktyvuoto donoro,
pavyzdziui, UDP-Gal, akceptoriui [35]. Komerciskai prieinamy
glikoziltransferaziy yra labai mazai, o jy substratai yra labai brangis.
Glikozidaziy panaudojimas glikozilinty dariniy sintezei yra patraukli
alternatyva, lyginant su glikoziltransferazémis, nes pastarosios gali naudoti
jvairius santykinai nebrangius substratus-donorus, pavyzdziui, aktyvintus
glikozidus, tokius  kaip  nitrofenilglikozidai arba  disacharidai
transglikozilinimo reakcijose. Taciau glikozidaziy katalizuojamos reakcijos
turi ir apribojimus: sunku atlikti reakcija palankia sintezés, o ne hidrolizés
kryptimi, be to reakcijos produktas irgi yra glikozidaziy substratas, kuris gali
biti hidrolizuojamas. Taigi glikozidaziy transglikozilinimo produkty iSeigos
yra nedidelés. Siekiant padidinti iSeigas, yra naudojamos skirtingos
strategijos, pagrijstos substraty koncentracijos, molinio donoro ir akceptoriaus
santykio, temperatiiros ir pH optimizavimu, arba kuriami aktyvesni fermenty
mutantai [167].

3.4.1.1. B-D-galaktoziluridino fermentiné sintezé

Fermentiné galaktozilnukleozidy sintezé buvo atlikta remiantis
publikacijomis [168] [169] [170]. Atlikus keleta eksperimenty ir iSanalizavus
nukleozidy galaktozilinimo reakcijos efektyvumus, nuspresta atrankoms
naudoti modifikuota 2"-deoksiuriding, kaip labiausiai priimting substratg. 2"-
deoksiuridino galaktozilinimo reakcijoje galaktozés donoru pasirinktas o-
nitrofenil-B-D-galaktopiranozidas (ONP-Gal). Reakcija atlikta kaip nurodyta
2.2.29 skyriuje. Reakcijos eiga stebéta plonasluoksnés chromatografijos
metodu. TLC ir HPLC-MS analizé parodé¢, kad reakcijos produktai yra mono-
galaktozil-dU, di-galaktozi-dU ir o-NP-di-galaktozidas (3.19 ir 3.20 pav.).
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3.19 pav. Reakcijos miSinio HPLC-MC analizé. Pirma smailé — misinys i§ dU (Mr
228), monogalaktozil-dU (Mr 390), digalktozil-dU (Mr 552) ir 0-NP-galaktozido (Mr
301), antra smailé — 2"-deoksiuridinas, tre¢ia smailé — 0-NP — digalaktozidas (Mr
480). Visi produktai stebimi teigiamos jonizacijos spektre.

Reakcijos produktai buvo iSgryninti atvirk$¢iy faziy C18 sorbento
kolonélés pagalba, naudojant
»~AKTApurifier* sistema.
Produktai iSskirstyti naudojant
vandens — 50% metanolio miSinj
(10  kolonos turiy, 0-100%
gradiente). Produkty atskyrimui
procesas kartotas kelis kartus.
Gryninimo eiga stebéta TLC ir

HPLC-MC metodais (3.19 ir 3.20
pav.). 3.20 pav. Reakcijos produkty gryninimo

. _ eigos TLC plokstelés nuotrauka UV
Chromatografijos budu Sviesoje: 1 — uznes§imas, 2-14 — frakcijos.

pavyko  iSgryninti  substraty a — 0-NP, b — 0-NP-galaktozidas (likes
monogalaktozil-dU (3.21 pav). nehidrolizuotas substratas), ¢ — dU (likes
Reakciios roduktas buvo nemodifikuotas), d — o-NP-digaktozidas, e

) L p. ) ) . . —monogalaktozil-dU, f — digalaktozil-dU.
pakartotinai patikrintas hidrolizeés
reakcijoje su P-D-galaktozidaze
Lactazyme-B™: mono-galaktozil-dU buvo hidrolizuojamas iki deoksiuridino.
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3.21 pav. Igryninto monogalaktozil-dU analizé. TLC plokstelé: 1 — galaktozil-dU, 2
—dU, HPLC-MC smailé atitnka mono galaktozil-dU molekuling mase Mr 390.

ISgrynintas produktas buvo panaudotas B-D-galaktozidazés geno
raiSkos patikrai in vivo.

3.4.1.2. B-galaktozidaziy raiskos patikra selektyvioje M9 terpéje

B-D-galaktozidazés raiska in vivo buvo patikrinta selektyvioje
agarizuotoje M9 terpéje su iSgrynintu 3-
D-galaktozildeoksiuridinu. pUC19 (su —p-D-Gal
LacZ pB-D-galaktozidaze) ir pUC19 /
_Plal  (pertrauktas  galaktozidazés
genas) plazmidémis transformuotos E.
coli DH10B ApyrFEC Iastelés

inkubuotos 2 paras 37 °C temperatiiroje pUC19- %19
M9 terpéje su B-D-galaktozil-dU kaip Pla1 ==="P

E. coliDH10B ApyrFEC

vieninteliu uridino Saltiniu. Lastelés su
galaktozidazés genu uzaugo, o be §io 322  pav.  p-D-galaktozidazes
geno — ne (3.22 pav.) Tai parodo, kad ~ selekcija M9 terpéje  su B-D-
toks metodas gali bati taikomas 9ala}k'FoziI—dU kaip vieninteiu u.ridino
glikozidaziy atrankoms. Sallmknu' » E-D-gal - quteleIS be
Kitas darbo etapas buvo sukurti 2:121(:2232222 5:23 * p-D-gal = su
fukozidaziy atrankos metoda uridino E.
coli auksotrofo ir tinkamo substrato pagrindu.
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3.4.2. a-L-Fukozidaziy atrankos modelinio metodo kiirimas

Kaip ir galaktozidaziy atrankos modeliniame metode, fukozidaziy
atranka paremta E. coli uridino auksotrofo kamieno DH10B ApyrFEC
panaudojimu, substratu naudojat o-L-fukozildeoksiuriding. Jei § M9
mineraling terpe jJdedamas fukoziluridinas kaip vienintelis uridino Saltinis, tai
augs tik klonai, kuriuose yra fukozidazés genas ir vyksta §io geno raiska.
Atrankai reikalingo substrato rinkoje néra, tai pirmiausia reikéjo atlikti
fukozilnukleozido sintezg. Deja, bet fukozidaziy prieinamumas irgi yra labai
mazas, o patys fermentai be galo brangtis ar nepakankamo aktyvumo. Dél $iy
priezas¢iy o-L-fukozidazé buvo klonuota ir gryninta Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje (Biochemijos institutas, GMC,
VU). Fukozidaziy paieskai buvo pasinaudota galimybe bioinformatiniais
metodais patyrinéti metagenoming DNR, iSskirtg i§ KurSiy mariy vandeny
mikroorganizmy. Genoming DNR iSskirta ir naujos kartos sekoskaita buvo
atlikta kolegy i§ Klaipédos universiteto Jury tyrimy instituto. Pagal seky
homologus NCBI duomeny bazéje buvo atsirinktos keturios fukozidazeés.
Parinkus pradmenis, Sios fukozidazés buvo sékmingai klonuotos j pLATE31
vektorius. IStyrus geny raiska E. coli lastelése, nustatyta, kad viena i$ keturiy
glikozidaziy — 62Fucl - hidrolizavo chromogeninj substrata a-L-
fukopiranozida (aktyvumui jvertinti buvo naudoti p-nitrofenolio a-L-
fukopiranozidas ir B-D-fukopiranozidas). Sis fermentas buvo plagiau
panagrinétas ir panaudotas biokatalizatoriumi fukozilnukleozido sintezés
reakcijoje. Kity fukozidaziy tolimesni sékmingi tyrimai buvo atlikti MMB
(BCHIL, GMC, VU) skyriaus darbuotojy ir Siame darbe nebus aptarti.
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3.4.3. 62Fucl sekos analizé

62Fucl yra 569 amino rigséiy polipeptidas (64 kDa). Remiantis
HHPred analize, 62Fucl fukozidazés artimiausias homologas (identiskumas
27%) yra o-L-fukozidazé i§ Bacteroides thetaiotaomicron (PDB 4J27),
priklausanti GH29 glikozidaziy Seimai. a-L-fukozidazé i§ Bacteroides
thetaiotaomicron yra 450 amino riigd¢iy polipeptidas, kurios tretiné struktiira
sudaryta i§ dviejy identisky polipeptidiniy grandiniy. Palyginus homologisky
baltymy sekas, analizuojama 62Fuc1 fukozidazé turi daugiau negu 100 amino
rugsciy ilgesne C galinés srities seka (3.23 pav.).
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3.23 pav. 62Fucl vizualus seky ilgiy ir homologijos palyginys.
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62Fucl fukozidazés 1-422 amino riigsciy seka (3.24 pav.) yra
homologiska Bacteroides thetaiotaomicron fukozidazei, tuo tarpu C galinés
srities 465-569 a. r. seka artima (identiSkumas tik 10%) galaktozés suriSancio
domeno sekai (PDB 4QHW).
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3.24 pav. 62Fucl fukozidazés ir jos artimiausio homologo palyginys. 62Fucl turi
ilgesng C galing sritj.

I-Tasser baltymo struktiiros ir funkcijos analizés jrankio pasiiilytame

modelyje C galiné seka taip pat yra tarsi atskirai nuo katalizinio domeno (3.25
pav). Konstruktas be C galinés srities 1-422 a.r. ilgio buvo neaktyvus. Taigi

§i sritis greiiausiai yra biitina substrato suriSimui ir arba aktyvios strukttiros

formavimui. Atliktos molekulinés dinamikos analizés duomenimis (atliko dr.

A. Laurynénas) katalizinés amino rugstys galéty bti Asp202 ir Glu257.
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3.25 pav. 62Fucl polipeptidinés grandinés A modelis (modeliuota [-Tasser). C galiné
sritis pazyméta geltona ir raudona spalvomis. Galimai katalizinés amino riigstys yra
aspartatas 202 ir glutamatas 257 (D202 ir E257 pazyméti raudonai).

Detaliau struktiiros modelis nenagrinétas, o vertintos fermento
katalizinés savybés, aprasytos sekanciame skyriuje.

3.4.4. Fukozildeoksiuridino fermentiné sintezé

Remiantis publikacijomis [171] [35] buvo atliktos fukozilinimo
reakcijos su jvairiais nukleozidais, fukozilo donoru panaudojant a-L-
fukozilpiranozida (pNP-Fuc). TLC plokstel¢je buvo stebimas kai kuriy
produkty susidarymas, taciau reakcijy efektyvumai buvo labai mazi. ISeigai
pagerinti buvo remtasi tokiomis strategijomis: keisti akceptoriaus ir donoro
santyk]j, tai yra didinti jy koncentracijg, buferinio tirpalo pH ir temperatiira.
Siekiant padidinti donoro ir akceptoriaus moling koncetracija miSinyje,
pirmiausia reikéjo i§spresti p-nitrofenilfukopiranozido tirpumo problemg —
vandeniniame tirpale jo tirpumas yra nepakankamas (~5 mM), bet §is junginys
puikiai tirpsta DMSO ir DMF tirpaluose, todél pirmiausia buvo jvertintas
fermento 62Fucl jautrumas Siems tirpikliams (3.26 pav.). IS gauty rezultaty
nustatyta, kad 62Fucl fukozidazé ya jautri DMF tirpikliui ir jau esant 10%
DMF koncentracijai, slopinama pNP-Fuc hidrolizé, o esant 50% jau pilnai
blokuojamas fermentinis aktyvumas. DMSO tolerancija yra gerokai didesné:
reakcijos slopinimas stebimas, kai DMSO koncentracija yra 30% ir daugiau,
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o hidrolizé nebevyksta esant 70% DMSO. Reakcija atlikta miSinyje su 2'-dU

ir pNP-Fuc kalio fosfato buferiniame tirpale pH 8,0 (2.2.27 skyrius).
Ivertinus buferinio

tirpalo pH jtaka, nustatyta,

a

kad geriausias
transglikozilinimo reakcijos
efektyvumas stebimas

buferiniame tirpale, kurio pH
7,5 (3.27 pav. 12 takas).
Fermentinis aktyvumas buvo
tikrinamas pH  5,0-9,0
ribose, kaip aprasyta 2.2.28
skyriuje. Taip pat jvertinta
temperatiros jtaka — keliant
temperatiira iki 40°C
reakcijos efektyvumas

3.26 pav . DMF ir DMSO jtaka 62Fucl
aktyvumui. Reakcijos misinys susideda i$ dU
ir pNP-Fuc DMF ar DMSO atitinkamai
koncentracija reakcijos miSinivose: 1 ir 7 —
e kontrolé (reakcijos miSinys be fermento, su
nedidéja, o esant 45°C g4 irpiklio, 2, 8 — 10%, 3, 9 — 30%, 4, 10
fermento hidrolizinis —50%, 5, 11 — 70%, 6, 12 — dU. a — pr, b
aktyvumas mazéja  (3.27  — pNP-Fuc, ¢ — dU, d — Fukozil-dU.

pav.). Taigi, islaikant donoro

ir akceptoriaus santykj 3:1, » A= o T
reagenty koncentracija
reakcijos misinyje

padidinta iki 120 mM
akceptoriaus ir 40 mM
donoro. Inkubacijos laiko
ilginimas Siuo atveju néra
tikslingas, kadangi pats

o
: §;

sl
v 3.27 pav. pH jtakos 62Fucl fukozidazei
produktas yra tuo padiu i yetinimas 1 pH 5,0, 2~ pH 6,0, 3~ pH 7.0,
substratas, kas greiCiausiai 4 _ pH 8,0, 5 — pH 9,0, 6 — 8 pH8,0, 40°C,
mazinty iSeiga. 62Fucl fermento kiekiai 1x, , % X, 2x
Atlikus o atitinkamai, 9 — pH 8,0 45°C, 10 — dU, 11 -
deoksiuridi fukozil kontrolé — reakcijos miSinys be fermento, 12 —
eoksiundino - Tukozllo -y 75,13 — qU (kontrolé,). a- pNp, b —pNP-
grupés pryjungimo  Fuc, ¢~ dU, d - produktas n-
reakcijg, produktas n-O-
fukozil-dU grynintas atvirks¢iy faziy C18 kolonélés pagalba, naudojant
»~AKTApurifier sistema. Produktai iSskirstomi naudojant vandens — 50%
metanolio misinj (10 kolonos tariy 0-100% gradiente). Produkty atskyrimui

procesas kartotas kelis kartus. ISgrynintas produktas analizuotas TLC ir
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HPLC-MC metodais (3.28 pav.). TLC ploksteléje matomas vienas produktas,
tuo tarpu HPLC-MC matomos dvi smailés su vienoda 374 g/mol moline mase,
kas atitinka apskaiciuotg monofukozildeoksiuridino moling mase.

] o :
1500 ol [ L
‘ 1

1000 |

500

o 1
0.0 25 5.0 7.5 10.0

3.28 pav. Isgryninto fukozil-dU HPLC-MC analizé. Abi smailés atitinka 374 moline
mase. TLC- ploksteléje matoma viena démé: 1- fukozil-dU, 2 —dU (kontrolé).

Taigi reakcijos produktai grei¢iausiai yra du — 5°- ir 3"-O-fukozil-
2’ deoksiuridinai.

Kitos fukozilinimo reakcijos su jvairiais akceptoriais buvo atliktos kalio
fosfato buferiniaime tirpale pH 7,5, 37 °C temperatiiroje, iSlaikant 3:1 molinj
santykj tarp akceptoriaus ir pNP-Fuc (2.2.29 skyrius). Gauti rezultatai pateikti
3.5 lentelgje. Produktai buvo detektuojami TLC ir HPLC-MS. HPLC-MS
spektrai pateikti priede 6P—7P paveiksluose.

3.5 lentelé. Fukozilo grupés prijungimas prie jvairiy organiniy junginiy.
Akceptorius Produkty susidarymas

U taip
2°,3-ddU nedetektuotas
2°,5-ddU Labai mazas kiekis

2°dC nedetektuotas

X-gal taip
Metil-a-L-fukopiranozidas nedetektuotas
IPTG nedetektuotas

pPNP-Fuc taip
oNP-Gal nedetektuotas

Atlikus analize, paaiskéjo, kad 62Fucl fukozidazé katalizuoja glikozilo
pernasos reakcijg ant uridino ir 2"-deoksiuridino, bet ne ant 2°dC ir 2°,3"-ddU.
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2°,5-ddU glikozilinimo reakcijoje susidariusio produkto kiekis yra labai
mazas. Fukozilo grupés pernasa taip pat vykdoma ant X-Gal ir pNP-Fuc, bet
ne ant metil-a-L-fukopiranozido, IPTG ar oNP-Gal.

3.4.5. 62Fucl fukozidazés geno raiskos patikra

62Fucl raiska in vivo buvo patikrinta selektyvioje agarizuotoje M9
terpéje su pagamintu fukozildeoksiuridinu. E. coli HMS174 ApyrFEC lastelés
transformuotos plazmidémis pLATE31-62Fucl (su fukozidaze) ir pET21b (be
fukozidazés, kaip kontrol¢) inkubuotos M9 terpéje su fukozil-dU kaip
vieninteliu uridino Saltiniu 37 °C temperatiiroje. Silpnas klony augimas buvo
stebimas tik po 4 pary (3.29 pav.).
Silpno augimo priezastys gali buti  _ a-L-Fuc ===~ a-L-Fuc
susijusios su nepakankama 62Fucl < e N
geno raiSka arba dél apsunkinto
substrato patekimo ] lasteles i$
mitybinés terpés. IS raiSkos salygy
tyrimy yra zinoma, kad 62Fucl
ekspresija E. coli HMS174 kamiene
yra labai silpna. Dél to 62Fucl genas
buvo klonuotas j pUCI19 vektoriy E. coli HMS174 ApyrF
(apimant numanomo natyvaus
promotoriaus  sritj), Sia plazmidc.: selekcija M9 terpéje su a-L-
transformuotos kompetentinés E. coli ¢, o7il-du kaip vieninteiu uridino
DH10B ApyrFEC lastelés ir 62Fucl  gatinju. - a-L-Fuc — lastelés be
geno raiSka patikrinta selektyvioje M9 fukozidazés geno, + a-L-Fuc — su
terpéje su fukozil-dU. Deja, bet klony  fukozidazés genu.
augimas nebuvo stebimas (duomenys
neparodyti).

Siekiant nustatyti silpno augimo priezastj, E. coli HMS174
ApYyrFEC/pLATE31-62Fucl (fukozidazés raiSkos patikrai) ir DHI0B
ApYrFEC/pUCI19 (galaktozidazés raisSkos patikrai) lastelés buvo kultivuotos,
indukuota glikozidaziy geny raiska ir analizuotos galaktozil-dU ir fukozil-dU

" PLATE31
Fuc62

3.29 pav. 62Fucl fukozidazés

hidrolizés reakcijos produktai ardyty ultragarsu ir neardyty lasteliy reakcijos
misiniuose (3.30 pav.).
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Tokiu buidu noréta patikrinti, ar
lastelése tiesiog nevyksta geno
raiska, ar fukozil-dU substratas S -
nepatenka j lasteles ir dél to
lasteliy kolonijos neauga. Buvo
iSkelta  prielaida, kad jei
substratas nepatenka ] Iasteles,
tai hidrolizés produktus turétume

matyti tik suardyty lasteliy
3.30 pav. Galaktozil-dU hidrolizé: 1 —

frakcijoje, o jei vyksta silpna ,

likozidazi ke ) pUC19 neardytos lastelés, 2- pUC19
glikozidaziy geny raiska, tal ardytos lastelées, 3- pET21b lastelés
substraty hidrolizé turéty létai (kontrol¢), 4 ir 9 — dU; fukozil-dU

vykti tiek ardyty, tiek neardyty  hidrolizé: 5 — pET21b neardytos, 6 —

. . . PET21b ardytos lastelés, 7 — pLATE31-
lasteliy frakeijose. Adikus TLC 62Fucl neardytos, 8 — pLATE31-62Fucl

analize, paaiskéjo, kad ardytos UG lastelés.

galaktozidazé hidrolizuoja Gal-

dU (1 ir 2 takas) misiniuose tiek su ardytomis, tiek su neardytomis lastelémis.
Tuo tarpu fukozidazé labai silpnai hidrolizuoja Fuc-dU suardzius lIasteles (8
takas), o méginyje su neardytomis lastelémis hidrolizé i§ vis nevyksta (7
takas). IS hidrolizés analizés rezultaty galima daryti iSvada, kad 62Fucl geno
raiSka pLATE31 vektoriuje HMS174 ApyrFEC kamiene yra labai silpna, nes
po 2 val inkubacijos tik nedidelé fukozil-dU substrato dalis yra hidrolizuojama
ardyty lasteliy frakcijoje. Kai tuo tarpu galaktozidazé pilnai hidrolizuoja
galaktozil-dU tomis paciomis sglygomis. Fuc-dU substrato patekimas j
lasteles taip pat yra apsunkintas. Jei vykty aktyvus Fuc-dU substrato
transportas ] lgsteles, stebétume substrato démés intensyvumo mazéjima, bet
gauti rezultatai to neparode.

3.5. Rezultaty apibendrinimas

Sio darbo metu sukurti ir patikrinti du selektyvios atrankos metodai,
skirti esteraziy ir amidohidrolaziy atrankai i$§ metagenominiy biblioteky, bei
parodytas modelinis glikozidaziy atrankos metodas.

Sukurtas esteraziy atrankos metodas yra greitas, didelio naSumo ir
patogus naudoti. I§ 30 klony, atrinkty panaudojus acetil- ar heksanoil-uridiny
substratus, tik 14 klony formavo tributirino hidrolizés zonas, o atrinkti
naudojant substratg tributiring Tb7 1T ir Tb10 7T klonai nehidrolizavo
modifikuoty uridino esteriy. Selektyviai atrankai reikalingas substrato kiekis
(1-2 mg/100 ml terpés) yra tiikstantj karty mazesnis lyginant su naudojamu
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tributirino kiekiu (1g/100 ml terpés), o selektyviai atrinkty klony gauta
dvigubai daugiau. Tai rodo, kad sukurtas selektyvus metodas yra jautresnis.
Be to patikrinamy klony kiekis viename procese yra bent trim eilém didesnis.

Siuo metodu atrenkamos esterazés yra labai jvairios savo sekomis ir
katalizinémis savybémis. ISanalizavus baltymy sekas ir atlikus filogenetine jy
analize, paaiSkéjo, kad atrinktos esterazés priklauso net 8 fermenty
superSeimoms. DeSimties esteraziy seky artimiausi homologai priskiriami
hipotetiniams baltymams, trys i§ atrinkty fermenty priklauso glikozidy
hidrolaziy, N-acetiltransferaziy ar DUF998 Seimoms. Literatiiroje néra
duomeny, kad klasikiniais atrankos metodais ieSkant esteraziy ar lipaziy biity
rasta §iy Seimos atstovy. Tai jrodo, kad metodas tinka ir fermenty su nezinomu
esteraziniu aktyvumu paieskai.

Darbo metu jvykdyta 27 atrinkty esteraziy geny raiska E. coli 1astelése,
iSgryninti aktyvis fermentai, bei patikrintas jy aktyvumas ir savitumas
substratams, panaudojus pNP acetata, butirata, valerata, dekanoata, palmitata
ir stearatg. Nustatyta, kad dalis surasty fermenty pasizymi ne tik esteraziniu,
bet taip pat laktamaziniu ir amidaziniu aktyvumais, bei pasizymi regio- ir
stereo-savitaisiais aktyvumais. Esteraziy atrankoje panaudojus acetiluriding,
atrinkti fermentai, efektyviau hidrolizuojantys pNP trumpy grandiniy esterius,
0 heksanoiluriding, rasti fermentai, gebantys hidrolizuoti ilgesniy grandiniy
esterius. Sie rezultatai parodé, kad substrato esterio grupé, naudojama
atrankai, bent i§ dalies Iémé pasirinkto fermenty specifiSkuma.

Sukurtas amidohidrolaziy atrankos metodas leidzia greitai atrinkti
unikalius fermentus tokius kaip D8 RL amidohidrolazg, paizymincia labai
placiu substraty spektru, ar MO13 Est631 (MO13_Est537) katalizuojancia
PET komponenty hidrolizg. Darbo metu vykdyta 8 atrinkty amidohidrolaziy
geny raiSka E. coli lastelése, iSgryninti 7 fermentai. Nustatyta, kad dalis
surasty fermenty pasiZzymi amidohidrolaziniu, esteraziniu, o keletas i$ jy ir
laktamaziniu aktyvumais, kai kurie taip pat pasizymi regio-savitaisiais
aktyvumais (BRM_Am, D8 RIl). Alifatiniy amidy radikaly hidrolizés
reakcijose atrinktos amidohidrolazés buvo labiau savitos ilgesniy acily
atzvilgiu, o esteriniy jung¢iy hidrolizés reakcijose buvo stebimas atvirksc¢ias
efektas — efektyvesné trumpy grandiniy esteriy hidrolizés katalizé. Atrinkty
amidohidrolaziy substraty spektras leidzia daryti iSvada, kad atrankai
naudotas tiek substrato tipas (nukleozidas), tiek substrato Soninés amido
grupés dydis (aromatiné grupé) bent iS dalies nulemia atrinky fermenty
biokatalizines savybes — atrinkti fermentai hidrolizavo nukleozidy amidus, bet
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ne heterocikliniy baziy amidus, i§skyrus D8 RL hidrolaze, ir parodé didesnj
savitumg aromatiniy grupiy pakaitams.

Glikozidaziy atrankos modelinio metodo rezultatai parodé, kad
principiné metodo schema gali biti taikoma glikozidaziy atrankai. Darbo
eigoje susidurta su dviejy tipy problemomis — maza substrato sintezés iSeiga
ir nepakankama fukozidazés geno raiska. Esant gerai geno raiskai (LacZ
galaktozidazé), uridino auksotrofo pozymio kompensavimas in vivo yra
stebimas, o kai geno raiska silpna (62Fucl fukozidazé), tai kolonijy augimas
yra pernelyg létas. Siekiant padidinti glikozidaziy atrankos efektyvuma reikia
ieskoti geresniy fermento raiSkos salygy, o efektyviai fukozilnukleozidy
sintezei reakcijos pusiausvyrg paslinkti produkto sintezés, o ne hidrolizés
kryptimi. Galimas sprendimo biidas yra 62Fucl mutagenezé (atsitiktiné arba
tiksliné) ir patobulinty varianty atranka. Tai pat literatiroje yra duomeny [172]
[173], kad pakeitus fukozidazés katalizinj nukleofila, prarandamas
hidrolizinis aktyvumas ir fukozidazé virsta fukosintaze.

Sio darbo metu atrinkti fermentai turi potencialy panaudojima
jvairiuose srityse — nukleozidy modifikacijos reakcijose, vykdant
stereoselektyvias, regioselektyvias sintezes. Atrinkta unikali amidohidrolazé
D8 RL, kaip ir YqfB, turi ir industrinj, ir mokslinj susidoméjimg, nes ASCH
domenus turinciy fermenty funkcijos dar yra labai menkai istirtos, be to abu
fermentai pasizymi puikiomis biokatalizinémis savybémis. 1315H esterazé
gali biiti panaudota kaip inkarinis membraninis baltymas, o MO13 Est537
turi panaudojimo potencialg PET perdirbimo srityje. Mutagenezés pagalba
galima buty sukurti MOI13 Est537 mutanty bibliotekg ir ja patikrinti
selektyvios atrankos metodu vietoj N*-benzoil-2'-deoksicitidino panaudojant
strukturiskai artimesnj PET monomerams substratg.

Didelj potencialg panaudojimui jvairiose chemofermentinése sintezése
turi ir plataus substraty spektro esterazés ir amidohidrolazés SVGI,
BRM_Am, D8 RI, MOI13Est537, bei enantioselektyvios esterazés 24T1,
30T1, 30T2, SVG3, SVG1, 1315H.

Didelis nukleozidy kaip substraty panaudojimo atrankoms privalumas
yra tame, kad keiciant substrato acilo pakaity grupes, galima atrinkti jvairius
pageidaujamus fermentus. Sio metodo principa galima bity pritaikyti ir kity
hidrolaziy, pavyzdziui nukleozidy/nukleotidy hidrolaziy, atrankoms. Taip pat
Sios selektyvios atrankos turi potencialg pléstis, panaudojant kity biosintezés
keliy auksotrofy mutantus bei atitinkamus nukleozidus, nukleotidus ar
heterocikliniy baziy darinius, arba yra galimi metody variantai paremti
iSgyvenimg salygojanciy junginiy sintezes, o ne hidrolizés principu.
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ISVADOS

1. Sukurti selektyvios atrankos metodai, panaudojant uracilo auksotrofo E.
coli kamiena bei sintetinius uridino esterius ar amidus, leidzia atrinkti i$
metagenominiy biblioteky fermentus, pasizymincius jvairaus atrankumo
hidroliziniais aktyvumais ir priklausancius skirtingoms hidrolaziy Seimoms.

2. Sukurtas esteraziy atrankos metodas lyginat su klasikiniu tributirino metodu
yra jautresnis. Atrankai naudojamo substrato kiekis yra 10 karty maZesnis, o
fermenty atrenkama dvigubai daugiau.

3. Atrinktos esterazés priklauso septynioms, o amidohidrolazés — keturioms
fermenty Seimoms. Fermentai pasizymi skirtingu atrankumu tirtiems
substratams.

4. Esteraziy ir amidohidrolaziy metodai leidzia atrinkti fermentus su
nezinomu ar nenustatytu aktyvumu. 50% atrinky esteraziy artimiausi
homologai yra hipotetiniai baltymai arba su iki $iol nenustatytu esteraziniu
aktyvumu, o amidohidrolaziy atrankos metu rastos unikalios amidohidrolazés
D8_RI ir MO13_Est537.

5. Atrankoms naudojamas tiek substratas, tick substrato pakaito grupé lemia
atrenkamy fermenty savituma hidrolizuojamiems substratams reakcijose in
vitro.

6. Metagenominé 62Fucl fukozidazé yra a-L-fukozidazé, katalizuojanti
transglikozilinimo reakcija, kai akceptorius yra (deoksi)uridinas, o glikozilo
pakaito donoras — p-nitrofenol-a-L-fukopiranozidas.

7. Parodytas glikozidaziy atrankos metodo principas, panaudojant uracilo
auksotrofo E. coli kamieng bei O-glikozily deoksiuridinus, gali bati taikomas
glikozidaziy atrankai i§ metagenomy.
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PRIEDAI

1P lentelé. Esteraziy ir amidohidrolaziy atrankoms panaudotos bibliotekos

Meta ) Klony ~
enominé DNR S$altinis Vektorius/fra | skaicius Atrinkti
senomi gmento | piblioteko |  fermentai
biblioteka jterpimo vieta je
Dirvozemis, po 3 (24T5, 24T1
L500 praturtinimo su pUC19/Pstl 1200 000 5 4"1: 3) ’
pentaacetilgliukoze
5CRK9 Dirvozemis puC19/pst | 170000 | 2 (33TL, 33T3)
3 (30T1, 3072,
KAU Dirvozemis puc19/pstl | 220,000 45T3)
3 (36T1, 36T2,
RK7 Dirvozemis puc1o/pstl | 1,120,000
3T)
GRUI1 Dirvozemis pUC19/Pstl | 1,770,000 1 (GRU1)
442 Dirvozemis pUC19/Pstl | 472,500 1(12T)
Dirvozemis, po . 3 (MOI101T,
19/HindI
MO10 praturtinimo su puC ?I/ ind 246,000 MO4B,
ketonais (dujy fazé) MO10_Am)
S pUC19/HindI 3 (SVGI SVG3,
SVGPA Dirvozemis I 100,000 SVGPA2)
Dirvosemi
:rtvlfrf;fﬁls PO hUC19/Bam 20,000 2 (K33H2,
K3 Prafurtinime st HI ’ K3 Am)
aminais
BD?2 Dirvozemis pUC19/Pstl | 20,000 1 (BD2H)
BD Dirvozemis pUC19/Pstl 30,000 2 (BD1, BD9)
. pUC19/Bam
Nuosédos* 400,000 1 (PLA1
PLA1L uosédos HI , ( )
Dirvozemis, po
praturtinimo su pUC19/HindI
20,000 1 (EN1H
EN1 aromatiniais 11 ’ ( )
aminais
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Meta- ) Klony ~
enominé DNR Saltinis vektoriusiira | skaitius Atrinkti
l%‘bl' N gmento | piblioteko | fermentai
iblioteka iterpimo vieta je
Dirvozemis, po
praturtinimo su pUC19/HindI
20,000 1 (EN3H
EN2 aromatiniais II ’ ( )
aminais
CAP1 Dirvozemis pUC19/Pstl 80,000 1 (CAP3H)
S pUC19/HindIl
D 20,000 1 (1315H
1315 irvozemis I R ( )
Dirvozemis po
turtini UC19/HindI
RIE pramma ot | P " 10000 |1 (RIEB)
aromatiniais II
aminais
Dirvozemis po
ini 19/HindI
" praturtln’m'lo.su pUC19/Hind 10,000 | (4HIT)
aromatiniais II
aminais
CBD Dirvozemis pUC19/Pstl 24,000 1 (C233)
. . UC19/HindI 2 (BRM_Am,
BLU13_BL Dirvozemis p mn 10,000 ( A
U mix 11 D8 _RL)
Dirvozemis, po 3
L (MO13_Est631,
19/Pstl | 11 —
MO13 toﬁ)rz;clurt(l(rlnr.nofzué) pUC19/Pst 0,000 PAFUMMO7 Ac
zZ
venu (Cuyy Am ir AmH)
Dirvozemis po
CIANURA | Ppraturtinimo su 5- pUC19/Pstl | 100,000 1 (CIAN4)
cianuracilu

Zemiy pavyzdziai rinkti Vilniaus regione, Lietuvoje (54°40’N25°16°E); *nuosédos - i3
Plateliy ezero, Plungés rajonas, Lietuva (56° 2'N21° 51")
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1P pav. DMT hidrolizés produkto analizé HPLC-MS. a: dimetil tereftalatas (DMT) (Mr
194), nesijonizuoja, b: monometil tereftalatas (MMT) standartas (Mr 179), c: reakcijos

produktas po DMT inkubacijos su MO13_Est631.
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2P pav. BHET hidrolizés produkto analizé HPLC-MS. a: bis(2-hidroksietil) tereftalatas
(BHET) (Mr 254), b: reakcijos produktas po BHET inkubaijos su MO13_Est537.
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3P pav. Acetilizocitozino hidrolizés produkto analizé HPLC-MS. a: N*
acetilizocitozinas (Mr 153), b: izocitozino standartas (Mr 111), ¢: reakcijos produktas
po N-acetil-izocitozino inkubacijos su fermentu D8 _RL.
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4P pav. N*-benzoilcitidino hidrolizés produkto analizé HPLC-MS: N*-
benzoilcitidinas (Mr 347), b: citidino standartas (Mr 243), c: benzoinés rugsties
standartas (Mr 122), d: reakcijos produktas po N*-benzoilcitidino inkubacijos su

D8_RL.
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5P pav. N*-nicotinoil-2'-deoksicitidino hidrolizés produkto analizé HPLC-MS. a: N*-
nicotinoil-2'-deoksicitidinas (Mr 332), b: 2'-deoksicitidino standartas (Mr 227), c:
nikotino riigities standartas (Mr 123), d: reakcijos produktas po N*-nicotinoil-2'-

deoksicitidino inkubacijos su D8 RL.
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6P pav. Fukoziluridino HPLC-MS analizés spektras. a — reakcijos miSinys be
fermento uridinas (Mr 244), pNP-fukopiranozidas (Mr 331); b — reakcijos mi$inys po
inkubacijos su fermentu fukoziluridinas (Mr 390), p-nitrofenolis (Mr 139).
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7P pav. Fukozil-X-gal HPLC-MS analizés spektras. a — reakcijos misinys be fermento
X-Gal (Mr 409), pNP-fukopiranozidas (Mr 331); b — reakcijos miSinys po inkubacijos
su fermentu fukoziluridinas (Mr 555), p-nitrofenolis (Mr 139).
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