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SANTRUMPOS 

 

2'-FL – 2'-fukosillaktozė 

3-FL – 3-fukozillaktozė 

a.r. – aminorūgštys  

ATM – atominės jėgos mikroskopija 

BMR – branduolių magnetinio rezonanso metodas 

DMF – dimetilformamidas  

DMSO – dimetilsulfoksidas  

FRET – fluorescencinės rezonanso energijos pernašos metodas  

GFP – žaliai fluorescuojantis baltymas 

GH – glikozidų hidrolazės 

IMAC – imobilizuotų metalų giminingumo chromatografija  

IPTG – izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozidas  

Kf – kalio fosfato buferinis tirpalas 

LB – Luria-Bertani mitybinė terpė  

NCBI – Nacionalinis biotechnologinės informacijos centras  

OD – optinis tankis  

oNP-Gal – o-nitrofenil-β-D-galaktopiranozidas 

ORF – atviras skaitymo rėmelis  

PEG – polietileno glikolis  

PGR – polimerazės grandininė reakcija  

pNP – p-nitrofenolis 

pNPA – p-nitrofenolio acetatas 

pNPB – p-nitrofenolio butiratas  

pNPD – p-nitrofenolio dekanoatas 

pNP-Fuc – p-nitrofenil-α-L-fukopiranozidas 

pNPV – p-nitrofenolio valeratas 

SDS – natrio dodecilsulfatas  

SDS-PAGE – elektroforezė poliakrilamidiniame gelyje denatūruojančiomis 

sąlygomis  

TAE buferinis tirpalas – buferinis tirpalas, sudarytas iš Tris, acto rūgšties ir  

TB – tributirinas  

UV – ultravioletiniai spinduliai  

v/v – tirpalų tūrių santykis 

X-Fuc – 5-bromo-4-chloro-3-indolil-α-L-fukopiranozidas 

X-gal – 5-bromo-4-chloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozidas  

α-L-Fuc-(1-3)-D-GlcNAc – fukozil-N-acetil-D-gliukozaminas 
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ĮVADAS 

Mikroorganizmai dalyvaudami biosferos cheminiuose procesuose 

paverčiant pagrindinius gyvybės elementus – anglį, azotą, deguonį ir sierą 

turinčius jungius biologiškai aktyviomis formomis, palaiko gyvybę Žemėje. 

Visi augalai ir gyvūnai yra glaudžiai susiję su mikroorganizmais, kurių dėka 

jų šeimininkai gauna reikalingas maistines medžiagas, metalus ir vitaminus. 

Žmogaus žarnyno mikroflora suteikia galimybę iš maisto, kurio mes 

negalėtume suvirškinti, gauti energijos, taip pat apsaugo mus nuo ligų 

sukėlėjų. Fermentacijos ir kitų natūralių procesų metu mikroorganizmai 

sukuria ar pakeičia daugelio maisto produktų vertę. Pagrindinis industrinių 

fermentų šaltinis taip pat yra įvairūs mikroorganizmai, kurie gali būti 

kultivuojami dideliais kiekiais, jų auginimo terpės yra santykinai pigios, o 

fermentacijos laikas trumpas. Tuo tarpu gyvūninės kilmės fermentai sudaro 

tik nedidelę pramoninių fermentų dalį, dėl sudėtingo gyvūnų ląstelių auginimo 

ir fermentų išskyrimo sąlygų. Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ir 

įvairios Streptomyces rūšys, bei mikromicetai Aspergillus, Mucor ir Rhizopus 

yra plačiausiai naudojami pramoniniai mikroorganizmai [1]. O iš visų 

industrijoje naudojamų fermentų, didžiausią grupę sudaro hidrolazės, 

katalizuojančios natūralių polimerinių substratų, tokių kaip baltymai, 

krakmolas, lipidai, ląstelių skaidulos ir sienelių struktūros skaidymą. 

Pramonėje daugiausia yra suvartojama peptidazių, amilazių ir celiulazių. 

Mažesniais kiekiais pagaminama ir suvartojama pektinazių, ksilanazių, 

fitazių, lipazių, laktamazių, invertazių, izomerazių, oksidazių ir katalazių [2]. 

Įvairios hidrolazės yra naudojamos maisto, bei pašarų, chemijos pramonėse, 

biodegalų gamyboje, perdirbant plastiko atliekas ir kitose pramonės šakose. 

Istoriškai susiklostė, kad pirmieji mikrobų tyrimai buvo nukreipti į 

grynosios kultūros pavienių rūšių analizes [3]. Grynos kultūros buvo 

auginamos laboratorinėmis sąlygomis ir apibūdinamos. Tačiau tokie tyrimai 

turi du didelius trūkumus. Vienas iš jų – ne visi mikroorganizmai gyvena 

grynomis pavienėmis kultūromis, ir tai reiškia, kad pavienių kultūrų tyrimai 

nieko nepasako apie kartu gyvenančių mikroorganizmų bendruomenes, jų 

tarpusavio ryšius ir gebėjimą prisitaikyti prie besikeičiančių aplinkos sąlygų. 

Kitas trūkumas – didžioji mikroorganizmų dalis nekultivuojama 

laboratorinėmis sąlygomis. Mokslinėje literatūroje teigiama, kad iki šiol 

pavyko užauginti apie 104 mikroorganizmų rūšių, tuo tarp žemėje gyvenančių 

mikroorganizmų yra gerokai daugiau – 1011–1012 rūšių [4] [5]. Siekis tirti 

nekultivuojamą mikrobiotą paskatino kitokio pobūdžio tyrimus – 

metagenomo analizę. Metagenomikos sąvoka apima nuo auginimo 
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nepriklausomą bendruomenių ar jų narių genomų nustatymą, tai yra genetinės 

medžiagos, išgautos tiesiai iš aplinkos mėginių, tyrimą. Sukurtas 16S 

ribosominės RNR sekos nustatymo metodas padėjo įvertinti mikroorganizmų 

rūšis ir įvairovę aplinkoje, bet šis metodas nieko nepasako apie 

mikroorganizmų sintetinamus fermentus. Žinant įvairios aplinkos 

mikroorganizmų – mezofilų, termofilų/hipertermofilų, psichrofilų ar 

druskingų buveinių mikroorganizmų gyvenimo sąlygų įvairovę ir milijonus 

metų vykstančią evoliuciją, galima daryti prielaidą, kad nekultivuojama 

mikrobiota yra milžiniškas naujų genų, biokatalizatorių, natūralių junginių ir 

bioproduktų šaltinis [6] [7] [8]. Taigi, siekiant nustatyti laboratorinėmis 

sąlygomis nekultivuojamų mikroorganizmų fermentus, buvo pradėtos kurti 

metagenominės bibliotekos – įvairaus ilgio metagenominės DNR fragmentų, 

klonuotų į vektorius, rinkiniai. Metagenominių bibliotekų kūrimas tuo pačiu 

paskatino ir fermentų funkcinės atrankos metodų kūrimą. Funkciniu 

aktyvumu pagrįsta atranka leidžia surasti naujų naudingų genų sekų, 

koduojančių norimų ar nežinomų funkcijų fermentus. Metagenominių 

bibliotekų funkcinei analizei yra naudojami tikslingai pakeisti 

mikroorganizmai, tinkami efektyviai biokatalizatorių selekcijai ir specialūs 

fermentų substratai, arba reporteriniai genai, leidžiantys atrankiai išskirti 

norimomis savybėmis pasižyminčius fermentus. Atrankos metodai gali būti 

paremti ląstelės funkcinio požymio, pvz. spalvos, pasikeitimu, arba selektyvia 

atranka, kai auga tik ląstelės įgijusios gyvybingumą užtikrinančius genus. 

Didelio našumo DNR sekoskaitos nustatymo technologijų sukūrimas 

žymiai sumažino sekoskaitos sąnaudas ir, tokiu būdu, paskatino in silico 

duomenų kaupimą ir stipriai išplėtė duomenų bazes. O fermentų išskyrimas ir 

funkcinis apibūdinimas, priešingai, vyksta daug mažesniu greičiu. 2020 

metais NCBI duomenų bazėje pateiktoje ataskaitoje matoma, kad iki šiol 

nuskaitytų genų sekų yra gerokai virš šimto milijonų. Tuo tarpu nuskaitytų 

genų ir baltymus su patvirtintu funkciniu aktyvumu koduojančių genų 

santykis drastiškai mažėja: biokatalizinis aktyvumas eksperimentiškai 

patvirtintas tik apytiksliai 3 iš 100000 sekoskaitos būdu nustatytų atviro 

skaitymo rėmeliams (2015 metų duomenys) [9]. Baltymų šeimų duomenų 

bazėje Pfam nurodytos beveik 4000 nežinomos funkcijos baltymų šeimų 

(vadinami DUF), o NCBI duomenų bazės paieškos lauke įvedus žodį 

„hipotetinis“ pateikiama virš 4 mln. įrašų (atmetus pasikartojančius įrašus). 

Taigi nežinomos funkcijos baltymų kiekis rodo, kad šiai dienai yra ištirta tik 

maža natyvių fermentų dalis. Padidinti naujų charakterizuotų fermentų kiekį 

gali inovatyvūs funkcinės fermentų atrankos metodai, kurie leidžia greitai ir 

efektyviai surasti naujus gamtinių fermentų variantus, be to yra ir vienas 
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geresnių stabilumo ir selektyvumo substratams problemos sprendimo būdų 

[10] [7] [11]. O derinant bioinformatinius metodus su našiais funkcinės 

atrankos metodais, galima ženkliai padidinti randamų fermentų kiekį. 

Darbo tikslas 

Sukurti ir įvertinti selekcijos metodus pritaikytus esterazių, 

amidohidrolazių ir glikozidazių atrankoms iš metagenominių bibliotekų, bei 

ištirti atrenkamų fermentų biokatalizines savybes. 

Uždaviniai 

 Sukurti ir optimizuoti metodą skirtą hidrolazių atrankai iš 

metagenominių bibliotekų, panaudojant uridino esterius ir N4-

benzoil-(deoksi)citidino amidus; 

 įvertinti atrinktų fermentų įvairovę ir katalizines savybes; 

 identifikuoti ir charakterizuoti metagenomines fukozidazes; 

 susintetinti glikozidazių atrankoms pritaikytus substratus ir sukurti 

modelinę šių fermentų atrankos sistemą. 

Mokslinis naujumas ir praktinė darbo reikšmė 

Šis darbas buvo skirtas esterazių, amidohidrolazių ir glikozidazių 

selektyvios atrankos iš metagenomų metodų kūrimui. Tokios fermentų klasės 

buvo pasirinktos dėl galimo plataus šių fermentų pritaikymo chemijos, vaistų, 

maisto ir maisto papildų pramonėje. Iki šiol visi mokslinėje literatūroje 

aprašyti esterazių atrankos selekcijos pagrindu metodai buvo pritaikyti tik 

esterazių atrankai mutantų bibliotekose, bet ne esterazių paieškai 

metagenomuose, o amidohidrolazių atrankai sukurtas tik vienas selekcijos 

metodas, panaudojant leucino auksotrofinį E. coli TOP10 kamieną ir leucino 

amidus kaip leucino šaltinį. Tuo tarpu selektyvių atrankos metodų, skirtų 

fukozidazių atrankai iš metagenomų mokslinėje literatūroje nėra publikuota. 

Darbo metu buvo sukurti esterazių ir amidohidrolazių iš 

metagenominių bibliotekų atrankos selekcijos pagrindu metodai ir parodyta 

principinė glikozidazių atrankos sistema. Sukurti metodai paremti E. coli 

uracilo auksotrofo DH10B ΔpyrFEC kamieno ir sintetinių nukleozidų darinių, 

pritaikytų esterazių, amidohidrolazių ir glikozidazių vykdomoms hidrolizės 

reakcijoms. 

Atlikus atrinktų esterazių a. r. sekų filogenetinę analizę, paaiškėjo, kad 

šiuo metodu galima atrinkti ne tik esterazes/lipazes ir β-laktamazes, kurios 

gali būti randamos ir naudojant klasikinę lipazių atranką su tributirinu, bet ir 
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esterazes, priklausančias glikozilhidrolazių, N-acetiltransferazių ir DUF998 

šeimoms. Amidohidrolazių atrankos, panaudojus N4-benzoil-(deoksi)citidiną, 

metodu atrinktos amidohidrolazės pagal sekų filogenetinę analizę priklauso 

tiek skirtingų amidohidrolazių, tiek α/β hidrolazių šeimoms. 

Esterazių atrankoms buvo panaudoti du skirtingo ilgio acilų grupių 

uridino dariniai ir tokiu būdu parodyta, kad substrato esterio grupė bent iš 

dalies lemia pasirinkto fermentų savitumą hidrolizuojamiems substratams. 

Darbo metu buvo charakterizuota metagenominė 62Fuc1 fukozidazė ir 

jos pagalba atlikta fukozildeoksiuridino sintezė. Pagamintas substratas buvo 

panaudotas fukozidazės raiškos patikrai selektyvioje terpėje ir taip pirmą kartą 

parodytas principinis glikozidazių selekcijos metodas, kuris gali būti taikomas 

glikozidazių atrankoms iš metagenomų. 

Sukurtų esterazių ir amidohidrolazių atrankų metodų pagalba rasti 

unikalūs metagenominiai fermentai, iš kurių 11 fermentų artimiausi 

homologai duomenų bazėse įvardinti kaip hipotetiniai, rastos dvi unikalios 

amidohidrolazės – D8_RL ir E. coli YqfB, PET monomerų DMT ir BHET 

hidrolazė ir DUF998 šeimai priklausanti esterazė 1315H. E. coli YqfB 

baltymo genas yra seniai žinomas, bet tik dabar buvo nustatytas jo funkcinis 

aktyvumas. YqfB ir D8_RL hidrolazės turi ASCH domeną, kuris, manoma, 

dalyvauja sąveikoje su RNR, o šį domeną turintys baltymai galimai dalyvauja 

prokariotų transliacijos reguliacijoje. Šio tyrimo metu taip pat pirmą kartą 

buvo nustatytas esterazinis aktyvumas DUF998 šeimos baltymui. 

Taigi, sukurti metodai, panaudojant uracilo auksatrofo E. coli kamieną 

ir sinetinius nukleozidų darinius, leido atrinkti ir charakterizuoti 27 

metagenomines esterazes ir 8 amidohidrolazes. Atrinkti fermentai gali būti 

panaudojami įvairių esterių ir amidų hidrolizės bei transesterifikacijos 

reakcijose. Enatioatrankios esterazės 30T1, 30T2, SVG3, plataus substratų 

spektro esterazės SVG1, EN3H, amidohidrolazės BRM_Am, D8_RL ir YqfB 

jau buvo panaudotos mokslinių projektų tyrimuose ir jų panaudojimo 

galimybės bus toliau plečiamos.  

Funkcinės biokatalizatorių atrankos yra svarbios ne tik fermentų 

paieškai metagenomuose, bet ir vystant bioinformatinius metodus. Taikant 

molekulinį modeliavimą jau galima numatyti fermentų funkcines savybes 

lyginant su žinomomis fermentų struktūromis, o de novo fermentų kūrimo 

metodai, pasitelkiant matematinius algoritmus, tik pradeda vystytis. 

Sėkmingam bioinformatinių metodų vystymui reikalingos eksperimentiškai 

laboratorijoje patvirtintos žinios apie fermentų katalizines savybes. Taigi tiek 

modernių bioinformatinių metodų kūrimui, tiek natyvių biokatalizatorių 
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atrankoms iš metagenomų reikalingos atrankos sistemos, kurios leidžia greitai 

ir efektyviai nustatyti biokatalizines fermentų savybes. 

 

Ginamieji teiginiai 

1. Selektyvios atrankos metodus, panaudojus uracilo auksotrofo E. coli 

kamieną bei sintetinius uridino esterius ar amidus, galima taikyti esterazių ir 

amidohidrolazių atrankoms iš metagenominių bibliotekų. 

2. Sukurtas esterazių atrankos metodas lyginat su klasikiniu tributirino metodu 

yra jautresnis. 

3. Esterazių ir amidohidrolazių metodai leidžia atrinkti fermentus su 

nežinomu ar nenustatytu aktyvumu. 

4. Atrankoms naudojamas tiek substratas, tiek substrato pakaito grupė lemia 

atrenkamų fermentų substratinį savitumą. 

5. Metagenominė 62Fuc1 fukozidazė – tai α-L-fukozidazė, katalizuojanti 

transglikozilinimo reakcijas. 

6. Modelinis glikozidazių atrankos metodas, panaudojus uracilo auksotrofo E. 

coli kamieną bei glikozil(deoksi)uridiną, gali būti taikomas glikozidazių 

selekcijai. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Hidrolazės kaip biokatalizatoriai  

Hidrolazės (EC 3) [12] – tai fermentų klasė, veikianti kaip 

biokatalizatoriai, kurie cheminiam ryšiui suskaidyti naudoja vandenį. Be 

hidrolizės reakcijų, šie fermentai gali vykdyti ir pernašos reakcijas 

(transesterinimo, transamidinimo, transglikozilinimo ir t.t.). 

Trijų klasių hidrolazių – esterazių/lipazių, amidohidrolazių ir 

glikozidazių svarbą atspindi platus jų panaudojimas pramonėje (1.1 pav.). 

 
1.1 pav. Esterazių, amidohidrolazių ir glikozidazių panaudojimas pramonėje. 

Devintąjame dešimtmetyje lipazės buvo bene intensyviausiai tiriami 

fermentai. Jiems nereikalingi kofaktoriai, baltymai yra gana stabilūs ir aktyvūs 

organiniuose tirpikliuose. Vienos lipazės pasižymi stereo- ir enantio-

atrankumu, kitos yra mažiau specifinės. Dėl šių savybių esterazės/lipazės yra 

svarbūs biokatalizatoriai chemijos pramonėje, ką parodo didelis mokslinių 

publikacijų ir patentų skaičius [10] [13] [14] [15] [16]. Farmacijos ir chemijos 

pramonėje esterazės panaudojamos įvairių vaistų ir cheminių junginių 

gamybai: pavyzdžiui, ibuprofeno ar deksketoprofeno raceminių mišinių 

atskyrimui, plastiko komponentų sintezei, riebalų rūgščių hidrolizei, 

trigliceridų esterifikacijai ir t. t. [17] [18] [19]. Naudojant lipazes gaminami 

natūralaus skonio esteriai [16], o ploviklių gamybai pasaulyje sunaudojama 

~1000 tonų lipazių per metus [13] [15]. Paminėtini ir plastikų 

(bio)degradacijos fermentai: tai PET-azė ir MHET-azė iš Ideonella sakaiensis 

[20], bei baltymų inžinerijos pagalba sukurta PET depolimerazė [21]. 

Pramoninės esterazės/lipazės buvo išskirtos iš įvairių šaltinių, įskaitant 

bakterijas, archėjas, mikromicetinius grybus, dumblius, gyvūnus bei augalus. 

Šių fermentų paieškai tirti įvairios aplinkos mikroorganizmai – mezofilai, 
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termofilai ir hipertermofilai, šaltų ar druskingų būveinių bakterijos. 

Struktūrinės bei funkcinės įvairovės prielaidas sudaro ir karboksirūgščių 

esterių hidrolazių funkcijų įvairovė gyvuose organizmuose: jos dalyvauja 

metabolitų reguliavime, signalo perdavime, baltymų sintezėje, šiluminio 

streso atsake, ląstelių sienelių ir membranų struktūrų formavime. 

Amidohidrolazės taip pat yra be galo įvairi fermentų superšeima, 

pasižyminti be galo dideliu ir įvairiu substratų spektru. Kaip ir 

esterazių/lipazių, amidohidrolazių pritaikymą industrijoje lemia jų stereo- ir 

enantioatrankumas bei išskirtinis atsparumas ekstremaliam aplinkos pH ir 

temperatūriniam diapazonui. Amidazės yra naudojamos β-laktaminių 

antibiotikų biosintezei [22], (S)-4-fluorfenilglicino (chiralinis tarpinis 

produktas antiemetikų vaistų sintezei), nikotino [23] ir 2-chlornikotino 

rūgščių [24] bei herbicido L-fosfinotricino [25] gamybai. L-asparaginazė ir L-

glutaminazė yra naudojamos kaip onkolitiniai fermentai, o maisto pramonėje 

– gaminant maistą be akrilamido, t. y. siekiant sumažinti akrilamido 

koncentraciją aukštoje temperatūroje ruoštame krakmolingame maiste [26]. 

Amidazės taip pat naudojamos įvairioms karboksirūgštims, hidroksamo 

rūgštims (junginiai turintys RC(O)N(OH)R' grupę) ir hidrazinams sintetinti 

[27], gaminant akrilamidus [28] ir nikotinamidus [29]. O naujausios 

publikacijos aprašančios atrandamų amidohidrolazių šeimai priklausančių 

fermentų biokatalizines savybes [30] [31], leidžia manyti, kad šios 

superšeimos atstovai vis dar yra nepakankamai ištirti. 

Kita gerai žinoma hidrolazių šeima – glikozidazės – naudojamos 

maisto, biokuro, tekstilės, polimerų ar prebiotikų pramonėje [32]. Dabartinėje 

pramonėje didesniais kiekiais naudojamos celiulazės, ksilanazės, o 

glikozidazėms priklausančios fukozidazės, kurios bus nagrinėjamos šiame 

darbe, kol kas nėra plačiai taikomos. Tačiau sprendžiant iš fukozidazių 

svarbos gyviesiems organizmams, jos turi didelę panaudojimo perspektyvą 

prebiotikų ir vaistų pramonėje. Žinduolių organizmuose esant fukozidazių 

trūkumui sutrinka glikozilintų baltymų ir lipidų hidrolizė, ko pasekoje 

sutrinka virškinimas, vaisingumas (spermatozoidų ir kiaušinėlio paviršiuje yra 

fukozilintų oligosacharidų, būtinų atpažinimui ir adhezijai), galiausiai įvyksta 

greita neurodegeneracija (liga – fukozidozė). Žmogaus piene 60–80% motinos 

pieno oligosacharidų yra fukozilinti. Yra žinoma, kad trys iš gausesnių 

fukozilintų žmogaus pieno oligosacharidų – 2'-fukosillaktozė (2'-FL), 3-

fukozillaktozė (3-FL) ir laktodifukotetraozė atlieka prebiotikų funkciją [33]. 

Augalų ląstelės sienelės oligosacharidai taip pat gali būti fukozilinti, kai kurie 

jų skirti apsisaugoti nuo parazitų. Taigi, organizmams, kurie minta augaliniu 

maistu, arba juos parazituoja, fukozidazės svarbios virškinimui arba maisto 
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medžiagų patekimui į ląsteles. Kai kurioms bakterijoms fukozidazės yra 

svarbios metabolizuojant fukozilintus substratus [34] [35]. 

Taigi, visų trijų klasių hidrolazės dalyvauja gyvybiškai svarbiuose 

organizmų metaboliniuose procesuose bei naudojamos pramonėje, gaminant 

žmonėms būtinus produktus. 

1.1.1. Hidrolazių klasifikacija 

Sisteminiai hidrolazių pavadinimai ir priskyrimas EC klasėms 

formuojami pagal jų skaidomus ryšius, o pagal sekų homologiją fermentai 

skirstomi į superšeimas ir šeimas [36]. Kaboksirūgščių esterių hidrolazės 

(esterazės/lipazės) hidrolizuojančios esterius (C-O ryšys), priklauso EC 3.1 

klasei, amidohidrolazės, skaidančios amidus (C-N ryšys) – EC 3.5, o 

glikozidų hidrolazės – glikozidus (O-, N-, S- glikozidinius ryšius) 

hidrolizuojančių fermentų EC 3.2 klasei. Klasifikacija pagal sekų homologiją 

ir atpažįstamus substratus dažnai persikloja, ir skirtingi pagal veikiamą 

substratą fermentai gali atsidurti vienoje superšeimoje. Pavyzdžiui esterazių 

klasė EC3.2 pagal sekų homologiją gali priklausyti ir α/β hidrolazių ir SGNH 

hidrolazių superšeimoms. Ir atvirkščiai, amidohidrolazės pagal sekų 

komologiją priklausančios tai pačiai Amidazinio žymens (angl. Amidase 

signature, AS) superšeimai, pagal skaidomą sustratą gali priklausyti EC3.4 

(peptidinio ryšio hidrolizės) ir EC3.5 amidohidrolazių (C-N, bet ne peptidinio 

ryšio) klasėms. 

Kai kurios fermentų grupės dar yra klasifikuojamos ir pagal kitokius 

parametrus. Pavyzdžiui, polimerines grandines skaidandys fermentai gali būti 

klasifikuojami pagal hidrolizės vietą – egzo/endo hidrolazės, taip pat pagal 

reakcijos mechanizmą, stereoatrankumą ir kitus savitus požymius. 

1.1.2. Karboksirūgščių esterių hidrolazių klasifikacija 

Karboksirūgščių esterių hidrolazių (EC 3.1.1) substratai yra esteriai, 

gauti kondensavus karboksirūgštį ir alkoholį. Istoriškai karboksiesterių 

hidrolazės (EC3.1.1) buvo suskirstytos į du pagrindinius poklasius remiantis 

specifiškumu substratams: esterazės (EC 3.1.1.1) ir lipazės (EC 3.1.1.3). 

Esterazės (EC 3.1.1.1) katalizuoja bent iš dalies vandenyje tirpių trumpų 

anglies grandinių esterių skilimą ir susidarymą, tuo tarpu lipazės (EC 3.1.1.3) 

katalizuoja vandenyje netirpių, ilgos grandinės esterių hidrolizę. Pagal sekų 

homologiją ir tretinę struktūrą, dauguma žinomų esterazių/lipazių priklauso 

α/β hidrolazių [36] superšeimai (SSF53474), bet nemažai jų – SGNH 
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hidrolazėms (SSF52266) [37] [38]. Karboksilesterazių klasifikacijos schema 

yra pavaizduota 1.2 paveiksle. 

  

 
1.2 pav. Karboksirūgščių esterių hidrolazių klasifikacija. 

Arpigny ir Jaeger [39] remdamiesi lipazių ir esterazių sekų homologija 

bei katalizinėmis savybėmis suskirstė mikroorganizmų išskiriamas lipazes ir 

karboksilesterazes į aštuonias šeimas. Suradus naujo tipo esterazių, atsirado ir 

naujų šeimų, šeimos suskirstytos į pošeimius [40] [41]. Istoriškai 

esterazėms/lipazėms buvo priskiriami pavadinimai pagal panaudoto substrato 

pavadinimą (kutinazė, cholesterolesterazė ir pan.), tai įnešė daug painiavos ir 

prieštarauja dabartinės nomenklatūros reikalavimams [42]. 

1.1.1.1. α/β hidrolazės 

α/β hidrolazių (ABhidrolazės) superšeimai (SSF53474) priskiriamų 

fermentų šerdį sudaro α/β lakštas, kuriame yra aštuonios β-klostės, sujungtos 

šešiomis α-spiralėmis [43], kai kuriais atvejais β-klosčių skaičius gali varijuoti 

[44] [45] [46]. Paprastai esterazių aktyvų centrą sudaro katalizinė triada Ser-

Asp(Glu)-His ir aplink katalizinį seriną būdinga konservatyvi Gly-x-Ser-x-

Gly seka [44]. Daugelis α/β hidrolazių šeimai priskiriamų esterazių veikia 

pagal kanoninį esterazių mechanizmą priskiriamą „ping-pog“ „Bi-Bi“ 

reakcijos tipui susidarant acil-serino fermento tarpiniam produktui (1.3 pav.). 

Reakcijos mechanizmas susideda iš keturių etapų: substrato surišimas su 
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aktyviu serinu, gaunant tarpinį kompleksą, kurį stabilizuoja His ir Asp 

aminorūgščių liekanos. Acilinimo etape sudaroma pirmoji tetraedrinė 

struktūra (Td1), išlaisvinamas alkoholis ir suformuojamas acilo-fermento 

kompleksas. Po nukleofilo atakos (vanduo – hidrolizėje, alkoholis arba esteris 

(trans)esterifikacijos reakcijoje) vėl sudaroma tarpinė tetraedrinė struktūra 

(Td2), ir, galiausiai, gaunamas produktas – rūgštis (hidrolizės reakcijoje) arba 

esteris (transesterinimo reakcija) ir laisvas fermentas [47] (1.3 pav.) 

 
1.3 pav. Esterazių kanoninio reakcijos mechanizmo schema. 

Pagal tą patį reakcijos mechanizmą veikiančių estrazių skirtingų 

substratų hidrolizės greičiai gali labai skirtis. Rauwerdink ir Kazlauskas 

pasiūlė Esterazės 2 iš Alicyclobacillus acidocaldarius katalizuojamos p-

nitrofenolio n-heksanoato ir n-dodekanoato esterių hidrolizės reakcijų greičių 

skirtumų paaiškinimą [47]. n-heksanoato hidrolizės reakcijoje acil-fermento 

formavimas yra greitas procesas, o reakcijos greitį lemianti stadija yra acil-

fermento skaidymas, bet n-dodekanoato atveju acil-fermento susidarymas yra 
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labai lėtas procesas, ribojantis reakcijos greitį. Prieš pusiausvyrinio būvio 

kinetikos rezultatai parodė staigų p-nitrofenolio išsiskyrimą ir atitinkamai 

greitą acilinimą n-heksanoatohidrolizės reakcijoje, o n-dodekanoato atveju šis 

procesas buvo lėtas. Kristalinė šio fermento struktūra su n-

heksadekanoilsulfonatu, kovalentiškai surištu su aktyviuoju serinu, parodė, 

kad abu substratai, greičiausiai, yra skirtingai prijungiami. pNP-heksanoilo 

esterio atveju, substrato n-heksanoilo grupė jungiasi acilo surišimo vietoje, o 

p-nitrofenolis – alkoholio rišimo vietoje, pagal kanoninį esterazės 

mechanizmą. n-heksadekanoilo atveju inhibitorius, kaip ir n-dodekanoilo 

substratas, greičiausiai, yra per ilgi acilo surišimo vietai, dėl to jungiasi 

atvirkštine kryptimi: acilo grupė rišasi alkoholį rišančioje vietoje, o p-

nitrofenolio grupė – acilo surišimo vietoje. Taigi, dėl atvirkštinės pozicijos p-

nitrofenolio nueinančios grupės deguonis atsiduria per toli nuo katalizinio 

histidino vandenilio ir negali sudaryti jungties. Nesusidarant vandenilinei 

jungčiai, lėtėja pirmojo tarpinio tetraedro skilimo procesas, kas nulemia ir 

lėtesnį substrato acilinimą. Detalus acil-fermeto išlaisvinimo mechanizmas 

nėra žinomas. Spėjama, kad dodekanoatas tiesiog ilgiau keliauja link acilo 

surišimo vietos, o pati hidrolizė vyksta pagal kanoninį esterazės mechanizmą. 

Kaip jau minėta, esterazėms ir lipazėms nereikalingi kofaktoriai, 

fermentai yra gana stabilūs ir aktyvūs organiniuose tirpikliuose [42]. Be to, 

daugelis esterazių/lipazių, priklausančių α/β hidrolazių superšeimai, 

katalizuoja daugiau nei vieną cheminę reakciją, pavyzdžiui esterių, ir amidų 

hidrolizę [48]. 

ABhidrolazės yra viena iš didžiausių žinomų baltymų šeimų, be 

esterazių/lipazių šiai superšeimai priklauso amidazės, epoksidhidrolazės, 

dehalogenazės ir hidroksinitrilo liazės ir C-C ryšio hidrolazės. Tikriausiai dėl 

labilios struktūros, ABhidrolazėms yra sėkmingai taikoma baltymų inžinerija 

keičiant fermentų savybes. Be pagerinto termostabilumo [49] ir pakeisto 

enantioselektyvumo [50], buvo sukurti fermentai su visiškai nauju kataliziniu 

aktyvumu [51] [52]. Pavyzdžiui Pseudomonas fluorescens esterazė paversta 

epoksidhidrolaze [53] arba perhidrolaze [54], to paties mikroorganizmo 

karboksilesterazė – lipaze [55], o hemo neturinti Streptomyces aureofaciens 

bromperoksidazė – lipaze [56]. 

1.1.1.1.1. Ferulo rūšties esterių hidrolazės ir tanazės 

Ferulo rūgšties esterių hidrolazės ir tanazės yra dvi šeimos iš daugelio 

šeimų, priklausančių α/β hidrolasių superšeimai [57] [58] [59]. Ferulo rūgšties 

esterazės skaido ląstelių sienelės polisacharidų esterius, hidrolizuojant 
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esterinę jungtį tarp ferulo ar di-ferulo rūgšties ir angliavandenio. Tanazės – 

fermentai skaidantys esterines jungtis galotaninuose, sudėtiniuose taninuose 

ir galo rūgšties esteriuose [60]. Šių šeimų atstovų randama bakterijose, 

grybuose ir augaluose. Feruloilesterazės ir tanazės industrijoje naudojamos 

biomasės perdirbimui, bioetanolio ir popieriaus pramonėse [61], o dar 

didesnio susidomėjimo šių šeimų fermentai sulaukė, kai atsirado duomenų, 

kad tokio tipo fermentai gali skaidyti plastikų komponentų esterinius ryšius 

[62]. 

Polietileno tereftalato (PET) fermentinę hidrolizę galima suskirstyti į 

dvi kategorijas – poliesterio pluošto paviršiaus modifikavimas ir PET atliekų 

skaidymas. Šiuos du procesus katalizuoja skirtingi fermentai. Fermentiniam 

paviršiaus modifikavimui naudojamos hidrolazės, tokios kaip lipazės, 

karboksilesterazės, kutinazės ir peptidazės. Šiame procese pašalinamos 

išsikišusios, polimero paviršiuje esančios, esterio grupės. Tokie fermentai 

turėtų būti klasifikuojami kaip PET modifikuojantys fermentai ir neturėtų 

skaidyti PET šerdies. Priešingai, norint skaidyti PET atliekas, reikia fermentų, 

skaidančių PET šerdinę polimerinę grandinę [63]. Vieni garsiausių šios 

šeimos atstovų, skaidančių PET, yra IsPETazė ir IsMHETazė iš Ideonella 

sakaiensis [20] [64]. Abu fermentai PET hidrolizės procese dirba sinergetiškai 

– PETazė hidrolizuoja šerdį, o MHETazė antrajame etape skaido PET 

komponetus iki pradinių PET sintezės junginių – tereftalio rūgšties ir 

etilenglikolio. IsMHETazė yra priskiriama ferulo rūgšties esterazių/tanazių 

šeimai. 

1.1.1.2. SGNH hidrolazės 

SGNH baltymų superšeima iš pradžių buvo pavadinta GDSL 

superšeima dėl konservatyvaus amino rūgščių GDSL motyvo [65] [37]. 

SGNH hidrolazėms būdinga taip vadinama „sumuštinio“ α/β/α struktūra, 

kurią sudaro β-klostės, sujungtos α-spiralėmis [66]. Skirtingai negu α/β 

hidrolasių, turinčių GxSxG amino rūgščių motyvą, SGNH hidrolazės turi 

kitokį – GDSL (anksčiau žinomą kaip GDSLS) konservatyvųjį motyvą aplink 

katalizinį seriną. Aktyvųjį centrą sudaro Ser-His-Asp(Glu) triada, kurios 

nukleofilinis serinas yra arčiau konservatyvios sekos N-galo, skirtingai negu 

α/β hidrolazių (pastarųjų yra konservatyvios sekos centre). SGNH-

hidrolazėms būdingas griežtas keturių katalizinių amino rūgščių išsidėstymas 

keturiuose I, II, III ir V blokuose (1.4 pav). I bloke esantis katalizinis serinas 

veikia kaip nukleofilas ir protono donoras oksianiono kišenėje. Glicinas II 

bloke ir asparaginas III bloke taip pat yra oksaniono kišenėje. Jie, sudarydami 
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vandenilinius ryšius, stabilizuoja neigiamai įkrautą tarpinį produktą. Histidino 

liekana V bloke veikia kaip bazė – deprotonizuodama hidroksilo grupę didina 

serino nukleofiliškumą. V bloke trečiojoje pozicijoje nuo His (DxxH seka) 

esantis Asp yra trečiasis katalizinės triados narys [65] [38]. 

 
1.4 pav. SGNH hidrolazių katalizinių amino rūgščių išdėstymas blokuose [45]. 

Literatūroje yra aprašyti SGNH superšeimos atstovai išskirti iš 

bakterijų, mikromicetų, virusų, augalų ir gyvūnų. Dirvožemyje gyvenančiose 

bakterijose [67] [68], [69], ir mikromicetuose [66] dažnai randamos SGNH 

hidrolazių šeimai priklausančios hidrolazės, atsakingos už sienelių struktūrų 

esterifikaciją ir hidrolizę. Augalo Tanacetum cinerariifolium aciltransferazė 

[70] dalyvauja piretrinų (natūralių insekticidų) esterinio ryšio formavime. 

Žinduolių acetilhidrolazė, randama smegenyse, svarbi neuronų vystymosi 

procese [71]. Virusų esterazės atsakingos už receptorių atpažinimą ląstelės 

paviršiuje [72]. O E. coli tioesterazės I pasižyminčios tioesterazės, peptidazės, 

lizofosfolipazės aktyvumais [73], funkcija ląstelėse iki šiol nenustatyta, tačiau 

keli tyrimai parodė, kad fermentas lokalizuotas periplasmoje. Remiantis 

struktūros analize, daroma prielaida, kad šio fermentų platus hidrolizuojamų 

substratų spektras yra susijęs su fermento aktyviosios vietos lankstumu [74]. 

NCBI duomenų bazėje taip pat pateikta daug hipotetinių baltymų, 

priskiriamų SGNH hidrolazėms. 
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1.1.2. Amidohidrolazės 

Amidohidrolazės gali katalizuoti keturių skirtingų tipų reakcijas: 

amidotransferazės, aciltransferazės, rūgšties transferazės ir esterio 

transferazės (1.5 pav.) [27] [75]. 

 
1.5 pav. Amidohidrolazių katalizuojamos reakcijos [24]. 

Sistematinis šios fermentų klasės pavadinimas turėtų būti acilamido 

amidohidrolazės, bet literatūroje dažnai naudojami kiti pavadinimai – 

amidazė, amidohidrolazė, acilamidazė, acilazė, deaminazė, riebalų 

acilamidazė ir N-acetilaminohidrolazė. Amidohidrolazės (EC 3.5) pagal 

savitumą substratams skirstomos į klases, hidrolizuojančias 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), kitų komponentų C-N ryšius 

(EC 3.5.99) (1.6 pav.). Šioms šeimoms nepriskiriami peptidinių ryšių 

hidrolizės fermentai (EC3.4) [27] [75]. O pagal sekų homologiją, 

amidohidrolazės klasifikuojamos į amidazinio žymens amidazės (ang. 

Amidase signature (AS)) [27] (šiai šeimai priklauso ir EC 3.4, ir EC 3.5 

amidazės), nitrilazės (alifatinės amidohidrolazės) EC 3.5.5.1 [76] [77], nuo 

metalų priklausomos amidohidrolazės, kurias autoriai vadina tiesiog 

amidohidrolazėmis [78] [79] (1.4 pav). Mokslinėje literatūroje nėra 

sistemingos amidohidrolazių klasifikacijos. Tai greičiausiai nulėmė didelė šių 

fermentų įvairovė tiek pagal hidrolizuojamą substratą, tiek pagal sekų 

homologiją. 
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1.6 pav. Amidohidrolazių klasifikacija. 

1.1.2.1. Amidazinio žymens amidohidrolazės 

Amidazinio žymens (trumpinys anglų kalboje AS) fermentai turi 

konservatyvią maždaug 130 aminorūgščių seką, vadinamą AS seka. AS 

fermentai pasižymi labai konservatyviu C-galo regionu, kuriame gausu serino 

ir glicino liekanų, tačiau neturi asparto rūgšties ir histidino liekanų. Šių 

fermentų šerdį sudaro α/β/α struktūra, kurių N- ir C-galų topologijos yra 

panašios. Šie fermentai turi unikalią, labai konservatyvią Ser-Ser-Lys 

katalizinę triadą, bet acilfermento tarpinių junginių susidarymo katalizinis 

mechanizmas gali būti skirtingas [80]. Aktyviojo centro lizinas veikia kaip 
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bendroji bazė ir aktyvuoja katalizinį seriną netiesiogiai, bet per tarpinį antrąjį 

seriną. 

AS fermentai pasižymi labai įvairiu specifiškumu substratams – 

alifatiniai, aromatiniai amidai ir α-pakeistų karboksirūgščių amidai [27] [81]. 

Žinomi AS fermentai yra bakterijų peptidų amidazė, katalizuojanti peptidų 

amidinių ryšių hidrolizę [80], žinduolių riebiųjų rūgščių amidų hidrolazė, 

katalizuojanti riebiųjų rūgščių amidų hidrolizę [82]. Malonamidazė E2 iš 

azotą fiksuojančių bakterijų, katalizuojanti malonamato hidrolizę iki malonato 

ir amoniako (dalyvauja azoto apykaitos reakcijose) [83] ir prokariotų Glu-

tRNA(Gln) amidotransferazės A subvienetas katalizuojantis transmidinimo 

reakciją susidarant Gln-tRNA(Gln) [84]. 

1.1.2.2. Alifatinės amidohidrolazės arba nitrilazės  

Nitrilazės superšeimai priskiriami tiolių fermentai, dalyvaujantys azoto 

apykaitos reakcijose augalų, gyvūnų, grybų ir tam tikrų prokariotų ląstelėse. 

Taip istoriškai susiklostė, kad alifatinės amidohidrolazės, dalyvaujančios 

azoto apykaitoje, buvo priskirtos nitrilazių superšeimai. Pagal sekų antrinės ir 

tretinės struktūros panašumus nitrilazių superšeimos atstovus galima 

suskirstyti į 13 šakų, o pagal atpažįstamus substratus išskiriamos tik devynios 

šakos, iš kurių tik viena šaka yra tikros nitrilazės, o aštuonių šakų fermentai 

dalyvauja amidų hidrolizės ar kondensacijos reakcijose [76]. 10-tai šakai 

priskiriami Nit polipetidinę seką turintys baltymai, o 11–13 šakoms priskirti 

polipeptidai neturintys aprašytų struktūrinių panašumų. Alifatinės 

amidohidrolazės katalizuoja trumpų grandinių alifatinių amidų (pvz., 

acetamido, propionamido ar akrilamido) hidrolizę iki atitinkamos organinės 

rūgšties ir amoniako. Šie fermentai taip pat pasižymi acilo transferazės 

aktyvumu in vitro, perkeldami acilo fragmentą nuo trumpų grandinių amidų 

ant hidroksilamino, sudarant hidroksamatus (1.7 pav.). Su nitrilaze susiję 

baltymai yra multimeriniai α-β-β-α „sumuštinio struktūros“ baltymai, turintys 

konservatyvią Glu-Lys-Cys katalizinę triadą, o nukleofilinėje atakoje 

dalyvauja cisteinas [76] [27].  

Alifatinėms amidohidrolazėms priklauso nitrilazės iš C. elegans, S. 

cerevisiae, Arabidopsis ir daugelio bakterijų (1 šaka), alifatinė amidazė iš 

Pseudomonas, Bacillus, Brevibacteria ir Helicobacteria (2 šaka), S. 

cerevisiae aminoterminalinė amidazė Nta1 (3 šaka), dalyvaujanti baltymų 

apykaitoje (ubikvitilinimo reguliaciniame procese), biotinidazė (4 šaka), 

ureidopropionazė (5 šaka), bakterijų karbamidazė (6 šaka), nuo glutamino 
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priklausomos NAD sintetazės (7 ir 8 šakos), E. coli apolipoproteino N-

aciltransferazės (9 šaka). 

1.7 pav. Nitrilazių šeimai priskiriamų fermentų vykdomų reakcijų schemos: (a) 

nitrilazių (1 šaka); (b) amidazių (2–4 šakos); (c) karbamilazių (5 ir 6 šaka); (d) N-

acilamidazių (9 šaka) [76]. 

1.1.2.3. Nuo metalų jonų priklausomos amidohidrolazės 

Daugelis nuo metalų priklausomų hidrolazių turi konservatyvę metalų 

surišimo vietą, sudarytą iš keturių histidinų ir vienos asparto rūgšties liekanų. 

Tretinė struktūra yra statinė sudaryta iš 8 α-spiralių ir 8 paraleliai išsidėsčiusių 

β-klosčių. Šie fermentai gali turėti vieną arba du metalo surišimo centrus. 

Substrato hidrolizė vyksta, kai nukleofilas – vandens molekulė – 

aktyvuojama, sudarant kompleksą su metalo surišimo centru. Šiai šeimai 

priklauso tiek prokariotų, tiek eukariotų α-ureazės, adenozino ir citozino 

deaminazės, fosfotriesterazės, dihidroorotazės, alantoinazės, hidantoinazės, 

AMP-, adenino ir citozino deaminazės, imidazolonpropionazė, 

arildialkilfosfatazė, formilmetanfurano dehidrogenazės ir kitos [78] [85]. 
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1.1.3. Glikozidų hidrolazės 

Glikozidų hidrolazės (GH) – fermentai, katalizuojantys glikozidų 

glikozidinių jungčių hidrolizę, kai reakcijos produktai yra cukraus 

hemiacetalis arba hemiketalis ir atitinkamas laisvasis aglikonas. Glikozido 

hidrolazės taip pat vadinamos glikozidazėmis, o kartais dar ir glikozilų 

hidrolazėmis. Glikozidų hidrolazės gali katalizuoti O-, N- ir S-ryšių glikozidų 

hidrolizę. Kadangi angliavandeniai turi ne po vieną stereocentrą, tai jų 

įvairovė yra milžiniška, ir tai lemia gan sudėtingą glikozidų hidrolazių 

klasifikaciją. CaZy (ang. Carbohydrate Active Enzymes) duomenų bazėje 

(http://www.cazy.org/) yra nurodyta keletas klasifikacijos būdų (1.8 pav): 

 pagal polisacharido hidrolizės vietą – egzo/endo glikozidazės; 

 pagal katalizuojamą reakciją (priskiriamas EC numeris); 

 pagal reakcijos mechanizmą – neinversinis (substrato anomerinio pakaito 

padėtis išlaikoma) ir inversinis (α-anomeras virsta β-anomeru, ar 

atvirkščiai) [86]; 

 pagal sekų homologiją (>160 šeimų). 

 

1.8 pav. Glikozidų hidrolazių klasifikacija. 

Taip pat yra pasiūlyta glikozidazių šeimas suskirstyti į didesnes grupes, 

vadinamas „klanais“ [87]. Klanas – grupė šeimų, turinčių reikšmingą tretinių 

struktūrų panašumą, tas pačias katalizines amino rūgščių liekanas ir reakcijos 

mechanizmą. 

http://www.cazy.org/


26 

 

 

1.1.3.1. Glikozido hidrolazių reakcijų mechanizmai 

Daugeliu atvejų glikozidinio ryšio hidrolizę katalizuoja dvi fermento 

aminorūgščių liekanos: bendroji rūgštis (protono donoras) ir nukleofilas/bazė 

[88] [89]. Priklausomai nuo šių katalizinių amino rūgščių erdvinės padėties, 

hidrolizės metu anomerinė konfiguracija išlaikoma arba invertuojama. 

Kiekvienai šeimai, išvardytai „CAZy“ duomenų bazėje, nurodyta (kai 

žinoma) katalizuojamos reakcijos tipas bei amino rūgščių liekanų, veikiančių 

kaip nukleofilas/bazė ir kaip protonų donoras, tipą. 

Neinversines ir inversines reakcijas vykdantiems fermentams pasiūlyti 

du reakcijos mechanizmai, kuriuos pirmiausia apibūdino Koshland [89]. 

Neinversinė hidrolizė vyksta dviem etapais, susidarant tarpiniam fermento-

glikozilo kompleksui (1.9 pav.). Katalizėje dalyvauja rūgštis/bazė ir 

nukleofilas, paprastai glutamatas ar aspartatas, esantys vienas nuo kito 5,5 Å 

atstumu. Pirmąjame etape (dažnai vadinamas glikozilinimo etapu) viena 

amino rūgšties liekana atlieka nukleofilo vaidmenį, atakuoja anomerinį centrą 

ir išstumia aglikoną, taip susidarant glikozil-fermento tarpiniam junginiui. 

Tuo pačiu metu kita amino rūgšties liekana veikia kaip rūgštinis 

katalizatorius - protono donoras. Antrame etape (žinomas kaip 

deglikozilinimo etapas) glikozil-fermento kompleksas hidrolizuojamas 

vandeniu. 

 
1.9 pav. α-glikozidazių neinversinės hidrolizės mechanizmas. Pavaizduota remiantis 

https://www.cazypedia.org. 
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β-glikozidazių neinversinio mechanizmo reakcijos procesas yra toks 

pat, kaip ir α-glikozidazių, tik katalizinės amino rūgščių liekanos išdėstytos 

erdvėje priešingai nei α-glikozidazių. Tuo tarpu inversinio mechanizmo 

reakcija vyksta vienu etapu ir tarpinis glikozil-fermento kompleksas 

nesudaromas. 

Be šių pagrindinių pasiūlytų mechanizmų, dar yra žinoma keletas 

įdomių šių mechanizmų variantų: (1) be katalizinio nukleofilo, kai 2-

acetamido grupė veikia kaip vidinis molekulinis nukleofilas (būdingas GH18, 

GH20, GH25, GH56, GH84, ir GH85 šeimoms); (2) be bendrosios rūgšties, 

bet turinčios egzogeninę bazę – įprastai glutamo rūgštis yra pakeista 

glutaminu (GH1 šeima); (3) alternatyvaus nukleofilo – vietoj asparto rūgšties 

liekanos yra tirozinas (GH33 ir GH34 šeimos); (4) nuo NADH kofaktoriaus 

priklausomas mechanizmas (GH4 ir GH109). 

Neinversinis reakcijos mechanizmas būdingas GH29 šeimos α-L-

fukozidazėms, GH2 šeimai priklausančioms β-galaktozidazėms (pvz. E. coli 

lacZ geno produktas), β-glukuronidazėms, β-manozidazėms ar egzo-β-

gliukosaminidazėms ir kitų šeimų atstovams. 

1.1.3.2. α-L Fukozidazės 

α-L-Fukozidazės yra egzoglikozidazės [90]. CAZy duomenų bazėje yra 

nurodytos keturios α-L-fukozidazių šeimos: GH29 (EC 3.2.1.51) ir GH95 (EC 

3.2.1.63), GH141 ir GH151. GH29 šeimos α-L-fukozidazės katalizuoja 

galinių α-1,2, α-1,3, α-1,4 ar α-1,6 L-fukozilų hidrolizę. Bet taip pat yra 

žinoma, kad šie fermentai gali veikti ir kaip transglikozilazės [90]. GH29 

šeimos fukozidazės dažniausiai yra heksamerai, sudaryti iš katalizinio (β/α)8 

tipo domeno ir C-galinio β “sumuštinio” domeno [91], jiems būdingas 

neinversinis reakcijos mechanizmas. GH95 šeimos 1,2-α-L-fukozidazės taip 

pat yra egzoglikozidazės, bet katalizuoja α-Fuc-1,2-Gal ryšio hidrolizę (tokie 

ryšiai randami žmogaus pieno oligosachariduose ar kraujo grupių 

glikokonjugatuose). GH95 šeimai priklauso ir 1,2-α-L-galaktozidazės, 

skaldančios L-galaktozidų ryšius arabinoksilanuose [92] [93]. GH95 šeimos 

fermentams būdingas inversinis reakcijos mechanizmas [94]. Katalizinio 

domeno struktūra yra (α/α)6-statinė. Manoma, kad GH95 fermentai pasižymi 

unikaliu reakcijos mechanizmu, kuriame asparto rūgšties aktyvuotas 

asparaginas veikia kaip bendroji bazė, o glutamato karboksilo liekana yra 

bendroji rūgštis [95]. Trečioji fukozidazių šeima yra GH141 (EC 3.2.1.51), 

kuriai priklauso BT1002 B. thetaiotaomicron α-L-fukozidazė. Šio fermento 

reakcijos mechanizmas, pagal kristalinę struktūrą, turėtų būti panašus į GH29 
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šeimos fukozidazių reakcijos mechanizmą, tačiau kol kas nėra duomenų apie 

šio fermento transfukozilinimo aktyvumą. Apie GH151 šeimos (EC 3.2.1.51) 

atstovus literatūroje kol kas pateikta labai mažai duomenų. Šios šeimos 

atstovai pasižymi neinversiniu mechanizmu ir atlieka transfukozilinimo 

reakciją kaip ir GH29 šeimos α-L-fukozidazės [35]. 

1.1.4. Metagenomų hidrolazės 

Iš daugybės, pramoniniu būdu naudojamų fermentų, daugiau nei pusę 

sudaro mikromicetinių grybų, daugiau nei trečdalis – bakterijų, o likusi dalis 

yra gyvūninės (8%) ir augalų (4%) kilmės fermentai [96]. Mikroorganizmų 

fermentų populiarumą lemia lengvesnis, greitesnis ir tuo pačiu pigesnis 

mikroorganizmų kultivavimas, didelė mikroorganizmų įvairovė, bei pačių 

fermentų paprastesnis gavimo ir išskyrimo procesas. 

Atsiradus atrankos metodams iš metagenomų, atrodė, kad neliko jokių 

kliūčių greitai susirasti norimas reakcijas katalizuojančius fermentus. Deja, 

bet Martinezz-Martinezz ir kt. [9] pateikta duomenų bazių ir bibliografinių 

įrašų apžvalga parodė, kad apytiksliai per 20 metų (iki 2015) išgauta tik apie 

6100 aktyviųjų arba išgrynintų fermentų klonų, o bioinformatiniais metodais, 

atrinkta dar beveik 30 kartų mažiau (1.10 pav.). To priežastys gali būti 

įvairios: tiek atrankos metodų jautrumo, tiek genų dažnio ir raiškos, tiek 

boinformatinių metodų, galinčių nustatyti menamas funkcijas, 

nepakankamumas. 

1.10 pav. Atrinktų ir panaudotų fermentų skaičiaus palyginimas vykdant funkcinę 

atranką ir atliekant paiešką duomenų bazėse pagal sekų homologiją (dviejų 

dešimtmečių publikacijų duomenys iki 2015 metų) [9]. 
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Iš pateiktos ataskaitos (1.10 pav.) matoma, kad daugiausia yra surasta 

metagenominių esterazių. Tai greičiausiai lėmė esterazių metodų gausa 

(1.2.1.1 skyrius), substratų prieinamumas, pačių esterazių genų dažnis 

mikroorganizmuose ir, be abejo, susidomėjimas šių fermentų klase. 

1.2. Hidrolazių iš metagenominių bibliotekų funkcinė atranka 

Naujų fermentų paieška paprastai remiasi viena iš šių strategijų: (1) 

metagenominių bibliotekų konstravimas ir funkcinė teigiamų klonų atranka 

[40] [97] [98] [99] [100]; (2) paieška (meta)genomuose remiantis homologine 

sekų analize, chemine tikslinių genų sinteze ir rekombinantinių baltymų 

katalitizinių savybių gerinimu [101] [96]; (3) tikslinga evoliucija, įskaitant 

didelio našumo (angl. HTS) mikroskysčių technologiją, kurios pagalba 

vykdoma fermentų atranka iš atsitiktinai sugeneruotų kombinatorinių 

bibliotekų [10] [102]; (4) racionaliu dizainu in silico ir eksperimentiniu 

atrinktų variantų tikrinimu [103] [104] [105] [106]. Funkcinė atranka iš 

metagenomų suteikia galimybę surasti unikalių savybių turinčius fermentus, 

kurių katalizinės savybės gali būti vėliau pagerintos in vitro evoliucijos 

pagalba [96] [107]. Vykdant fermentų selekciją iš metagenomų, išvengiama 

daugelio problemų – nereikia ieškoti kultivavimo terpių, galima surasti 

fermentus iš laboratorinėmis sąlygomis nekultivuojamų mikroorganizmų, 

nebūtina žinoti genomo sekos, ir svarbiausia, atranka vykdoma pagal funkciją, 

kas leidžia surasti necharakterizuotus fermentus. 

Pagrindiniai metagenominių bibliotekų funkciniai analizės metodai in 

vivo yra du: 

 atranka pagal tam tikrą fenotipą, kai auga visi klonai, bet keičiasi 

funkciškai aktyvių klonų fenotipas, pvz. kolonijos pakeičia spalvą 

(baltų-mėlynų kolonijų testas), ima fluorescuoti, ar atsiranda hidrolizės 

zonos, pvz.: tributirino hidrolizė (lipazių/esterazių atranka), nugriebto 

pieno hidrolizė (peptidazių atranka). 

 selekcija, kai pašalinami nefunkcionalūs variantai ir auga tik ląstelės, 

turinčios augimą sąlygojančius genus, pvz. auksotrofinio požymio 

kompensavimas, ar įgytas atsparumas antibiotikui. 

Funkcinę hidrolazių atranką galima vykdyti agarizuotoje ar skystoje 

terpėje, arba taikant mikroskysčių technologiją (1.11 pav.). Atrankos metodo 

efektyvumas priklauso nuo pasirinktų sąlygų: bibliotekos kokybės, tai yra jos 

dydžio, klonuotų fragmentų ilgio, DNR šaltinio, taip pat nuo naudojamo 

substrato ir pasirinkto šeimininko. Pasirinkto metodo efektyvumas gali skirtis 
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nuo kelių tūkstančių iki milijardų patikrintų ląstelių kolonijų, o atrenkamų 

genų, pvz. esterazių skaičius gali svyruoti santykiu nuo 1:11 iki 1:193200 

[100] [98]. 

 
1.11 pav. Funkcinės atrankos iš metagenominių bibliotekų metodų principai. Išskyrus 

iš aplinkos DNR ir sukonstravus biblioteką, galimos skirtingos atrankos strategijos: 

atranka agarizuotoje terpėje pagal pasikeitusį fenotipą, arba vykdant selekciją, 

skystoje terpėje – mikroplokštelėse, arba pavienių ląstelių įkapsuliavimas į aliejaus 

lašelius kartu su substratu ir lizės agentais. 

1.2.1. Hidrolazių atranka pagal fenotipinį požymį 

Funkcinės atrankos in vivo paprastai vykdomos agarizuotoje terpėje 

(102–103 klonų analizė Petri lėkštelėje), kai ląstelių kolonijos atrenkamos 

pagal fluorescencinį arba kolorimetrinį produkto formavimą. Kaip 

alternatyva, gali būti tiriamas atskirų ląstelių klonų aktyvumas mikrotitravimo 

plokštelių formatu [108] [109]. Atliekant atranką skystoje terpėje, norint 

išgryninti reakciją katalizuojantį kloną, reikia atlikti papildomas persėjimo 

procedūras [110]. Nors plokštelių našumas lyginant su atranka Petri lėkštelėje 

yra mažesnis, yra privalumų, susijusių su kokybiškesniu ir tikslesniu 

aktyvumo nustatymu bei galimybėmis automatizuoti atrankos procedūrą. 
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Fermentų atrankos našumą galima padidinti panaudojant sužadintos 

fluorescencijos ląstelių rūšiavimo (FACS) technologiją [111]. 

Kitas gana naujas metodas, reikalaujantis atitinkamos įrangos, yra 

atrankoms pritaikyta mikroskysčių technologija. Atlikus metagenominės 

bibliotekos transformaciją, pvz. į E. coli ląsteles, pavienės bakterijų ląstelės 

įkapsuliuojamos į emulsinius lašelius kartu su substratu ir lizės agentais. Po to 

emulsijos lašeliai inkubuojami mikrogardelėse. Pasireiškus fermento, galinčio 

hidrolizuoti atitinkamą substratą, ekspresijai, ląstelės ima fluorescuoti. 

Dielektroforezės pagalba fluorescuojančios ląstelės atskiriamos nuo 

nefluorescuojančių. Tai jautrus, greitas metodas, tinkamas naudoti įvairių 

hidrolazių atrankai, kurių nepavyksta identifikuoti klasikiniais metodais dėl 

per mažo jautrumo, substratų pasirinkimo ar naudojamų substratų toksiškumo 

ląstelėms-šeimininkėms [11]. 

Vietoj chromogeninių ar fluorogeninių substratų hidrolazių atrankai 

galima naudoti metodą pagrįstą reporterinių genų raiška, tokių kaip GFP 

genai. Šiose sistemose metagenominės bibliotekos genų produktai suaktyvina 

reporterinio geno raišką per transkripcijos reguliavimą arba per 

potransliacinės modifikacijas [111] [112] [100]. 

1.2.1.1. Esterazių atrankos pagal funkcinį požymį 

Esterazių funkcinė atranka gali būti vykdoma in vivo ir in vitro. Atranka 

in vivo yra laikoma didelio našumo ir taikoma fermentų iš metagenomo 

paieškai, ar mutantų bibliotekų analizei tiek agarizuotoje, tiek skystoje terpėje, 

naudojant įvairius substratus ar reporterinius genus (1.12 pav.). In vitro 

atranka vykdoma, nustatant žinomų esterazių savitumą substratams. 

Klasikinis esterazių ar lipazių atrankos metodas yra paremtas hidrolizės zonų 

formavimu agarizuotoje terpėje, naudojant substratus aliejų emulsijų pagrindu 

– tributiriną, rečiau – trikapriliną [113], alyvuogių aliejų ar trioleiną, taip pat 

Tween-20 ar Tween-80 su CaCl2 (įvykus hidrolizei, riebalų rūgštys su kalcio 

druskomis sudaro netirpias nuosėdas), plastiko komponentus – polilakto 

rūgšties, polikaprolaktono esterius, polietileno tereftalatus, kiaušinio trynį, 

kutino pluoštus [100] [10]. Esterazių atrankoms taip pat naudojamos 

chromogeninės medžiagos – p-nitrofenolio esteriai, nitrocefinas (esterazėms, 

turinčioms laktamazinį aktyvumą), 5-bromo-4-chloro-3-indolilkaprilatas (X-

kaprilatas) arba indoksilacetatas (mėlynų kolonijų formavimas), α-

naftilacetatas ar lauratas kartu su o-dianizidino zinko druska (Fast Blue B) ar 

4-benzoilamino-2,5-dimetoksianilinas (Fast Blue RR), įvykus hidrolizei 

susidaro violetinės-rudos spalvos nuosėdos (diazonio dažai) [100]. Siekiant 
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atrinkti enantioatrankias karboksilesterazes, atrankai gali būti panaudojami 

enantiomerai. Pavyzdžiui, Reetz ir jo kolegos [114] enantio-selektyvių 

Pseudomonas aeruginosa lipazės mutantų atrankai panaudojo optiškai grynus 

(R)- ir (S)-2-metil-dekanoato pNP esterius. Mikroorganizmų esterių 

hidrolazėms identifikuoti naudojami ir įvairūs fluorogeniniai substratai: 

rodaminas B (kolonijos fluorescuoja geltonai 350 nm bangos ilgio šviesoje), 

umbeliferilo [115], rezorufino esterius [116], ar FRET technologiją [100].Taip 

pat yra aprašytų metodų su reporterinio geno panaudojimu [117] ar fermentų 

kaskados, kai procese dalyvauja keli fermentai [100]. 

 
1.12 pav. Esterazių funkcinės atrankos metodai. 

Hidrolizės zonų formavimas paprastai leidžia per kelias dienas ištirti iki 

104 variantų, tačiau metodo jautrumas dažnai būna ribotas, nes optimaliai 

vizualizacijai reikalinga didelė substrato koncentracija (2,5–10000 mg/l 

terpės), o hidrolizės zonos dažnu atveju pamatomos tik esant labai aktyviems 

fermentams. Naudojant spalvines reakcijas, jautrumas yra didesnis 

(naudojama nuo kelių ng iki kelių mg/l substrato). Iš aprašytų esterazių ir 

lipazių aktyvumo detekcijai naudojamų substratų, jautriausias metodas yra 

fiksuojant pH pokytį – teigiamų klonų randama 1:29 santykiu, po to seka 

polilakto rūgštis (1:13334). tributirinas (1:15478), α-naftilacetatas (1: 19925), 

polietileno tereftalatas (1:21400), trioleinas/alyvuogių 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 terpėje, atranka plokštelėse 

yra jautresnė, bet reikalauja papildomų persėjimų, norint išgryninti kloną su 

esteraziniu aktyvumu (taip per kelias dienas galima patikrinti > 104 variantų). 

Taikant mikroskysčių technologiją ir ląstelių išskirstymą pagal 

fluorescencijos intensyvumą per dieną galima patikrinti iki 109 klonų. Tai 

labai didelio našumo metodas, bet reikalaujantis atitinkamos brangios įrangos. 

Reporterinių genų panaudojimas rečiau taikomas, nes reikia atlikti papildomų 

klonavimo darbų, o fermentų kaskados gali pareikalauti papildomų tyrimų, 

įrodant, kad fiksuojamas būtent esterazės katalizuojamos reakcijos produktas 

[100]. 

1.2.1.2. Amidohidrolazių atrankos pagal funkcinį požymį 

Iki šiol aprašyti amidohidrolazių funkcinės atrankos metodai remiasi 

chromogeninių junginių susidarymu, naudojant pagalbinius priedus. 

Pavyzdžiui, aprašytas metodas, kai amidazės aktyvumas stebimas įvykus 

hidroksilamino hidrolizei iki hidroksamo rūgšties, kuri sudaro tamsiai rudos 

spalvos kompleksus su trivalente geležimi [118], arba nikotinamidazių ir 

pirazinamidazių hidrolizės produktai – spalvoti nikotino ir pirazino rūgščių 

kompleksai su geležies druskomis [119]. Taip pat galimas prochromogeninių 

substratų kartu su pagalbiniu fermentu atrankos metodas. Pavyzdžiui 

amidohidrolazės prochromogeniniu substratu gali būti indolo-3-

karboksirūgšties amidas, įvykus amidazės katalizuojamai hidrolizei, antrame 

etape indol-3-karboksilato monooksigenazė konvertuoja indolo-3-

karboksirūgštį į indoksilą, kuris spontaniškai oksiduojasi iki indigo – mėlynos 

spalvos dažo [120]. Kitas atrankos pavyzdys su pagalbiniu baltymu būtų taip 

vadinama genų ekspresijos sistema indukuojama produktu (PIGEX). Metodas 

esmė yra tokia: amidohidrolazė katalizuoja benzamido virsmą benzoatu, kuris 

suaktyvina transkripcijos reguliatorių ir promotorių, o pastarasis indukuoja 

reporterio GFP geno ekspresiją. Amidohidrolazės aktyvumas vertinamas 

matuojant GFP fluorescenciją [121]. Kiti aprašyti atrankos metodai remiasi 

N-acilhomoserino laktono (NAHL) ir biojutiklių panaudojimu [122], taip pat 

galimas variantas, kai stebima ne substrato hidrolizės, o produkto biosintezės 

reakcija, pavyzdžiui L-fosfinotricino biosintezė [25]. 
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1.2.1.3. Fukozidazių atrankos metodai 

Iš mokslinių publikacijų apie glikozidazių atrankos analizės paaiškėjo, 

kad iki šiol daugiau dėmesio buvo skirta pramoniniu būdu naudojamų 

glikozidazių – celiulazių, pektinazių ir ksilanazių atrankai iš metagenomų 

[32], o fukozidazių atrankai skirtų publikacijų skaičius yra itin mažas [112] 

[123]. Tai gali sąlygoti maža atrankai tinkamų substratų pasiūla. Paskelbtose 

publikacijose aprašytos atrankos buvo vykdomos pagal fenotipinį požymį, 

naudojant prochromogeninį arba profluorogeninį glikozido substratą. 

Pavyzdžiui, yra aprašytas 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-α-L-fukopiranozido 

(X-Fuc) panaudojimas metagenominų fukozidazių atrankai (po substrato 

hidrolizės kolonijos nusidažo mėlyna spalva) [124] [125], p-nitrofenolio 

fukopiranozidų [126], profluorogeninių substratų – metilumbeliferilo 

glikozidų panaudojimas įvairių glikozidazių aktyvumo detekcijai, taip pat α-

galaktozidazės atrankai in vivo [127]. Tačiau nėra aprašytas šio fluorogeninio 

substrato panaudojimas fukozidazių atrankai iš metagenominių bibliotekų. 

1.2.2. Hidrolazių atranka selekcijos pagrindu 

Selekcijos metodai priklauso nuo tiesioginio ryšio tarp ląstelių augimo 

ir patobulintos ar įgytos fermento funkcijos, kurie sintetina būtinas maistines 

medžiagas ląstelių augimui ir išgyvenimui. Lyginant su atrankomis pagal 

fenotipinio požymio pasikeitimą, selekcijos in vivo metodų našumas yra 

gerokai didesnis ir siekia 108–1010 variantų patikrą Petri lėkštelėje [108]. 

Hidrolazių selekcijai dažniausiai naudojami ląstelės-šeimininkės metabolinių 

kelių auksotrofiniai kamienai, kaip pavyzdžiui leucino [128], aspartato [129], 

prolino [130], NAD biosintezės [131] bei savitus substratus [132], kuriuos 

hidrolizuotų saviti fermentai, taip užtikrindami šeimininko gyvybingumą. 

Enantioatrankių hidrolazių selektyviai atrankai mutantų bibliotekose gali būti 

panaudojami ir pseudoisomerai: vieno enantiomero hidrolizės reakcijos 

produktas yra, pavyzdžiui, anglies šaltinis, o kito – toksiškas junginys, 

stabdantis augimą [133]. Principinė tokio metodo schema pavaizduota 1.13 

pav. 
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1.13 pav. Selekcijos metodas, paremtas pseudoizomerų panaudojimu: vienas 

reakcijos produktas užtikrina gyvybingumą, o kitas lemia žūtį. [133]. 

Pasiūlyta atranka yra labai efektyvi, tačiau platesnis tokios sistemos 

pritaikymas yra šiek tiek apribotas, nes pradiniai substratai turi būti netoksiški 

organizmui-šeimininkui, o galimų tokių izomerų porų variantai nėra gausūs. 

1.2.2.1. Esterazių atranka selekcijos metodais 

Palyginus su esterazių/lipazių atrankos metodų pagal fenotipinio 

požymio pasikeitimą gausa, selekcijos metodų yra pasiūlyta labai nedaug. 

Bacillus subtilis lipazės A enantioselektyvių mutantų bibliotekos selektyviai 

atrankai buvo sėkmingai 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] aprašė pseudoenantiomerų panaudojimo metodą, kai reakcijos 

produktas yra acetatas (anglies šaltinis) arba fluoracetatas (toksiškas 

junginys). Alvaro ir kolegų [106] aprašytas metodas taip pat pagrįstas 

pseudoenantiomerinių esterių mišinio panaudojimu, vienas iš kurių veikia 

kaip potencialus anglies šaltinis augimui, o kitas priešingai – kaip potencialus 

augimo slopiklis. Šiame tyrime, autoriai panaudojo du esterius, kurių 

hidrolizės metu susidaro arba glicerolis – anglies šaltinis, arba 2,3-

dibrompropanolis – toksiškas junginys (1.14 pav.). 
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1.14 pav. Enantioselektyvių esterazių selekcija paremta pseudoenantiomerų 

panaudojimu. Susidarant gliceroliui, ląstelės auga, kitu atveju reakcijos produktas yra 

toksiškas junginys, ko pasekoje ląstelės žūsta [106]. 

Iki šiol visi šie aprašyti selekcijos metodai buvo pritaikyti atrankai tik 

mutantų bibliotekose, bet ne esterazių/lipazių paieškai metagenomuose. 

1.2.2.2. Amidohidrolazių selekcijos pagrindu 

Selekcijos metodų, skirtų amidohidrolazių atrankai, mokslinėje 

literatūroje yra vos keletas. Vienas iš amidohidrolazių selekcijos iš 

metagenomo pavyzdžių aprašytas Gabor ir autorių [128], kurie siekė atrinkti 

D-fenilglicino amido darinius hidrolizuojančias amidazes. Tam buvo 

panaudotas leucino auksotrofinis E. coli TOP10 kamienas ir fenilacetil-L-

leucinas arba D-fenilglicino-L-leucinas kaip leucino šaltinis. D-fenilglicino 

amido dariniai yra tarpiniai junginiai pusiau sintetinių β-laktaminių 

antibiotikų (ampicilino, amoksicilino, cefaleksino ir cefadroksilio) 

biokatalizinėje sintezėje. Kitas pavyzdys yra skirtas enatioselektyviai 

amidazių atrankai, panaudojant raceminį tert-leucino amidą kaip azoto šaltinį 

minimalioje mitybinėje terpėje. Iš dirvožemio ir vandens pavyzdžių atrinktų 

162 bakterijų kamienų, turinčių amidazinį aktyvumą, pasireiškusį po 

praturtinimo naudojant amidus kaip azoto šaltinį, autoriams pavyko rasti vieną 

amido hidrolazę, pasižyminčią enantioselektyvumu tert-leucino hidrolizės 

reakcijoje [134]. 
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1.3. Atrankos metodų problematika 

Apibendrinus literatūroje pateiktus metagenominių hidrolazių atrankos 

metodus, galima išskirti tokius iššūkius, su kuriais susiduriama, vykdant 

atrankas: 

 mažas atrankos metodų našumas; 

 metagenominėje DNR yra mažas genų, koduojančių dominančius 

fermentus, skaičius. Pagal literatūroje pateiktus duomenis, fermentų 

atrankos iš metagenomo dažnis yra skirtingas: acilazės (1 teigiamas 

klonas kiekvienam 333 klonui), fosfatazės (1:2843), oksidoreduktazės 

(1:3370), peptidazės (1:9388), esterazės ir lipazės (1:17320) ir 

glikozidazės (1: 31190) [9]; 

 mažas funkcinei atrankai tinkamų substratų pasirinkimas. Substratas 

lemia atrankos sėkmę, pavyzdžiui vienoje publikacijoje aprašyta, kad 

tikrinant tą pačią genų biblioteką esterazių/lipazių aktyvumas 

pasireiškė nuo 1:188 iki 1:3937 ir 1:15625 santykiu, su atitinkamai 

1% tributirino, trikaprilino ir trioleino substratais [113]. 

 pagal genų sekų homologiją identifikuoti fermentai yra neaktyvūs 

raiškos kamienuose; 

 programų, leidžiančių numatyti fermentinį aktyvumą sekose, 

koduojančiose hipotetinius baltymus, trūkumas. 

Galimi šių problemų sprendimo būdai yra: 

 selektyvi atranka – galima patikrinti didelį klonų kiekį, taip padidinant 

metodo našumą ir retų genų suradimo tikimybę; 

 savitų naujų substratų sintezė, ko pasekoje atrenkami fermentai 

atliekantys pageidaujamas funkcijas; 

 ląstelių-šeimininkių ir raiškos vektorių parinkimas; 

 kompiuterinis modeliavimas ir in silico racionalus dizainas, siekiant 

gauti pranašesnius variantus, derinimas su funkcine atranka selekcijos 

pagrindu. 

Atsižvelgiant į aukščiau išvardintas hidrolazių atrankos problemas, šio 

tyrimo tikslas buvo sukurti didelio našumo, patogius naudoti esterazių, 

amidohidrolazių ir glikozidazių metodus, panaudojant savitus substratus ir E. 

coli uracilo auksotrofo kamieną. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1. Naudoti bakterijų kamienai, vektoriai, terpės bei substratai  

2.1.1. Darbe naudoti kamienai 

 Escherichia coli DH10B: F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

Φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 endA1 recA1 deoR Δ(ara, leu)7697 

araD139 galU galK nupG rpsL λ– (Thermo Fisher Scientific), 

 Escherichia coli DH10B ∆pyrFEC [31], 

 Escherichia coli HMS174 ∆pyrFEC (konstruotas MMB skyriuje), 

 Escherichia coli BL21 (DE3): hsdD gal (λcIts857 indl Sam7 nin5 

lacUV-T7 genas 1 (Novagen), 

 Escherichia coli HMS174: F– recA1 hsdR (rK12– mK12+) (DE3) 

(Rif R) (Novagen), 

 Escherichia coli Arctic express (DE3): B F– ompT hsdS(rB– mB–) 

dcm+ Tetrgalλ(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr] (Agilent). 

2.1.2. Darbe naudoti DNR vektoriai 

 Klonavimo vektorius pUC19 (Thermo Fisher Scientific), 

 Raiškos vektoriai pLATE31 (Thermo Fisher Scientific), pET-21b(+) 

(Novagen). 

2.1.3. Darbe naudotos kultivavimo terpės 

Plazmidžių padauginimui naudota: Luria-Bertami (LB) terpė: 10 g/L 

peptono, 5 g/L mielių ekstrakto, 5 g/L natrio chlorido, pH 7,2–7,3, 100 μg/ml 

ampicilino (Roth). 

Ląstelių gaivinimui po transformacijos naudota SOC terpė: SOB + 

0,2% gliukozė. SOB terpė: 0.5% mielių ekstraktas, 2% triptonas, 10 mM 

NaCl, 2.5 mM KCl, 20 mM MgSO4. 

Fermentų atrankai naudota: 

 Selektyvi M9 mineralinė terpė: 33.9 g/L Na2HPO4, 15 g/L KH2PO4, 5 

g/L NH4Cl, 2.5 g/L NaCl, 0.2% (w/v) gliukozės, 0.2% kazamino 

rūgščių, 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 – esterazių 

atrankai, arba N4-benzoil-2'-deoksicitidino amidohidrolazių atrankai, 

n-O-fukozil-2'-deoksiuridinas – fukozidazių atrankai, n-O-galaktozil-

2'-deoksiuridinas – galaktozidazių atrankai. Fukozidazių ir 

glikozidazių atrankai vietoj gliukozės buvo naudotas glicerolis (1% 
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v/v) kaip anglies šaltinis (siekiant išvengti galimos katabolinės 

represijos).  

 Lipazių esterzių atrankos terpė su tributirinu: LB terpė su 1% 

tributirino, 100 μg/ml ampicilino (Roth), 15 g/L agaro. 

Genų raiškai E. coli BL21 (DE3) ar HMS174 kamienuose naudota: 

 Luria-Bertami (LB terpė): 0,5% peptono, 0,5% NaCl, 0,3% mielių 

ekstrakto, pH 7,2–7,3. 

 BHI terpė (Brain-Heart-Infusion Broth): (7,5 g/l kiaulės smegenų 

ekstrakto, 10 g/l kiaulės širdžių ekstrakto, 10 g/l peptono, 2 g/l 

gliukozės, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l Na2PO4, pH 7,4 ± 0,2) (Roth). 

 Pusiau sintetinė terpė: 1 % triptono, 0,5% mielių ekstrakto, 0,268% 

(NH4)2SO4, 0,15% NH4Cl, 0.6% KH2PO4, 0,4% K2HPO4, 1% 

glicerolio, pH 7,0. Priedai, dedami prieš indukciją (pasirenkamas 

vienas iš jų vienam eksperimantui): 0,7 M sorbitolis/ 0,5 M sacharozė/ 

0,7 M manitolis/ 0,5 M argininas. 

Visų terpių komponentai ištirpinami distiliuotame vandenyje, pH vertė 

privedama iki 7,2–7,3. Terpės autoklavuojamos 30 min, 121 °C, 1 atm slėgyje. 

Į terpes prieš naudojimą pridedama atitinkamo antibiotiko ir kitų priedų. 

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, β-D-gliukozės pentaacetatas, 

β-D-galaktozės 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-N4-

benzoil-2'-deoksicitidinas, 3'-O-levulinil-N4-benzoil-2'-deoksicitidinas ir 5'-

O-levulinil-N4-benzoil-2'-deoksicitidinas (Jena Bioscience). Esterazių/lipazių 

atrankai klasikiniu atrankos metodu naudotas tributirinas (1,3-di 

(butanoiloksi) propan-2-il butanoatas) (Applichem). 

Amidohidrolazinio aktyvumo analizei naudota: N4-acetilcitidinas, N4-

acetil-2'-deoksicitidinas, N4-benzoil-2'-deoksicitidinas, N4-benzoilcitidinas, 

(Combi-Blocks), N4-isobutiril-2'-deoksicitidinas, kapecitabinas (Sigma-

Aldrich), N4-heksanoil-2'-deoksicitidinas, N4-nikotinoil-2'-deoksicitidinas, 

N4-(2-acetil-benzoil)-2'-deoksicitidinas, N4-(3-acetil-benzoil)-2'-

deoksicitidinas, N4-(4-acetil-benzoil)-2'-deoksicitidinas, N4-(2-benzoil-
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benzoil)-2'-deoksicitidinas, N4-(3-benzoil-benzoil)-2'-deoksicitidinas, N4-(4-

benzoil-benzoil)-2'-deoksicitidinas susintetinti MMB skyriuje [135]. 

Heterociklinės bazės: isocitozinas (Combi-Blocks), N4-acetilcitozinas ir N2-

acetilizocitozinas, N4-acetil-5-fluorocitozinas sintetinti MMBS [136]. p-

nitroamidai: p-nitroacetanilidas (Sigma-Aldrich), p-nitrobenzanilidas 

(CombiBlocks). Kontrolinėms 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). 

Glikozidazių aktyvumo nustatymui naudoti substratai: p-nitrofenil-β-

D-fukopiranozidas (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil-α-L-fukopiranozidas, metil-

α-L-fukopiranozidas. Kontrolinėms reakcijos naudota L-fukozė (Carbosynth). 

Fermentinei sintezei naudota Lactazyme-BTM iš Bacillus circulans 

(GenoFocus) galaktozidazė. 

2.1.5. Darbe naudoti pradmenys 

2.1 lentelė. Genų klonavimo pradmenys. Pabraukta ir parašyta kursyvu pradmens 

dalis skirta sąveikai su pLATE31 vektoriumi. 

Klonas F pradmuo R pradmuo 

24T5 TACATATGCTGAGAAAATG

GCTG 

CTAAGCTTGTGCGCTTCGATGA

AG 

24T1 AGAAGGAGATATAACTATGG

ATCAAACACTTCTCGCTT 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

TCTGCGAGGTAAGGCTT 

24T3 AGAAGGAGATATAACTATGG

AAAGCCAGACGTTTGGGA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

TTCAGGCTCTCCGCAA 

33T1 TACATATGAAAGCCAGACG

TTTG 

TACTCGAGTCTTCAGGCTCTCA

GCAAAG 

30T1 AGAAGGAGATATAACTATGC

GTCGTCCATCCTTG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

TGGGCCAGATGCTCG 

30T2 AGAAGGAGATATAACTATGA

AAGTTAAAATTTTAATAGT

TTTCC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTT

GAGTAATTTTATTTTC 
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36T2 AGAAGGAGATATAACTATGA

CCCTGAGACTTGCG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

AGGTTGTCGCGGAAC 

3T ATGCATATGGCGTTTTTCG

ATTTGCC 

ATGCTCGAGATCCAGCAGATCA

TGCAG 

GRU1 AGAAGGAGATATAACTATGC

CGGTTATCGACATG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

AAACCAAGCATAAACTGAAC 

BD1 AGAAGGAGATATAACTATGAT

CAGAAACATCTTTGGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

TGCAGACCACGGCG 

12T TACATATGCTTCATCGTCAT

TGC 

TAGTCGACGAGTTTGGTCGCGG

GATC 

33T3 AGAAGGAGATATAACTATGA

ATAAATCAAAACGTACGT 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTT

TGAAAATGGACAGATCTATC 

BD9 AGAAGGAGATATAACTATGA

AGCCCACTCGCTG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

AACAGCGCAGCGTC 

36T1 AGAAGGAGATATAACTATGAT

AAAACTCAATCCTGTCTTC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

AAGAACAGCCGCGG 

45T3 GGCGAGTTGCATATGACCC GGAAGCTTGCCCGTGGGAAGG 

C233 AGAAGGAGATATAACTATGA

CGAACCCCAAGTCG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

ACCTCCGTGCTGTCG 

PLA1 AGAAGGAGATATAACTATGC

GCCGCCGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GGCTTTGCCATCACC 

MO101T AGAAGGAGATATAACTATGA

ACATCGTATTGATTCA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCT

AAAGGCACTGAAATATTTCG 

SVG1 AGAAGGAGATATAACTATGA

GTCTCCACCTCAAGTG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GGTTTGGCGTAGACC 

SVG3 AGAAGGAGATATAACTATGC

GCAAGGGG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

TTAAAGACAGAATCAAGAAAC 

B11 AGAAGGAGATATAACTATGC

GCGATGCCTC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

TGCGCTTCGATGAAG 

4H1T AGAAGGAGATATAACTATGA

GAATCATTTTATCCCT 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCT

ACTTTAGAAAAGAAGTCCTGA 
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RIEB AGAAGGAGATATAACTATGC

GCACATCTTTGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

AGGTGCGCCGTCA 

MO4B AGAAGGAGATATAACTATGA

AAAGTCCATCCAAG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCA

CGTAAGGCCGTACTG 

EN1H AGAAGGAGATATAACTATGC

AATCAACCAA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GAATAGATTTTTTCAGATA 

EN3H AGAAGGAGATATAACTATGC

CCAACAACATCG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

GACACATCTTCCCCC 

BD2H AGAAGGAGATATAACTATGA

GTTCGCTCCGCC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCA

AGCGTCCTCTCAAACCA 

CAP3H AGAAGGAGATATAACTATGC

ATCGAGCTGTTTC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GGCGTACACGGC 

1315H AGAAGGAGATATAACTATGT

GGGCCACCAGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GAGACGGACTTGCCTAA 

SVGPA-

2T 

AGAAGGAGATATAACTATGC

CGGCGCTTGACGGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GGCCGTCATCCG 

K3H2 AGAAGGAGATATAACTATGT

CCGACCCGCAA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CCGGCGAGCGCTTCCTT 

Tb_10-7T AGAAGGAGATATAACTATGA

ATCATAACGTATCCGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCA

CGGTCGAGAAATTTCAAG 

Tb_7_1T AGAAGGAGATATAACTATGA

CACATGGATTCGACA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

TCATCAATCGCGGC 

MO13_ 

Est631 

TCCATATGAGCTCACTTTTT

ATTG 

GCTCGAGTTTAATCAGTTTGAT

AT 

MO13_ 

Est537 

TCCATATGAGCTCACTTTTT

ATTG 

ACTCGAGTGCTTTTAAGCATG 

BRM_A

m 

AGAAGGAGATATAACTATGG

ACATCCAGAACCTG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCT

AACCGACAGGCATTGAC 

K3_Am AGAAGGAGATATAACTATGA

CGAACCAACTCTGGC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

ACCGGGCACCGGTC 

Mo10_A

m 

AGAAGGAGATATAACTATGC

GCCAGACACCCG 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCC

GAGAAGGCCTGGCAGTC 
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2.2 lentelė. 1315H_DUF_GFP liejinio pradmenys 

2.3 lentelė. Kolonijų PGR ir sekoskaitos pradmenys 

2.4 lentelė. BRM_Am hidrolazės taškinės mutagenezės pradmenys 

CIAN4 AGAAGGAGATATAACTATGA

AGAGACATATTCAGAT 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCAT

GCACGGCGCA 

P4FUMM

07_AcAm 

AGAAGGAGATATAACTATGA

GCTTAGAACAACAGGCAC 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

ACTGCAACTTGAAATGTTTGC 

P4FUMM

07_AmH 

AGAAGGAGATATAACTATGA

CCCAGGTTCAGGAAACTAT

TTT 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

TGGACGCGGCGTC 

D8_RL AGAAGGAGATATAACTATGG

AACAATTAAAATTTCAA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCAT

CGTGTGCTGGTGTG 

62Fuc1 AGAAGGAGATATAACTATGG

ACAAGATGTGGGGGGACT

CGAA 

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCG

CGAATGAGTGTCATGCCTATG 

62Fuc1_4

22 

CGCGCTTGTGAGTTGGAGT

TC 

GGCCATCACCATCACCACCAC 

Pavadinimas F pradmuo R pradmuo 

1315H_DUF_His

/1315H_DUF_ 

gfp_R 

AGAAGGAGATATAACTAT

GTGGGCCACCAGC 

AGTTCTTCTCCTTTACTCG

AGACGGACTTGCCTAA 

1315H_DUF_F_

His/gfp_R_His 

TTAGGCAAGTCCGTCT

CGAGTAAAGGAGAAG

AACT 

GTGGTGGTGATGGTGATG

GCCCGAGACGGACTTGCC

TAA 

Pavadinimas F pradmuo R pradmuo 

T7 Promoter/ 

Terminater 

TAATACGACTCACTA

TAGGG 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

LIC 

Forward/Reverse 

TAATACGACTCACTA

TAGGG 

GAGCGGATAACAATTTCAC

ACAGG 

M13/pUC 

Forward/Reverse 

CCCAGTCACGACGT

TGTAAAACG 

AGCGGATAACAATTTCACA

CAGG 

Pavadinimas Pradmuo 

BRM_Lys77_Ala CGGCGAAAACAGGTCCGCGATCAGGGTCGGTAC

C 
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2.5 lentelė. MO13_Est537 hidrolazės taškinės mutagenezės pradmenys 

2.1.6. Darbe naudotos metagenominės bibliotekos 

Fermentų atrankoms naudotos metagenominės bibliotekos buvo 

paruoštos GMC Biochemijos instituto Molekulinės mikrobiologijos ir 

biotechnologijos skyriaus darbuotojų iš aplinkos dirvožemio ir vandens 

mėginių. Bibliotekų paruošimas aprašytas publikacijoje [137]. 

2.2. Darbe taikyti metodai  

2.2.1. Kompetentinių ląstelių ruošimas 

Kompetentinės ląstelės auginamos BHI terpėje iki optinis tankis 

pasiekia OD600 = 0,6–0,7. Ląstelės nucentrifuguojamos 4000×g 4 °C 10 min. 

Ląstelių biomasė resuspenduojama to paties tūrio šaltame 10% glicerolio 

tirpale ir vėl centrifuguojama 4000×g 4 °C 10 min. Šis procesas kartojamas 

tris kartus. Po paskutinio centrifugavimo ląstelių biomasė resuspenduojama 

penktadalyje nuo pradinio terpės tūrio 10% glicerolio tirpale. Taip paruoštos 

kompetentinės ląstelės gali būti elektroporuojamos iš karto arba saugomos –

80 °C. 

2.2.2. Elektroporacija 

Kompetentinių ląstelių suspensija ir 1–2 ng plazmidinės DNR tirpalo 

supilama į atšaldytą elektroporacijos kiuvetę (Eppendorf). Elektroporacija 

vykdoma leidžiant 1800 mV/cm įtampos srovę, impulso trukmė 3,9–5,4 ms 

(Electroporator 2510, Eppendorf). Iškart po elektroporacijos ląstelės 

užpilamos SOC gaivinimo terpės (10× ląstelių suspensijos tūrio) ir 

inkubuojamos 37 °C termostate 30 min. Po gaivinimo dešimtoji ląstelių 

BRM_Ser153_Ala CCGCCGCTGGCACCGCCGGCACT 

BRM_Ser177_Ala CACACGCAAGGCACCGCCGCCATCGT 

Pavadinimas F pradmuo R pradmuo 

MO13_S195A TTGCGGGTGGTGCG

GAAGGAGG 

AATACACTTGATCCGGAA

CGGCGTT 

MO13_D429A ATGGTACGGAAGCC

GAAATGGTCGC 

GGACTAAAATCAACTTAC

CCCCGTTCTC 

MO13_H467A GGTTTCAGCGCTGGC

GGGGGTAA 

AGGAACCAAGTAGTACTG

AGCAAATTCGTCAA 
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suspensijos tūrio dalis išsėjama ant agarizuotos LB terpės su reikiamu 

antibiotiku. 

2.2.3. Fermentų atranka selektyvioje agarizuotoje M9 terpėje 

Atlikus transformaciją, po gaivinimo E. coli DH10B ∆pyrFEC ląstelės 

nucentrifuguojamos 10000×g ~1 min., terpė nupilama, ląstelės 

resuspenduojamos fiziologiniame tirpale (0,9% NaCl tirpalas) ir glaistymo 

metodu išsėjamos ant selektyvios agarizuotos M9 terpės. Petri lėkštelės 

inkubuojamos 37 °C temperatūroje 1–4 paras. Užauga tik transformantai, 

turintys aktyvų, atitinkamą substratą hidrolizuojantį geną. 

2.2.4. Esterazių/lipazių atranka agarizuotoje terpėje su tributirinu 

Po elektroporacijos E. coli DH10B ∆pyrFEC ląstelės (1/20 suspensijos 

tūrio) glaistymo metodu išsėjamos ant agarizuotos LB terpės, turinčios 100 

μg/ml ampicilino, emulsinio tributirino (1%) ir IPTG 0,1 mM (Thermo Fisher 

Scientific). Lėkštelės inkubuojamos 37 °C temperatūroje 1–2 paras. Norimi 

transformantai identifikuojami, remiantis skaidrių zonų susidarymu aplink 

kolonijas. Hidrolizės zonos rodo, kad tokia kolonija turi esterazės/lipazės geną 

ir vyksta šio geno raiška [138] [100] [139]. 

2.2.5. Genų pagausinimas PGR metodu 

Genų pagausinimas atleikamas naudojant Phusion Green Hot Start II 

High – Fidelity PCR Master Mix, esant 0.25 µM kiekvieno tiesioginio ir 

atvirkštinio pradmenų koncentracijai (2.1 lentelė), bei 30–100 ng DNR. PGR 

sąlygos: 1) pirminė denatūracija vykdoma 98 oC 30 s; 2) denatūracija 98 oC 

10 s; 3) pradmenų prilydimas 15s (temperatūra apskaičiuojama naudojant Tm 

Calculator (ThermoScientific web tools)); 4) DNR sintezė vykdoma 72oC 20 

s/1 kb fragmentui; 5) galutinė polimerizacija – 72oC 3 min. 2–4 stadijos 

kartojamos 30 kartų. 

2.2.6. Kolonijų PGR 

Kolonijų PGR atliekma naudojant DreamTaq™ Hot Start Green PCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo nurodymą. Tikrinant 

užaugusius transformantus kolonijų PGR metodu įnešama atskirų užaugusių 

trasformantų kolonijų biomasės. PGR atliekama naudojant vieną iš 2.3 

lentelėje nurodytų pradmenų porų. PGR sąlygos parenkamos, remiantis 

pradmenų lydymosi temperatūra ir gausinamo geno ilgiu. 

  



46 

 

 

2.2.7. Genų klonavimas į pLATE31 vektorių 

PGR metodu pagausintas genas klonuojamas į pLATE31 vektorių 

naudojantis „aLICator LIC Cloning and Expression Kit 3“ (Thermo Fisher 

Scientific) rinkiniu pagal gamintojo nurodymus. 

2.2.8. Genų klonavimas į pET21 vektorių 

DNR fragmentų ligavimas atliekamas T4 DNR ligazės buferiniame 

tirpale su 0,25 U/μl T4 DNR ligazės (Thermo Fisher Scientific), 20 ng/μl 

vektoriaus, 50–100 ng DNR fragmento. Mišinys inkubuojamas 1 val kambario 

temperatūroje arba 4 oC 18–24 val. 

2.2.9. DNR hidrolizė restrikcijos endonukleazėmis 

DNR hidrolizė buvo atliekama, naudojant restrikcijos endonukleazes 

(Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo nurodymus. DNR hidrolizės 

rezultatai vertinami DNR elektroforeze agarozės gelyje. 

2.2.10. DNR elektroforezė agarozės gelyje 

DNR elektroforezė vykdyta 1% agarozės gelyje TAE buferyje (120 V). 

Elektroforezės eiga stebėta pagal „DNA Gel Loading Dye (6X)“ (Thermo 

Fisher Scientific). Po elektroforezės gelis 5 min dažytas etidžio bromido 

tirpale. DNR fragmentų dydžiui nustatyti naudotas “GeneRuler DNA Ladder 

Mix” (Thermo Fisher Scientific) ilgio standartas. 

2.2.11. DNR fragmentų gryninimas iš agarozės gelio 

DNR fragmentai iš agarozės gelio gryninti naudojant „GeneJET Gel 

Extraction Kit“ (Thermo Fisher Scientific) rinkinį pagal gamintojo 

nurodymus. 

2.2.12. Plazmidinės DNR gryninimas 

Iš E. coli ląstelių plazmidinė DNR buvo išskiriama naudojantis 

„ZymoPURE II Plasmid Midiprep Kit“ (Zymo Research) rinkiniu pagal 

gamintojo nurodymus. 

2.2.13. Fermentų genų raiška 

E. coli ląstelės buvo augintos aeruojant BHI, LB arba pusiau sintetinėje 

terpėje iki OD600 = 0,7–1,0. Genų raiška indukuojama 0,1–0,5 mM IPTG. 

Auginant pusiau sintetinėje terpėje, prieš indukciją, į terpę pridedama vieno iš 
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priedų: 0,5 M sacharozės (Merck), 0,7 M sorbitolio (Merck), 0,5 M arginino 

(Merck) arba 0,7 M D-manitolio (Merck). Po indukcijos ląstelės auginamos 

16 °C 18–20 val. aeruojant. 

2.2.14. E. coli ląstelių ardymas ultragarsu 

Atlikus tikslinio geno raišką, E. coli ląstelės surenkamos 

centrifuguojant 4000×g 4 min. Mitybinė terpė nupilama ir ląstelės 

suspenduojamos 50 mM K-fosfatiniame buferyje, pH 7,5 santykiu 1 g 

biomasės su 20 ml buferinio tirpalo. Ląstelės ardomos ultragarsiniu 

dezintegratoriumi (UZDN-2T) 22 000 Hz dažniu. Ardymas vykdomas ledo-

vandens vonioje, po 20 s, su 20 s pertraukomis ~2 min. Po ardymo mėginys 

centrifuguojamas 10000×g 4 °C 6 min. Supernatantas naudojamas baltymo 

gryninimui. 

2.2.15. Fermentų gryninimas afininės Ni-NTA chromatografijos būdu 

Fermentai buvo gryninami afininės chromatografijos būdu naudojant 

„AKTApurifier“ (GE Healthcare Life Sciences) chromatografijos sistemą. 

Baltymo gryninimui naudojama „HiTrap™ Chelating HP“ su nikeliu (GE 

Healthcare Life Sciences) kolonėlė. Nesisorbavusių baltymų frakcija 

pašalinama sorbentą plaunat 50 mM kalio fosfato buferiu, pH 7,5 (5 kolonos 

tūriai), tikslinis baltymas desorbuojamas kalio fosfato buferiu pH 7,5 su 300 

mM imidazolo (10 kolonos tūrių, gradientas 0–100%). Frakcijos su tiksliniu 

baltymu apjungiamos. 

2.2.16. Fermentų gryninimas iš augimo terpės afininės Ni-NTA 

chromatografijos būdu 

Lastelių suspensija centrifuguojama 4000×g 10 min. Terpė nupilama į 

atskirą indą, į kurią pridedama „IMAC Sepharose 6 Fast Flow resin“ (GE 

Healthcare Life Sciences) sorbento, įsotinto nikeliu (sorbento ir terpės tūrių 

santykis 1:100). Taip paruošta terpė inkubuojama maišant 2–16 h 16 °C. Po 

inkubacijos terpė centrifuguojama 100×g 1 min, supernatantas nupilamas, o 

sorbentas su surištu tiksliniu fermentu perkeliamas į chromatografijos 

kolonėlę (GE Healthcare Life Sciences). Afininė baltymo chromatografija 

vykdoma „AKTApurifier“ (GE Healthcare Life Sciences) chromatografijos 

sistema. Nesorbuoti baltymai iš kolonėlės pašalinami sorbentą praplaunant 50 

mM K-fosfatiniu , pH 7,5 buferiu, sorbuotas baltymas išplaunamas palaipsniui 

didinant imidazolo koncentraciją, naudojant 50 mM K-fosfatinį buferį su 300 

mM imidazolo, pH 7,5. 
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Išgrynintas baltymo tirpalas perkeliamas į dializės maišelį 

(Spectra/Por® Biotech RC) ir dializuojamas 50 mM K-fosfatiniame, pH 7,5 

buferyje 18–24 val 4 °C temperatūroje, maišant magnetine maišykle. Baltymo 

tirpalo ir buferinio tirpalo santykis turi būti ne mažesnis nei 1:50. Po dializės 

į fermento tirpalą pridedama glicerolio iki 50% (v/v).  

2.2.17. Baltymų koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu 

Baltymo koncetracijai naudotas Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). 200 μl Bradfordo reagento sumaišoma 

su 4 μl 0,1–0,5 mg/ml baltymo tirpalo ir matuojama optinė sugertis, esant 595 

nm bangos ilgiui. Kalibracinė kreivė sudaroma analogiškai matuojant optines 

sugertis su žinomų koncentracijų BSA tirpalais (Thermo Fisher Scientific). 

Pagal kalibracinę kreivę apskaičiuojama tiriamo baltymo koncentracija. 

2.2.18. Baltymų grynumo nustatymas poliakrilamidiniame gelyje 

Baltymų grynumui įvertinti atliekama baltymų elektroforezė 

denatūruojančiomis sąlygomis 14% poliakrilamidiniame gelyje. Analizei 

paruošiami 3 μg tiriamo baltymo mėginys ir po 0.125 μg, 0.25 μg ir 0.5 μg 

BSA (Thermo Fisher Scientific) baltymo mėginiai kalibracinei kreivei 

sudaryti. Atlikus elektroforezę, gelis dažomas Coomassie G-250 dažu, 

blukinamas, skenuojamas ir analizuojamas GelAnalyser programa. Grynumas 

įvertinamas iš bendro tiriamo mėginio kiekio atėmus visų tiriamo mėginio 

suminį priemaišų kiekį. 

2.2.19. Kiekybinis fermentinio aktyvumo nustatymas spektrofotometriniu 

būdu 

Esterazinis tiriamų fermentų aktyvumas vertintas spektrofotometriškai, 

substratu naudojant p-NP esterius. Reakcijos mišinio sudėtis: 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 tūris – 100 µl. 

Matavimai atliekami kas 1 min dešimties minučių intervale. Reakcijos mišinių 

sugertis buvo matuojama esant 405 nm bangos ilgiui ir 37oC temperatūrai, 

naudojant PowerWave XS mikroplokštelių skaitytuvą. Gauti mikroplokštelės 

skaitytuvo rezultatai analizuojami, apskaičiuojamas fermento savitasis 

aktyvumas. Vienas esterazės aktyvumo vienetas apibrėžiamas kaip baltymo 

kiekis, reikalingas susidaryti 1 μmol p-nitrofenolio per 1 min. 50 mM kalio 

fosfatiniame buferiniame tirpale pH 7,5, 37°C temperatūroje [137] [140] 

[141]. 
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Savitasis aktyvumas apskaičiuolamas pagal formulę: 

𝑈/𝜇𝑔 =
(A − A0) × sk × 𝑉𝑏𝑒𝑛𝑑𝑟𝑎𝑠

ε × t × 𝑉𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
 

A – mėginio sugerties intensyvumas; A0 – sugerties intensyvumas kontrolėje 

(mišinys be fermento); sk – skiedimų skaičius (kiek kartų praskiestas fermento 

tirpalas); Vbendras – bendras reakcijos tūris; ε – molinis ekstinkcijos koeficientas, lygus 

12 mM–1cm–1; t – matavimo laikas nuo reakcijos pradžios; Vfermento – fermento tirpalo 

tūris reakcijos mišinyje. 

2.2.20. Esterazinio aktyvumo nustatymas pH indikatoriaus pagrindu 

Hidrolizinis esterazinis aktyvumas buvo tirtas reakcijos mišinyje: 5 mM 

kalio fosfato buferis, pH 7,5, 0,5 mM fenolio raudonojo (naudotas 10 mM 

tirpalas vandenyje), 0,1–4,6 µg fermento/reakcijai ir 10 mM substrato: R/S-1-

feniletilo acetato/heksanoato/benzoato (naudotas 100 mM tirpalas acetone), 

β-D-gliukozės pentaacetatas, β-D-galaktozės pentaacetatas (100 mM 

koncentratas acetone), 3'-O-acetil-2'-deoksiuridinas, 3'-O-acetil-N4-benzoil-

2'-deoksicitidinas, 3'-O-levulinil-N4-benzoil-2'-deoksicitidinas ir 5'-O-

levulinil-N4-benzoil-2'-deoksicitidinas (100 mM tirpalai DMSO). Bendras 

reakcijos mišinio tūris lygus 100 μl. Reakcijos mišinys buvo inkubuotas 

kambario temperatūroje iki 5 val. Aktyvumas vertintas vizualiai. Reakcijos 

mišinio spalvos pokytis iš raudonos į geltoną rodo esterių hidrolizę [101] 

[142] [143]. 

2.2.21. Nitrocefino ir kitų laktamų hidrolizė 

Nitrocefinas yra chromogeninis cefalosporino substratas, įprastai 

naudojamas β-laktamazių aptikimui [144] [145] [146]. Hidrolizuotas 

nitrocefinas keičia spalvą iš geltonos į raudoną. β-laktamazinis aktyvumas 

buvo vertintas reakcijos mišinyje: 50 mM kalio fosfato buferio (pH 7,0), 1 

mM nitrocefino (naudotas 10 mM koncentratas DMSO) ir 2–100 μg/ml 

fermento, inkubuojant 37 °C iki 2 val. Spalvos pasikeitimas buvo vertinamas 

vizualiai. 

Kitų laktamų (2.1.4 syrius) hidrolizė buvo stebima spektrofotometriškai 

240–600 nm ilgio bangose, analogiškomis sąlygomis. 

2.2.22. Fermentinio aktyvumo nustatymas plonasluoksnės chromatografijos 

metodu 

2–3 μl baltymo tirpalo ar ląstelių biomasės suspensijos įpilama į 

reakcijos buferį (50 mM kalio fosfato, pH 7,5, 4 mM tiriamo substrato) ir 
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reakcijos mišinys (bendras tūris 20 μl) inkubuojamas 1 h 37 °C. Kontrolinėms 

reakcijoms naudojamas toks pat reakcijos mišinys, tik be fermento. Po 

inkubacijos 0,7 μl reakcijos mišinio perkeliama ant „TLC Silica gel 60“ 

(Merck Millipore) plonasluoksnės chromatografijos plokštelės. Naudotos 

judriosios fazes: 

esterių ir amidų analizė: chloroformas:metanolis santykiu 5:1; 

glikozidų analizė: etilacetatas:metanolis:vanduo santykiu 7:3:1. 

Nukleozidų ar aromatinių organinių junginių reakcijos produktai 

analizuojami plokštelę apšvietus UV šviesa (254 nm). Kiti junginiai dažyti 

anyžių aldehido dažu: 0.266% (v/v) anyžių aldehido 

(4-metoksibenzenkarbaldehio), 3,6% (v/v) sieros rūgšties, 1.03% (v/v) acto 

rūgšties etanolyje. Dažas ruoštas taip: 0,54 ml anyžių aldehido ištirpinta 50 ml 

etanolio (98%), pridėta 1,9 ml koncentruotos sieros rūgšties ir 0,54 ml acto 

rūgšties. TLC plokštelė, atlikus junginių išskirstymą, pamerkiama į dažų 

tirpalą, nusausinama ir pakaitinama virš plytelės 1–2 min. iki norimo 

ryškumo. 

2.2.23. Fermentinių reakcijų produktų nustatymas HPLC-MS metodu 

HPLC-MC analizei naudota aukšto slėgio skysčių chromatografas 

(CBM-20A, Shimadzu) ir masių spektrofotometras (LCMS-2020, 

Schimadzu). HPLC-MS analizei mėginiai paruošiami juos praskiedžiant tuo 

pačiu tūriu acetonitrilo ir centrifuguojant 6 min, 13200×g. Chromatografinis 

atskyrimas atliekamas naudojant 150×3 mm kolonėlę YMC-Pack Pro. 

Atskyrimas vykdomas esant 40 °C temperatūrai, judriąja faze naudojant 0,1% 

skruzdžių rūgšties tirpalo vandenyje ir acetonitrilo mišinį. Masių spektrai 

užrašomi intervale tarp 10 m/z ir 500 m/z, esant 350 °C temperatūrai ir 

apytiksliai 4500 V įtampai, azoto dujas naudojant įpurškimui ir džiovinimui. 

Masių spektrometrijos analizė atliekama, taikant tiek teigiamos, tiek 

neigiamos jonizacijos režimą, pasitelkiant LabSolutions LC/MS programinę 

įrangą. 

2.2.24. DNR sekoskaita 

DNR sekoskaita atlikta Macrogen Europe (Nyderlandai) naudojant 2.3 

lentelėje nurodytus pradmenis. 

2.2.25. 1315H_DUF998_GFP liejinio konstravimas 

Pirmiausia 1315H_DUF998 koduojantis genas pagausintas PGR būdu 

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 lentelė). Pagausinimui 

naudota 2× Phusion HS II green master mix (Thermo Fisher Scientific), 0,25 

mM pradmenų koncentracijos ir ~1 ng/µl plazmidinės DNR. 

I PGR sąlygos: 1 ciklas 98 °C 30 s; 30 ciklų – 98°C 10 s, 62 °C (DUF 

genui) 50 °C (GFP genui) 15 s, 72 °C 20 s, 1 ciklas – 72 °C 3 min. 

II PGR sąlygos: 1315H_DUF998_GFP liejinys pagausintas naudojant 

1315H_DUF_F_His ir gfp_R_His pradmenų porą: 1–5 ciklai atlikti be 

pradmenų, 6–30 ciklai su 0,2 mM koncentracijos pradmenimis. 

Pagausinti produktai (po I ir II PGR) gryninti iš gelio, panaudojant 

GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific). Išgrynintas 

DUF998_GFP liejinio fragmentas klonuotas į pLATE31 vektorių naudojantis 

„aLICator LIC Cloning and Expression Kit 3“ (Thermo Fisher Scientific) 

rinkiniu pagal gamintojo nurodymus. 

2.2.26. Fermentų mutagenezė 

BRM_Am tikslinės mutacijos atliktos naudojant rinkinį QuikChange 

Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) remiantis gamintojo protokolu, 

naudojant pradmenis nurodytus 2.4 lentelėje (pagal šį metodą PGR atliekamas 

su vienu pradmeniu). 

MO13_Est537 mutantų gavimui buvo naudotas Phusion Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Visa plazmidės DNR buvo 

pagausinta, naudojant fosforilintus pradmenis (2.5 lentelė). Pradmenų 

parinkimas, fosforilinimas ir genų 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 DpnI restrikcijos endonukleaze 

(1 µl/50 µl reakcijos mišinio, 37 °C 15 min.), po to liguotas su T4 DNR ligaze 

(Thermo Fisher Scientific). Gautomis plazmidėmis transformuotos E. coli 

ląstelės. Pagausintos plazmidės išgrynintos, atlikta Sengerio sekoskaita. 

2.2.27. DMSO ir DMF tirpiklių įtakos 62Fuc1 fukozidzės aktyvumui 

vertinimas 

Analizė atlikta reakcijos mišiniuose: 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 62Fuc1 fermento, bei 10%, 30%, 50%, ir 70% 

DMSO arba DMF galutinės koncentracijos. Reakcijos mišiniai su fermentu 

inkubuoti 2 valandas 37 °C temperatūros oriniame termostate (Ependroff), 



52 

 

 

purtant 500 aps./min. Kontrolinei reakcijai vietoj fermento naudotas fermento 

saugojimo buferinis tirpalas. 

2.2.28. Glikozidazių aktyvumo priklausomybės nuo pH ir temperatūros 

pokyčių vertinimas 

Analizė atlikta reakcijos mišiniuose: 15 mM 2'-deoksiuridino, 5 mM 

pNP-Fuc (naudotas100 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,14 mg/ml 

62Fuc1 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 mišiniai su fermentu inkubuoti 2 valandas 37 °C temperatūros 

oriniame termostate (Ependroff), purtant 500 aps./min. Kontrolinei reakcijai 

vietoj fermento naudotas fermento saugojimo buferinis tirpalas. 

2.2.29. n-O-glikozilo darinių fermentinė sintezė 

Galaktozil-dU sintezė atlikta reakcijos mišinyje: 0,3 M 2'-

deoksiuridino, 0,1 M oNP-β-D-galaktopiranozido (naudotas 0,5 M 

koncentratas DMSO tirpiklyje), 30 mM kalio fosfato buferio, pH 6,0, 0,4 

mg/ml Lactazyme BTM (iš Bacillus circulans) galaktozidazės. Reakcijos 

mišinys inkubuotas 50 °C 2 h. 

Fermentinės fukozilo darinių sintezės atliktos ~20–30 mM kalio fosfato 

buferiniame tirpale, pH 7,5, naudojant 62Fuc1 fukozidazę (konstruota ir 

gryninta GMC, Biochemijos instituto MMBS skyriuje). Fukozės donoru 

naudotas p-nitrofenil-α-L-fukopiranozidas (pNP-Fuc), akceptoriumi – įvairūs 

nukleozidai ir angliavandenių dariniai. Reakcijos mišiniai su fermentu 

inkubuoti 2–3 valandas 37 °C temperatūros oriniame termostate (Ependroff), 

purtant 500 aps./min .Kontrolinei reakcijai vietoj fermento naudotas fermento 

saugojimo buferinis tirpalas. Reakcijos mišinių sudėtys: 

 2´-deoksiuridino, uridino, 2´,3´-dideoksiuridino, 2´,3´-dideoksiuridino 

ir 2´-deoksicitidino fukozilinimas atlikti reakcijos mišiniuose: 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 62Fuc1 

fukozidazės.  

 X-gal fukozilinimas atliktas reakcijos mišinyje: 45 mM X-gal (naudotas 

450 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 15 mM pNP-Fuc (naudotas 

200 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fuc1 

fukozidazės, 25 mM kalio fosfato, pH7,5 buferiniame tirpale. 

 IPTG fukozilinimas atliktas reakcijos mišinyje: 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 62Fuc1 

fukozidazės, 25 mM kalio fosfato, pH 7,5. 

 Metil-α-L-fukopiranozido fukozilinimas atliktas reakcijos mišinyje: 

100 mM metilfukozės (naudotas 400 mM koncentratas vandenyje), 30 

mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 

mg/ml 62Fuc1 fukozidazės, 25 mM kalio fosfato, pH 7,5. 

 o-Nitrofenil-β-D-galaktopiranozido (oNP-Gal) fukozilinimas atliktas 

reakcijos mišinyje: 45 mM oNP-Gal (naudotas 450 mM koncentratas 

DMSO tirpiklyje), 15 mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM koncentratas 

DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fuc1 fukozidazės, 25 mM kalio 

fosfato buferyje, pH 7,5. 

 p-nitrofenil-α-L-fukopiranozido (pNP-Fuc) (di)fukozilinimas atliktas 

20 μl reakcijos mišinyje: 30 mM pNP-Fuc (naudotas 200 mM 

koncentratas DMSO tirpiklyje), 0,35 mg/ml 62Fuc1 fukozidazės, 25 

mM kalio fosfato buferyje, pH 7,5. 
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3. REZULTATAI 

3.1. Esterazių atrankos metodo kūrimas  

3.1.1. Esterazių atrankos metodo principas 

VU GMC Biochemijos institute tiriant katabolinius mikroorganizmų 

kelius dr. A. Aučynaitė parodė [31], kad uracilo auksotrofinis E. coli kamienas 

gali būti sėkmingai naudojamas specifinių genų, koduojančių modifikuotos 

uracilo bazės katabolizmą, identifikavimui. Gauti rezultatai iškėlė mintį, kad 

uracilo auksotrofo kamieno ląstelės gali būti panaudotos hidrolazių iš 

metagenomų paieškai. Taigi, pirmas šio darbo tikslas buvo sukurti didelio 

našumo esterazių atrankos metodą, įvertinti jo privalumus, lyginant su 

klasikiniu esterazių tributirino atrankos metodu, bei charakterizuoti atrinktas 

hidrolazes. 

Principinė metodo schema ir jos palyginimas su klasikine 

esterazių/lipazių atranka, panaudojant tributiriną, pavaizduota 3.1 paveiksle. 

Metodas remiasi esterazių selektyvios atrankos iš metagenominių bibliotekų 

principu: iš aplinkos mikroorganizmų iškirta DNR hidrolizuojama viena iš 

pasirinktų restrikcijos endonukleazių (BamHI, HindIII arba SmaI), gauti 

fragmentai liguojami į pUC19 vektorių. Taip paruošta biblioteka 

transformuojamos E. coli DH10B ΔpyrFEC::Km kamieno ląstelės. Ląstelės 

išsėjamos ant selektyvios M9 terpės su uridino analogu ir inkubuojamos 37 

°C temperatūroje 1–4 paras. Tikimasi, kad tokioje terpėje užaugs tik klonai, 

įgiję esterazę, hidrolizuojančią uridino esterį, o kiti klonai negalės daugintis. 

3.1.2. Esterazių selektyvios atrankos proceso eiga 

Esterazių selektyvios atrankos idėja buvo patikrinta panaudojant 

auksotrofinį uracilo E. coli DH10B ΔpyrFEC::Km kamieną [31] ir du 

sintetinius nukleozidus – 2',3',5'-tri-O-acetiluridiną ir 2',3',5'-tri-O-

heksanoiluridiną kaip uridino šaltinius [137]. Darbe naudotas E. coli trigubas 

genų, koduojančių uridino biosintezės kelią, mutantinis kamienas siekiant 

sumažinti klaidingai teigiamų klonų skaičių, o du substratai pasirinkti siekiant 

įvertinti, ar acilo grupės alifatinės grandinės ilgis turėtų įtakos atrinktų 

esterazių savitumui substratams. Atrankoms buvo panaudotos metagenominės 

bibliotekos (priedo 1P lentelė), paruoštos Molekulinės mikrobiologijos ir 
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3.1 pav. Esterazių selektyvios atrankos metodas ir jo palyginimas su klasikiniu 

tributirino atrankos metodu. Vykdant selektyvią atranką, užauga tik klonai įgiję 

esterazę, gebančią hidrolizuoti uridino esterius. Tributirino metodu auga visi klonai, 

o esterazinis aktyvumas pasireiškia per tributirino hidrolizės zonų formavimą. 

biotechnologijos skyriuje (Biochemijos institutas, GMC, VU) iš skirtingų 

dirvožemių mėginių [137]. Metodo kūrimo metu iš viso buvo patikrinta 19 

bibliotekų (priedo 1P lentelė), iš kurių atrinkti 87 teigiami klonai selektyvioje 

agarizuotoje M9 terpėje. Visi klonai buvo pakartotinai patikrinti persėjus ant 

agarizuotos M9 terpės be uridino ar jo darinių, taip užtikrinant, kad klonai 

neturi visų trijų mutantinių uridino kelio genų viename operone, ko pasekoje 

įvyktų auksotrofinio požymio kompensavimas. Iš viso keturi klonai užaugę 

M9 terpėje be uridino, ar uridino esterių buvo priskirti klaidingai teigiamiems 

(tai sudaro maždaug 5% visų atrinktų klonų) ir toliau nebuvo analizuoti.  

Apibendrinant galima teigti, kad pritaikius sukurtą metodą vienoje Petri 

lėkštelėje galima patikrinti >106 ląstelių klonų. Tuo tarpu naudojant klasikinį 
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esterazių atrankos tributirino metodą išauga visi klonai, o esteraziniu 

aktyvumu pasižymi tik tributirino hidrolizės zonas formuojantys klonai. 

Vienoje Petri lėkštelėje tributirino metodu galima patikrinti tik 1000–2000 

klonų.  

3.1.3. Atrinktų esterazių sekų analizė 

Norint įsitikinti, kad E. coli ląstelių kolonijos tikrai augo dėl hidrolazių 

sintezės, iš jų išskirta plazmidinė DNR pirmiausia buvo hidrolizuota 

restrikcijos endonukleazėmis (nurodytos 1P lentelėje) fragmentų dydžių 

įvertinimui ir pasikartojančių sekų atmetimui, bei atlikta DNR fragmentų 

sekoskaita. Atmetus pasikartojančias sekas, tolesnei analizei buvo pasirinkti 

30 klonų. Atlikus sekų analizę ir palyginus su sekomis NCBI duomenų bazėje, 

paaiškėjo, kad surastų fermentų sekų panašumas su NCBI duomenų bazėje 

pateiktomis sekomis yra 31–100 % identiškumo ribose (3.1 lentelė), o iš 30 

analizuotų genų net 12 koduoja necharakterizuotus ar hipotetinius baltymus. 

3.1 Lentelė. Atrinktų esterių hidrolazių homologai. 1–24 esterazės atrinktos 

naudojant acetiluridino, o 25–30 esterazės – heksanoiluridino substratus. 

Nr. 
Esterazė, 

GenBank Nr. 
Artimiausias homologas 

Tapatumas, 

% 

1. 
24T5, 

MH423251 

Kaistia soli, 

WP_073056985.1 
α/β hidrolazė 67 

2. 
33T1, 

MH423252 

Devosia sp. Root685, 

WP_082561207.1 
hipotetinis baltymas 95 

3. 
24T3, 

MH423254 

Devosia riboflavin, 

WP_035086921.1 
hipotetinis baltymas 95 

4. 
24T1, 

MH423255 

Devosia 

epidermidihirudinis, 

WP_046138431.1 

hipotetinis baltymas 

WH87_03740 
99 

5. 
3T, 

MH423256 

Roseiflexus sp. RS-1, 

WP_011955564.1 
acetilksilanesterazė 61 

6. 
MO101T, 

MH423257 

Lysinibacillus sp. 

AR18-8, 

WP_066036519.1 

α/β hidrolazė 99 

7. 
SVG3, 

MH423258 

Rheinheimera sp. KL1, 

WP_053423444.1 
α/β hidrolazė 93 

8. 
4H1T, 

MH423260 

Sphingobacterium 

mizutaii, 

WP_093095847.1 

esterazės šeimos 

baltymas 
87 
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Nr. 
Esterazė, 

GenBank Nr. 
Artimiausias homologas 

Tapatumas, 

% 

9. 
30T1, 

MH423263 

Sinorhizobium sp. GL2, 

KSV78272.1 

hipotetinis baltymas 

N182_21555 
61 

10. 
GRU1, 

MH423265 

Paenibacillus 

phocaensis, 

WP_068787184.1 

acetilesterazė 100 

11. 
30T2, 

MH423266 

Acidobacteria 

bacterium, OLB17 

KXK06970.1 

α/β hidrolazė 74 

12. 
BD1, 

MH423279 

Rhizobium tropici, 

WP_015341790.1 

α/β hidrolazės 

katalizinį domeną 

turintis baltymas 

51 

13. 
36T2, 

MH423275 

Paracoccus 

aminophilus, 

WP_020950583.1 

α/β hidrolazė 74 

14. 
SVGPA2T, 

MH423270 

Sphingopyxis sp. C-1, 

WP_062186324.1 
α/β hidrolazė 93 

15. 
RIEB, 

MH423273 

Rhizobium sp. P44RR-

XXIV, 

WP_077472732.1 

α/β hidrolazė 68 

16. 
12T, 

MH423253 

Acidobacteria 

bacterium, 

OFW37874.1 

hipotetinis baltymas 

A3J29_14090 
65 

17. 
SVG1, 

MH423269 

Ensifer sp. LC163, 

WP_083222508.1 

serino hidrolazė (β-

laktamazė) 
92 

18. 
C233, 

MH423278 

Paracoccus sp. TRP, 

WP_010397925.1 
glikozidų hidrolazė 74 

19. 
45T3, 

MH423262 

Brevundimonas sp. 

Leaf363, 

WP_056098529.1 

ribosomų baltymas 

alanino N-acetil-

transferazė 

67 

20. 
BD9, 

MH423268 

Mesorhizobium 

temperatum, 

WP_095491896.1 

SGNH/GDSL 

hidrolazė 
50 

21. 
33T3, 

MH423272 

Pseudohongiella 

acticola, 

WP_047492018.1 

hipotetinis baltymas 61 
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Nr. 
Esterazė, 

GenBank Nr. 
Artimiausias homologas 

Tapatumas, 

% 

22. 
PLA1, 

MH392251 

Gemmata sp. SH-PL17, 

AMV27246.1 

GDSL 

Lipazė/Acilhidrolaz

ė 

58 

23. 
36T1, 

MH423267 

Firmicutes bacterium 

CAG:272, 

CDC74944.1 

sialato O-

acetilesterazė 
31 

24. 
MO4B, 

MH423274 

Microvirga ossetica, 

WP_099513428.1 
peptidazė 92 

25. 
EN1H, 

MH423276 

Bacillus sp. J33, 

WP_026581439.1 
hipotetinis baltymas 100 

26. 
BD2H, 

MH423277 

MULTISPECIES: 

Duganella, 

WP_090189706.1 

α/β hidrolazė 70 

27. 
EN3H, 

MH423261 

Pseudomonas lini, 

WP_048393178.1 
α/β hidrolazė 95 

28. 
CAP3H, 

MH423259 

MULTISPECIES: 

Cupriavidus, 

WP_092295063.1 

α/β hidrolazė 96 

29. 
K3H2, 

MH423271 

Dehalococcoidia 

bacterium, 

PWB48329.1 

hipotetinis baltymas 

C3F10_01030 
67 

30. 
1315H, 

MH423264 

Microbacterium 

gorillae, 

WP_094770426.1 

DUF998 domeną 

turintis baltymas 
57 

Atlikus filogenetinę analizę, paaiškėjo, kad atrinkti fermentai priklauso 

net septynioms fermentų superšeimoms, iš kurių devyniolika esterazių 

priklauso ABhidrolazėms, dvi – ABhidrolazėms/galaktozę surišantį domeną 

turintiems baltymams, dvi – laktamazėms, keturios – SGNH hidrolazėms, po 

vieną glikozidų hidrolazėms, DUF998 šeimos baltymams ir N-

acetiltransferazėms (3.2 pav.). 
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3.2 pav. Atrinktų esterazių filogenetinis medis. 

Identifikuotų baltymų sekų analizė parodė, kad visos ABhidrolazių 

grupės esterazės turi konservatyvę Gly-x-Ser-x-Gly katalizinį motyvą (3.3 A 

pav.) [42]. Dvi esterazės MO4B ir EN1H sudarytos iš dviejų domenų – 

ABhidrolazės ir galaktozę surišančio domeno, kurio tikėtina funkcija – tai 

sąveika su specifiniais ligandais, pavyzdžiui, ląstelių paviršiaus 

angliavandeniais. Abi hidrolazės turi konservatyvę serino peptidazių motyvą 

Gly-x-Ser-Tyr-x-Gly (3.3 B pav.) [147]. Remiantis filogenetika ir BLAST 

analize, 33T3, BD9, PLA1ir 36T1 priklauso SGNH hidrolazių superšeimai. 
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Visos, išskyrus 36T1, hidrolazės turi katalizinę Ser-His-Asp (Glu) triadą [148] 

(3.3 C pav.).  

3.3 pav. Sekų paliginys. A – ABhidrolazėms būdingas konservatyvus motyvas G-x-

S-x-G aplink katalizinį seriną; B – ABhidrolazės ir galaktozę surišantį domenus 

turinčių MO4B ir EN1 katalizinis motyvas G-x-S-Y-x-G; C – SGNH hidrolazių 

katalizėje dalyvaujančios amino rūgščių liekanos S-G-(N)-D/E-H; D – β-laktamazių 

S-x-x-K katalizinis motyvas. Palyginys darytas MUSCLE algoritmu MEGA 

programoje. Vizualizacija atlikta naudojant ESPript 3.0 serverio programą [150].  
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Dviejų esterazių – 12T ir SVG1 a. r. sekos panašios į β-laktamazių 

sekas ir turi konservatyvias laktamazėms būdingas Ser-x-x-Lys [148] ir Leu-

Leu-x-His-x-x-Gly sekas [139] (3.3 D pav.), bet neturi AB hidrolazių VIII 

šeimos esterazėms (joms būdingas laktamazinis aktyvumas) būdingų dviejų 

labai konservatyvių motyvų (Y-A-N) ir (K-T/S-G) [149]. 

45T3 ir C233 esterazių sekos priskiriamos atitinkamai N-

acetiltransferazių ir glikoziltransferazių šeimoms, bet jų konseravatyvios ir 

katalizinės amino rūgštys pagal NCBI bazės 

duomenis nebuvo identifikuotos. 

1315H geno baltymo sekos HHpred 

[151] analizė parodė, kad geriausias 1315H 

struktūrinis homologas yra laktozės permeazė 

(PDB 2CFQ) – transmembraninis baltymas, o 

NCBI BLAST UniprotKB/Swiss-Prot 

baltymų PDB bazėje artimu homologu 

(tapatumas 27%) priskiriama 

transmembraninė serino peptidazė 

(Q8BIK6.3). 1315H baltymas pagal I-Tasser 

[152] modelio struktūrą ir SMART analizę 

taip pat yra transmembraninis baltymas 

sudarytas iš šešių transmembraninių α 

spiralių, o galimą katalizinę triadą sudaro 

Ser22-Asp28-His32 (3.4 pav.). Tokia triada 

būdinga SC klano peptidazėms, pvz., 

proliloligopeptidazei [147] [153]. Signalinę 

peptido seką identifikuoja tik Signal-3L 2.0 

modelinis įrankis (1–18 a.r.seka), o SMART 

modelinis įrankis tokios sekos neidentifikuoja. Taigi iš amino rūgščių sekos ir 

struktūros modelio analizės galima spręsti, kad 1315H hidrolazė yra 

transmembraninis baltymas. 

3.1.4. Atrinktų esterazių gryninimas 

Norėdami patvirtinti, kad būtent įvardinti genai yra atsakingi už 

pasireiškusį esterazinį aktyvumą, pastarieji buvo amplifikuoti PGR metodu, 

gauti fragmentai įterpti į pET21 arba pLATE31 raiškos vektorius, o genų 

raiška analizuota E. coli BL21 (DE3) arba E. coli HMS174 (DE3) ląstelėse 

(2.2.13 skyrius). Iš viso Ni-NTA afininės chromatografijos būdu buvo 

išgryninti 27 rekombinantiniai baltymai (2.2.15 skyrius). 23-jų iš jų grynumas 

buvo didesnis nei 90% (3.5 pav, 3.3 lentelė). Baltymai koduojami RIEB, 

3.4 pav. DUF998 I-Tasser 

modelis (1-as iš 5-ių). 

Numanoma aktyvaus centro 

triada – Ser22-Asp28-His32. 
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4H1T ir SVGPA2T klonų nebuvo išgryninti dėl itin mažo jų kiekio E. coli 

ląstelėse. 

3.5 pav. Išgryninitų esterazių SDS-PAG: B1 – 125 ng BSA, B2 – 250 ng BSA, B3 – 

500 ng BSA; L – PageRulerTM 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 – PLA1, 17 – MO101T, 18 – EN3H, 

19 – SVG3, 20 – K3H2, 21 – 33T3, 22 – BD2H, 23 – EN1H, 24 – Tb10-7, 25 – 

CAP3H; 26 – 12T. 

RIEB, 4H1T ir SVGPA2T baltymų sintezės, keičiant biomasės auginimo ir 

indukcijos sąlygas, padidinti nepavyko. Menkos ekspresijos priežastys gali 

būti susiję tiek su pačių baltymų nestabilumu (greita degradacija E. coli 

ląstelėse), tiek su mažu baltymus koduojančių genų transkripcijos lygiu. Be to 

RIEB ir 4H1T esterazės galimai turi signalines polipeptidines sekas (3.2 

lentelė), kurios taip pat gali sąlygoti mažą baltymų ekspresijos kiekį. Kadangi 

užląstelinėje frakcijoje esterazinis RIEB ir 4H1T aktyvumas nestebimas, 

greičiausiai šios signalinės sekos nėra atpažįstamos E. coli ląstelėse kaip 

signalinės sekos transportui į periplazminę erdvę. Bet literatūroje yra 

duomenų, kad signalinės sekos gali turėti įtakos baltymų ekspresijos lygiui. 

MO4B baltymo grynumas nebuvo vertintas, nes pavyko išgryninti tik mažą 

fermento kiekį esterazinio aktyvumo nustatymui dėl hidrofobinės MO4B 
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baltymo prigimties. Penkios esterazės (24T1, 24T3, 33T1, SVG1 ir SVG3) 

buvo pernešamos iš ląstelių į užląstelinę erdvę dėka turimų signalinių peptidų 

(3.2 lentelėje). Šie fermentai sėkmingai išgryninti iš auginimo terpės (2.2.16 

skyrius). Viduląstelinių šių baltymų kiekiai taip pat buvo nemaži, bet 

užląstelinius fermentus pavyko gauti grynesnius ir, greičiausiai, be signalinių 

peptidinių sekų. 

3.2 Lentelė. Galimos signalinių peptidų sekos. 

Esterazė 

Signalinio peptido 

dydis, a.r. Signalinio peptido 

seka 

Detekcija 

užląstelinėje 

frakcijoje SMART Signal-3L 2.0 

24T5 1–21 1–21 
MLRKWLLASVMLAAI

VAPAAA 
Ne 

33T1 1–26 1–26 
MKARRLGSSLIMAGIA

IFAASVAVRA 
Taip 

12T 1–28 1–28 
MLHRHCRPRHAAWLA

IGLLTVVSLNLRA 
Ne 

24T3 1–26 1–26 
MKARRLGSVLLVAGV

AIFAASVAAKA 
Taip 

24T1 1–23 1–21 
MIKHFSLALASAVLLT

GAAFADA 
Taip 

3T – – – n.a. 

MO101T – – – ne 

SVG3 1–25 1–25 
MRKGQVAVFYAVFFI

VSLFSQQVFA 
Taip 

CAP3H 1–23 1–17 
MHRAVSQAALFVVAG

LLLAGCGG 
Ne 

4H1T 1–19 1–19 
MRIILSLLAIFLSSGLVQ

A 
Ne 

EN3H – – – Ne 

45T3 – – – n.a. 

30T1 1–20 1–20 – Ne 

1315H – 1–18 
MWATSFSSILRVAISIS

A 
Ne 

GRU1 – – – n.a. 

PLA1 1–27 1–26 
MRRRTLLRAAVGLLT

AWGLAGIPASAG 
n.a. 

30T2 1–20 1–20 
MKVKILIVFLMLISIFS

AQA 
n.a. 

36T1 – – – n.a. 
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Esterazė 

Signalinio peptido 

dydis, a.r. Signalinio peptido 

seka 

Detekcija 

užląstelinėje 

frakcijoje SMART Signal-3L 2.0 

BD9 1–22 1–18 
MKPTRWLALLCLALPL

LASCAS 
n.a. 

SVG1 1–21 1–21 
MSLHLKCAALVSALL

AFPAFA 
Taip 

SVGPA2T – – – Ne 

K3H2 – – – Ne 

33T3 1–23 1–23 
MNKSKRTFLKLLSSVA

VIVITLA 
Ne 

RIEB 1–22 1–22 
MRTSLLSATASLLLLSS

GTAMA 
Ne 

MO4B – – – Ne 

36T2 1–21 1–20 
MTLRLAALGLAALSAT

MAVAG 
n.a. 

EN1H – – – Ne 

BD2H 1–21 – 
MSSLRRLGLLLFPLFTV

PLHA 
Ne 

C233 – – – Ne 

BD1 1–29 1–31 
MIRNIFGTLPKSAVLLS

ALALSTVMTVNSQA 
n.a. 

Tb_10_7T – – – Taip 

Tb_7_1T – – – Ne 

n.a. – neanalizuota. 

1315H baltymas nebuvo išgrynintas dėl jo hidrofobinės prigimties. Šio 

baltymo sintezės lygis buvo natyvių E. coli baltymų sintezės lygyje (nesimatė 

padidinto rekombinantinio baltymo kiekio SDS-PAG), tačiau esterazinis 

aktyvumas buvo stebimas tiek reakcijoje su neardytomis ląstelėmis, tiek 

ląstelių nuolaužų frakcijoje suardžius ląsteles ultragarsu. Siekiant gauti tirpų 

1315H baltymą buvo išbandytos kelios strategijos: įvairūs E. coli kamienai 

(BL21 (DE3), HMS174 (DE3), Arctic Express (DE3), Rosseta (DE3)), 

kultivavimo terpės (LB, BHI, pusiau sintetinė), kultivavimo temperatūra (16–

30 °C intervale), kultivavimo trukmė (4–18 h), IPTG koncentracija (0,01–0,5 

mM). Deja, nei viena strategija nepasiteisino, fermento aktyvumas visais 

atvejais buvo aptinkamas tik ląstelių nuolaužų frakcijoje. Taip pat buvo 

mėginta ištirpinti membranas įvairiais detergentais – Triton-X100, MEGA-7, 

MEGA-9, MEGA-10. Nustatyta, kad 0,1% koncentracijos MEGA9 tirpalas 

efektyviausiai tirpino tikslinį baltymą. Tai pat buvo mėginta pašalinti menamą 
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signalinę seką (2–18 amino rūgštis), bet 1315H konstruktas be teorinės 

signalinės sekos prarado esterazinį aktyvumą, o padidintos ekspresijos lygis 

SDS-PAG vis tiek nebuvo stebimas. Fermentinio aktyvumo praradimo 

priežastis gali būti susijusi su baltymo struktūra. Pagal baltymo struktūros 

modelį, 1315H esterazės aktyvusis centras yra iš karto už signalinės sekos 

(Ser22-Asp28-His32), o tolesnė seka formuoja transmembraninius 

segmentus. Galimai, pašalinus signalinę seką, nebesuformuojamas aktyvusis 

centras. Kita aktyvumo praradimo priežastis galėtų būti 1315H esterazės be 

signalinės sekos degradacija citozolyje. 

Tolesnei analizei buvo sukonstruotas 1315H geno liejinys su GFP genu 

ir atlikta geno raiška E. coli HMS174 (DE3) kamieno ląstelėse. Sulieto 

baltymo ekspresija taip pat buvo maža, o fluorescencija po ląstelių ardymo 

ultragarsu buvo stebima ląstelių nuolaužų frakcijoje. Išgryninti sulieto 

baltymo nepavyko. Iš mokslinės literatūros duomenų yra žinoma, kad 

transmembraninių baltymų sintezės lygis E. coli ląstelėse įprastai yra žemas, 

o tokių baltymų gryninimai sudėtingi [154] [155]. Taigi, 1315H esterazės 

gryninimo strategijos ir šio baltymo detalesnis charakterizavimas reikalauja 

atskiros studijos ir  todėl toliau šiame darbe nebuvo nagrinėjamas. 

Apibendrinus 1315H esterazės analizės duomenis, galima daryti 

prielaidą, kad 1315H hidrolazė yra transmembraninė esterazė, kurios geno 

sekos artimiausias homologas NCBI duomenų bazėje yra nežinomos 

funkcijos DUF998 šeimos baltymas, o NCBI baltymų PDB bazėje – 

membraninė serino peptidazė. 

3.1.5. Atrinktų esterazių katalizinių savybių nustatymas 

Išgrynintų baltymų hidrolizinis aktyvumas buvo analizuojamas su 

įvairiais p-nitrofenolio (pNP) esteriais (17–20): acetatu, butiratu, valeratu, 

dekanoatu, taip pat cukrų (1-2), nukleozidų (3, 4, 7, 15, 16), aromatinių 

junginių (5. 6, 9, 10, 13, 14) esteriais, tributirinu (11), acetanilidu (8) bei 

nitrocefinu (12) (3.6 pav).  
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3.6 pav. Esterazių substratiniam savitumui tirti naudoti substratai. 

Rekombinantiniai fermentai, atrinkti naudojant acetiluridiną, efektyviai 

hidrolizavo pNP trumpųjų grandinių esterius, tačiau tik keturi fermentai iš 22 

hidrolizavo pNP-dekanoatą, be to trys iš jų (24T5, 21T1 ir 33T1) pasižymėjo 

labai silpnu aktyvumu šio esterio hidrolizėje. Šeši fermentai MO101T, SVG3, 

GRU1, PLA1, 3T ir 33T3 pasižymėjo išskirtinai didesniu aktyvumu pNP-

acetato hidrolizės reakcijoje (3.3 lentelė). Su heksanoiluridino substratu 

atrinktų fermentų savitumas pasireiškė ilgesnių grandinių esteriams. Šios 

esterazės labai efektyviai hidrolizavo pNP-dekanoatą (3.3 lentelė), nors šių 

hidrolazių grupės didžiausias savitasis aktyvumas visgi pasireiškė pNP-

butirato (EN3H, K3H2, CAP3H) arba pNP-valerato esterių hidrolizės 

reakcijose (EN1H, 1315H) (3.3 lentelė). Nei viena esterazė nehidrolizavo nei 

pNP-palmitato, nei pNP-stearato. Esterazė C233, kuri pagal seką priklauso 

glikozidazių šeimai, hidrolizavo trumpųjų grandinių pNP esterius, bet 

nehidrolizavo glikozido hidrolazių substratų: α-L-arabinofuranozido, α- ir β-

L-arabinopiranozidų, α- ir β-D-ksilopiranozidų, bei β-D-gliukopiranozido p-

nitrofenolio darinių. 
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3.3 Lentelė. Rekombinantinių esterazių savitasis aktyvumas pNP-esteriams. 1–24 

esterazės atrinktos naudojant acetiluridiną, 25–30 – heksanoiluridiną. 31 – atrinkta 

tributirino metodu (aprašyta 3.2 skyriuje). n.a. –neanalizuota. 

Nr. Klonas 
Grynu-

mas, % 

Savitasis aktyvumas, U/µg 

pNP- 

acetatas 

pNP-

butiratas 

pNP-

valeratas 

pNP-

dekanoatas 

1. 24T5 96 38±3,8 26,4±4,8 38,2±3,8 0,3±0,01 

2. 33T1 96 49±0,8 80±2,4 27,5±6,5 0,9±0,01 

3. 24T3 85 45±11 46±8,1 60,5±6,2 – 

4. 24T1 94 66,6±10,7 10±20,8 84±8,7 0,9±0,01 

5. 3T 93 23±4 0,9±0,2 – – 

6. MO101T 96 159±19 0,2±0,1 – – 

7. SVG3 99 346±7,5 35±9,6 33,6±3,6 – 

8. 4H1Ta n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 

9. 30T1 93 55±2,3 54,4±5,8 20±2,1 – 

10. Gru1 98 177±0,3 2,7±0,8 1,3±0,5 – 

11. 30T2 93 52±4,7 8±0,1 2,6±0,8 – 

12. BD1 93 12,9±0,3 5,7±0,8 4,3±0,5 – 

13. 36T2 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. RIEBa n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 

16. 12T 77 4,1±0,5 0,3±0,2 0,3±0,2 – 

17. SVG1 95 343±15 367±15,8 189±52,8 2,1±0,34 

18. C233 90 3,7±0,5 5,8±1,4 4,7±1,6 – 

19. 45T3 86 104±12 78±5,4 49,5±6,1 – 

20. BD9 69 3,2±1,4 3±2 3,2±2,6 – 

21. 33T3 82 80±6,7 7,6±0,7 0,9±0,4 – 

22. PLA1 93 30±0,8 2,4±0,02 – – 

23. 36T1 95 4,5±0,5 6±0,7 6,7±3 – 

24. MO4B – 1,3±0,1 0,12±0,1 – – 

25. EN1H 95 14,4±2 47±17 74,4±8,9 2,0±0,2 

26. BD2H 93 1,9±0,6 18±0,5 24,3±1,1 3,1±0,5 

27. EN3H 93 283±15 336±15 196±18 8,6±0,6 

28. CAP3H 74 29,1±6,2 75±10 34,3±6,5 10,3±0,34 

29. K3H2 98 349±35 425±21 49,3±2,5 16,9±2,7 

30. 1315H – 2,2±1,3 17,1±10 35,6±17,4 1,0±0,6 

31. Tb10_7T 94 122±4,7 133±8,8 7,4±0,6 2,6±1,4 
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Atrinkti metagenominiai fermentai reakcijose in vitro hidrolizavo įvairius 

cukrų ir nukleozidų esterius su keliais pakaitais (3.7 pav.) iki skirtingų 

produktų. Pakaitų hidrolizės reakcijos buvo stebimos TLC plokštelėje UV 

šviesoje, arba junginius, nesugeriančius UV šviesos, dažant anyžių dažais 

(duomenys neparodyti). Dalis fermentų pasižymėjo regioselektyvumu 1-

feniletilo esterių hidrolizės reakcijose (3.7 pav.). 14 iš 27 klonų hidrolizavo 

tributiriną agarizuotoje terpėje (bus aptarta žemiau). 17 iš 24 atrinktų fermentų 

pasižymėjo laktamaziniu aktyvumu – hidrolizavo nitrocefiną, kitų laktamų, 

(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 esterazė. 

3.7 pav. Fermentų substratinio savitumo įvertinimas. 

Iš literatūros duomenų yra žinoma, kad ABhidrolazių šeimos esterazės 

gali pasižymėti amidohidrolaziniu aktyvumu [44] [48]. Atrinktų fermentų 

analizė parodė, kad trys esterazės 24T1, MO101T ir Gru1, priklausančios 

ABhidrolazėms, katalizavo p-nitroacetanilido hidrolizę. Kitų šeimų atstovai 

šio amido nehidrolizavo. Deoksicitidino darinių – 3'-O-acetil-N4-benzoil-2'-

dC, 3'-O-levulinil-N4-benzoil-2'-dC ir 5'-O-levulinil-N4-benzoil-2'-dC buvo 

hidrolizuojama tik esterinė grupė, bet ne amidinė (3.7 pav.). 
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3.2. Esterazių atranka tributirino metodu 

Palyginimui, ar galima atrinkti esterazes, gebančias hidrolizuoti uridino 

esterius klasikiniu tributirino metodu, buvo patikrintos kelios metagenominės 

bibliotekos su pastaruoju substratu. Tributirino metodu buvo atrinkti du klonai 

Tb7_1T ir Tb10_7T, sudarantys hidrolizės zonas.  

Palyginus su NCBI duomenų bazėje esančiom sekom, Tb7_1T 

(MH423281) klono genas priskiriamas β-laktamazių baltymams, o Tb10_7T 

(MH423280) seka labiausiai buvo panaši į ABhidrolazių superšeimos 

atstovus. Nei vienas iš dviejų klonų neaugo M9 terpėje su acetil- ar heksanoil-

uridino šaltiniu. Tb7_1T klono esterazė nebuvo išgryninta dėl hidrofobinės 

prigimties, o Tb10_7T buvo išgrynintas ir įvertintas jo savitasis aktyvumas su 

pNP esteriais (3.3 lentelė), bei substratų spektras (3.8 pav.). 

Taip pat buvo atliktas ir priešingas eksperimentas: visi klonai, atrinkti 

ant selektyvios terpės su uridino analogais, patikrinti tributirino metodu. Iš 30 

klonų, atrinktų panaudojus acetiluridiną arba heksanoiluridiną, tik 14 klonų 

formavo tributirino hidrolizės zonas 

(3.8 pav.). Šie rezultatai taip pat 

parodo pasirenkamo metodo 

svarbą. Palyginus klonų aktyvumus 

su tributirinu ir hidrolizuojmų pNP 

esterių acilo grupių ilgius matoma 

tendencija, kad esterazės 

hidrolizuojančios tributiriną yra 

labiau savitos ilgesnių grandinių 

pNP esteriams. Bet plataus spektro 

CAP3H, BD2H, 24T5, 24T3 

esterazių, efektyviai 

hidrolizuojančių pNP-valeratą, 

ląstelių klonai neformavo 

tributirino hidrolizės zonų. Iš to 

galima daryti prielaidą, kad 

tributirino metodas nėra pakankamai jautrus šių hidrolazių aptikimui. 

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad sukurtas selektyvus 

esterazių atrankos metodas yra jautresnis už klasikinį tributirino metodą, be to 

tributirino metodas nėra geriausias pasirinkimas esterazių, savitų trumpų 

grandinių esteriams, atrankai. Taip pat sukurtas metodas suteikia galimybę 

keičiant esterio grandinės ilgį atsirinkti pageidaujamų savybių fermentus. 

3.8 pav. Selektvioje M9 terpėje atrinktų 

esterazių klonų patikra tributirino 

atrankos metodu. 



70 

 

 

3.3. Amidohidrolazių atrankos metodo kūrimas  

3.3.1. Amidohidrolazių atrankos metodo principas 

Sukūrus sėkmingą esterazių selekcijos metodą, šios atrankos sistema 

bandyta pritaikyti ir amidohidrolazių atrankai. Selektyvaus metodo kūrimui 

buvo panaudotos E. coli DH10B ΔpyrFEC::Km bakterijos, o substratu 

pradžioje buvo pasirinktas N4-acetilcitidinas, kaip vienintelis uridino šaltinis 

M9 minimalioje terpėje. Tačiau paaiškėjo, kad E. coli ląstelės metabolizuoja 

N4-acetilcitidiną ir formuoja kolonijas mineralinėje terpėje be papildomų 

genų. Kartu su Molekulinės mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus 

(Biochemijos institutas, GMC, VU) darbuotojais atlikti išsamūs tyrimai leido 

identifikuoti už N4-acetilcitidino hidrolizę atsakingą fermentą – hipotetinį 

YqfB baltymą. Buvo nustatyta, kad amidohidrolazė YqfB yra 103 a.r. 

polipeptidas, turintis ASCH domeną, atsakingą už sąveiką su RNR. Šio 

fermento katalizinių savybių tyrimai pateikti publikacijoje (Stanislauskienė ir 

kiti, 2020) [136] ir šiame darbe detaliau nebus nagrinėjami. 

Nustačius, kad YqfB baltymas trukdo atrankos sistemos kūrimui, 

panaudojant N4-acetilcitidiną kaip substratą, YqfB koduojantis genas buvo 

pašalintas iš E. coli DH10B ΔpyrFEC::Km ląstelių genomo. Deja, bet E. coli 

DH10B ΔpyrFECΔyqfB::Km kamieno ląstelėse N4-acetilcitidinas vis tiek 

buvo metabolizuojamas, todėl darbai buvo tęsiami su kitu substratu – N4-

benzoil-2'-deoksicitidinu kaip vieninteliu uridino šaltiniu minimalioje M9 

terpėje. Atrankos metodo principas yra parodytas 3.9 paveiksle. 

3.9 pav. Amidohidrolazių atrankos metodo principas. Vykdant selektyvę atranką, 

užauga tik klonai įgiję amidohidrolazę, kuri N4-benzoil-2'-deoksicitidiną hidrolizuoja 

iki  2'-deoksicitidino, o natyvi E. coli citidino deaminazė 2'-deoksicitidiną deaminina 

iki 2'-deoksiuridino, ko pasekoje atstatomas uridino auksotrofo fenotipas.  
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Pirmame etape E. coli ΔpyrFEC::Km ląstelės transformuojamos 

metagenomine biblioteka. Po transformacijos ląstelės išsėjamos ant 

selektyvios M9 terpės su uridino analogu ir kultivuojamos 37 °C 

temperatūroje 1–3 paras. Buvo tikimasi, kad amidohidrolazės iš metagenomo 

pavers N4-benzoil-2'-deoksicitidiną į 2'-deoksicitidiną, o natyvi E. coli 

citidino deaminazė 2'-deoksicitidiną deaminins iki 2'-deoksiuridino, ko 

pasekoje bus atstatomas uridino auksotrofinių ląstelių gebėjimas dalintis. 

3.3.2. Amidohidrolazių selektyvios atrankos proceso eiga 

Šio darbo etapo metu iš viso buvo patikrinta 15 metagenominių 

bibliotekų, paruoštų Molekulinės mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje 

(Biochemijos institutas, GMC, VU) iš dirvožemio mikroorganizmų DNR 

fragmentų, klonuotų į pUC19 vektorių. Teigiami rezultatai buvo nustatyti 

penkiose bibliotekose (priedo 1P lentelė). Klonai, koduojantys 

amidohidrolazes, buvo surasti naudojant M9 terpę, su 100 μg/ml ampicilino, 

40 μg/ml kanamicino ir 20 μg/ml N4-benzoil-2'-deoksicitidino. Iš viso buvo 

atrinkta 12 teigiamų klonų. Klaidingai teigiamų rezultatų eliminavimui visi 

klonai buvo pakartotinai patikrinti kultivuojant agarizuotoje M9 terpeje su 

citidino dariniu ir be jo. Iš atrinktų klonų buvo išskirta plazmidinė DNR, 

atlikta analizė restrikcijos endonukleazėmis ir Sengerio sekoskaita. Tolesnei 

analizei buvo pasirinktos 7 plazmidės.  

Kad pagalbinis fermentas yra būtent E. coli citidino deaminazė (Cdd) 

įrodyta išveiklinus ją koduojantį cdd geną E. coli DH10BΔpyrFEC kamiene 

ir kultivuojant šias ląsteles selektyvioje terpėje (3.10 pav). Kaip ir manyta, nei 

 

3.10 pav. E. coli DH10B ΔpyrFECcdd::Km kultivavimas M9 terpėje be uridino, su 

uridinu ir uridino amidu. +cdd – E. coli DH10B ΔpyrFEC::Km kamienas (su 

deaminaze), - cdd – E. coli DH10B ΔpyrFECcdd:: Km (be deaminazės). pUC19 – 

kamienas su pUC19 vektoriumi; K3Am ir MO10_Am – kamienai su atitinkamų 

amidohidrolazių genais pUC19 vektoriuje.  
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 vienas iš patikrintų klonų, turinčių amidohidrolazės geną, nekompensavo E. 

coli DH10B ΔpyrFECcdd::Km uridino auksotrofinio požymio – ląstelės 

neaugo ant M9 agaro terpės, su N4-benzoil-2'-deoksicitidinu (3.10 pav.). 

Taip pat vietoj N4-benzoil-2'-deoksicitidino, kaip substratas buvo 

išbandytas ir N4-benzoilcitidinas: kolonijos buvo formuojamos vienodu 

intensyvumu tiek su ribo-, tiek deoksiribonukleozido analogu. 

3.3.3. Atrinktų amidazių genų sekų analizė 

Atrinktų klonų plazmidžių DNR fragmentų sekų analizė parodė, kad 

šešių fragmentų sekos turi atviro skaitymo rėmelių (ORF) su 40–90% 

identiškumu hidrolazių sekoms, randamoms NCBI GenBank duomenų bazėje 

(3.4 lentelė), o P4FUMM07 klone yra du ORF, koduojantys potencialias 

amidohidrolazes – P4FUMM07_AcAm ir P4FUMM07_AmH. 

3.4 Lentelė. Atrinktų amidohidrolazių homologai. 

Klonas, GenBank Nr. Artimiausias homologas 
Tapatumas, 

% 

BRM_Am, MN734430 
Pseudomonas sp. 1 R 17, 

WP_065947988.1, amidazė 
99 

K3_Am, MN734429 
Achromobacter xylosoxidans, 

WP_013394140.1, amidazė 
97 

MO10_Am, 

MN734431 

Rhodococcus erythropolis, 

WP_084324709.1, amidazė 
99 

P4FUMM07_AcAm, 

MN734432 

Agromyces sp. Root80, Wp056655740.1, 

amidazė 
84 

P4FUMM07_AmH, 

MN734432 

Agromyces sp. Root81, Wp056655731.1, 

amidazė 
80 

CIAN4, MN734434 
Pusillimonas noertemannii, PVY61383.1, 

ferulo rūgšties esterazė 
73 

MO13_Est631, 

MN734432 

Bacillus asahii, WP_119118064.1, 

tanazė/ferulo rūgšties esterazė 
56 

D8_RL, MN734435 
Runella limosa, WP_028525627.1, 

hipotetinis baltymas 
40 
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Filogenetinė sekų analizė parodė, kad šie fermentai priklauso 

skirtingoms baltymų superšeimoms (3.11 pav.): keturi iš jų (BRM_Am, 

MO10_Am, K3_Am ir P4FUMM07_AcAm) priklauso Amidazinio žymens 

(AS) fermentų superšeimai SSF75304. Šiai šeimai būdingas glicino ir serino 

amino rūgštimis turtingas regionas, o aktyvųjį centrą sudaro Lys-Ser-Ser 

triada (3.12 pav .). 

 

3.11 pav. Atrinktų amidohidrolazių ir jų homologų filogenetinis medis. I – 

Amidazinio žymens superšeima (SSF75304), II – nuo metalų priklausomų 

amidohidrolazių superšeimos (SSF51338 ir SSF51556), III – hipotetiniai baltymai, IV 

– ABhidrolazių superšeima (SSF53474). 

Viena iš Amidazinio žymens superšeimos amidohidrolazė BRM_Am 

buvo išsamiau panagrinėta. Remiantis I-Tasser molekulinio įrankio pasiūlytu 

modeliu [152] buvo atliktos numanomo aktyvaus centro mutacijos K77A, 

S153A, S177A. Dvi iš trijų mutacijų – K77A ir S177A – išveiklino fermentą, 

o S153A mutacijos įvesti nepavyko (bandyta kelis kartus keičiant PGR 

sąlygas).  
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3.12 pav. Amidazinio žymens superšeimos fermentų konservatyvių motyvų 

palyginimas: katalizinę triadą sudaro K-S-S amino rūgščių liekanos. 

MO13 ir CIAN4 yra ABhidrolazės superšeimos SSF53474 atstovai ir 

priklauso tanazės/ferulo rūgšties esterazių šeimos C grupei. Abi hidrolazės 

turi esterazėms būdingą G-x-S-x-G motyvą, o katalizinę triadą sudaro Ser-

Asp-His (3.13 pav.). Palyginus su dauguma homologinių sekų NCBI 

duomenų bazėje, MO13_Est631 turi ilgesnę C galinę amino rūgščių seką 

(maždaug 100 aminorūgščių). Tokią ilgesnį C galą turi tik keletas hipotetinių 

Variovorax, Serratia ir kelių kitų rūšių hidrolazių. Patikrinimui, ar C galinė 

sritis yra svarbi fermentiniam aktyvumui, buvo sukonstruotas trumpesnis 

MO13_Est537 amidazės variantas, turintis 95 aminorūgščių deleciją C gale 

(atliko dr. J. Jakubovska). Trumpesnis konstruktas MO13_Est537 buvo 

aktyvus ir tolesnėje analizėje buvo naudotas būtent šis variantas. 
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3.13 pav. Hidrolazių MO13, CIAN4 ir jų homologų sekų palyginys. Ferulo rūgšties 

esterazėms/tanazėms būdingas G-x-S-x-G motyvas aplink katalizinį seriną, katalizinę 

triadą sudaro S-D/E-H. 

D8_RL amidohidrolazė yra 128 aminorūgščių baltymas neturintis jam 

priskirto numanomo hidrolazinio aktyvumo. Aminorūgščių sekos analizė 

naudojant SMART parodė, kad D8_RL turi ASCH domeną, sąveikaujntį su 

RNR. Baltymai turintys ASCH domeną yra plačiai paplitę ir įvairūs, tačiau 

šiuo metu didžioji dauguma šių baltymų neturi jiems priskirtų funkcijų, 

išskyrus ASCH domeną turinčią ribonukleazę iš Zymomonas mobilis ir jau 

minėtą amidohidrolazę YqfB iš E. coli, hidrolizuojančią N4-acilcitidinus. 

Palyginus YqfB ir D8_RL aminorūgščių sekas, 3 iš 4 D8_RL katalizinių 

amino rūgščių sutapo su YqfB katalizinėm aminorūgštim (D8_RL 72 padėtyje 

esanti asparto rūgšties liekana ir katalizinės glutamino rūgšties liekana YqfB 

fermento 74 padėtyje taip pat laikomos konservatyviomis), o iš viso šie 

baltymai turi tik 17 identiškų amino rūgščių (3.14 pav.). 

 

3.14 pav. D8_RL, jo homologų ir YqfB sekų palyginys: trys iš keturių katalizinių 

YqfB aminorūgščių liekanų sutampa (D ir E laikomos konservatyviomis). 
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3.3.4. Amidohidrolazių gryninimas 

Norėdami patvirtinti, kad už amidohidrolazinį aktyvumą yra atsakingi 

būtent šie aprašyti fermentai, jų genai buvo amplifikuoti PGR metodu, o gauti 

fragmentai liguoti į pLATE31 arba pET21 raiškos vektorius. 

Rekombinantinių amidohidrolazių 

genų raiška tirta E. coli BL21 (DE3) 

arba HMS174 (DE3) ląstelėse. Iš viso, 

taikant afininę Ni-NTA 

chromatografiją, sėkmingai buvo 

išgryninti 7 rekombinantiniai baltymai 

(3.15 pav.). Dėl savo hidrofobinio 

pobūdžio P4FUMM07_AmH baltymas 

nebuvo išgrynintas iki 

homogeniškumo, o aktyvumo 

tyrimams buvo naudojama iš dalies 

išgryninta baltymų frakcija. CIAN4 

buvo išgrynintas iš užląstelinės 

frakcijos (turi 26 amino rūgščių 

signalinį polipeptidą, kurį identifikuoja 

Signal-3L 3,0, ir Uniprot molekuliniai 

įrankiai). Kitoms amidazėms nei 

signalinės sekos, nei amidohidrolazinis 

aktyvumas užląstelinėje frakcijoje neaptikti. 

3.3.5. Atrinktų amidohidrolazių katalizinių savybių tyrimas 

Rekombinantinių fermentų hidrolizinis aktyvumas buvo ištirtas 

panaudojus 29 skirtingus substratus (3.16 pav. A): N4-acilintus 2'-

deoksicitidinus ir citozinus (1–16); N2-acetilizocitozinus (17); 

chromogeninius amidus – p-nitroacetanilidą (18) ir p-nitrobenzanilidą (19); 

įvairius p-nitrofenilo (pNP) esterius (20–24); tereftalato darinius - bis (2-

hidroksietil) tereftalatą (26), dimetil-tereftalatą (27) ir monometil-tereftalatą 

(28); bei β-laktamą – nitrocefiną (29). Chromogeninių substratų (18–25) 

hidrolizė buvo tiriama spektrofotometriškai 405 nm ilgio bangoje, kitų 

substratų – spektrofotometriškai 240–320 nm bangoje, arba naudojant TLC ar 

HPLC-MS (priedo 1P-5P pav.). Visos reakcijos buvo stebimos 24 val. 

intervale. 

3.15 pav. Išgrynintų amidohidrolazių 

SDS-PAG . 1 - CIAN4, 2 - D8_RL, 3 -  

MO13_Est537, 4 - MO10_Am, 5 -   

K3_Am, 6 - BRM_Am, 7 -    

P4FUMM07_AcAm, 8 - PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder. 
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3.16 pav. A – hidrolizinio aktyvumo nustatymui naudoti substratai, B – fermentai ir 

jų hidrolizuojami substratai. 

Iš metagenominių bibliotekų atrinktos aštuonios hidrolazės pasižymėjo 

skirtingo veikimo profiliais N-acilintų nukleozidų trumpų ir ilgų alifatinių, 

aromatinių ir heterociklinių šoninių grupių hidrolizės reakcijose (3.16 pav. B). 

Visi identifikuoti fermentai, išskyrus P4FUMM07_AcAm, hidrolizavo N4-

benzoil-2'-deoksicitidiną 4 ir buvo aktyvūs N4-benzoilcitidino 12 atžvilgiu in 

vitro ir in vivo. Taigi klono P4FUMM07 atveju galima daryti išvadą, kad E. 

coli DH10B ΔpyrFEC::Km ląstelių augimas priklausė nuo amidohidrolazės 

P4FUMM07_AmH aktyvumo, bet ne nuo P4FUMM07_AcAm. Atlikta 

analizė parodė, kad visos tirtos hidrolazės yra savitos nukleozidams (tiek 

deoksi- tiek ribonukleozidams) kaip substratams, ir tik D8_RL 

amidohidrolazė hidrolizavo heterociklinius bazinius darinius (15–17). Acilo 

grupės dydis taip pat turėjo didelę reikšmę – alifatinių radikalų atveju 

pasirinktos hidrolazės buvo labiau savitos ilgesnių acilų atžvilgiu (1, 2, 3, 11, 
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13). Ir vėlgi tik D8_RL amidohidrolazė lėtai (po 24 valandų inkubacijos vis 

dar buvo stebima 10–20% nehidrolizuoto substrato) hidrolizavo N4-acetil-2'-

citidiną (11) iki citidino. Penki iš tirtų fermentų hidrolizavo kapecitabiną (14). 

N4-nikotinoil-2'-deoksicididino darinį (5) hidrolizavo šeši fermentai, tačiau tik 

dvi hidrolazės – BRM_Am ir D8_RL – katalizavo 2'-deoksicitidino junginių 

hidrolizę su didesnėmis aromatinėmis grupėmis (6, 7, 9 ir 10), išskyrus 8. Tai 

rodo, kad fermentų BRM_Am ir D8_RL vykdomai katalizei svarbu ne tik 

pakaito dydis, bet ir substrato erdvinė struktūra. 

Esteraziniu aktyvumu pasižymėjo visos atrinktos hidrolazės, išskyrus 

P4FUMM07_AmH, hidrolizuojanti tik keletą amidų. Priešingai nei amidų 

hidrolizės reakcijose, atrinkti fermentai buvo aktyviausi trumpų grandinių 

esterių atžvilgiu: visi hidrolizavo trumpųjų grandinių esterius (20–22), 

dauguma jų – 24 ir 25 junginius, tačiau tik trys amidazės – BRM_Am, 

MO13Est537 ir D8_RL – hidrolizavo pNP-dekanatą (23). 

Penkios hidrolazės (MO13_Est537, CIAN4, K3_Am, D8_RL ir 

P4FUMM07_AcAm) pasižymėjo ir β-laktamaziniu aktyvumu – hidrolizavo 

nitrocefiną. 

Tarp atrinktų fermentų, MO13_Est537 hidrolazė pasižymėjo 

išskirtinėmis katalizinėmis savybėmis. Be citidino substratų, fermentas 

hidrolizavo PET komponentus – dimetiltereftalatą (27, DMT) ir bis-(2-

hidroksietil)-tereftalatą (26, BHET), bet nebuvo aktyvus monometiltereftalato 

(28, MMT) atžvilgiu (3.16 pav., priedo 1P ir 2P pav.). HHpred analizė parodė, 

kad geriausi MO13_Est537 struktūriniai homologai yra Aspergillus oryzae 

ferulo rūgšties esterių hidrolazė (PDB 3WMT_B ir 6G21_A) ir mono (2-

hidroksietil) tereftalio rūgšties esterių hidrolazė (MHETazė) iš Ideonella 

sakaiensis, 6QG9_I). Tačiau aprašyta MHETazė nėra aktyvi DMT ir BHET 

atžvilgiu, o skaldo tik MMT. Tuo tarpu pirmosios PET hidrolizės reakcijos 

fermentas – PET hidrolazė (PETazių) katalizuoja DMT ir BHET hidrolizę, bet 

nehidrolizuoja mono modifikuotų tereftalatų. Taigi galima daryti išvadą, kad 

hidrolazė MO13_Est537 priklauso MHETazės grupei pagal savo 

aminorūgščių seką, tačiau jos specifiškumas substratui yra panašesnis į 

PETazių. Duomenų apie feruloilo esterazių gebėjimą hidrolizuoti DMT ir 

BHET mokslinėje literatūroje nėra. Tik viena publikacija aprašo 

feruloilesterazę BS4 iš metagenomo, kuri hidrolizavo kitą junginį 

dimetilftalatą [156], bet ne dimetiltereftalatą. Tačiau yra aprašytų esterazių, 

lipazių ar kutinazių (ne viso klonuotos, tik kandidatai) hidrolizuojančių DMT 

iki MMT [157] [158] [159] ir BHET iki MHET [160] [161]. Mokslinėse 

publikacijose bandyta spėti, kas lemia, kad vienos esterazės/lipazės 

hidrolizuoja PET, o kitos ne. Ryšio tarp p-nitrofenolio esterių acilo grupės 
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ilgio ir gebėjimo hidrolizuoti PET nestebima [63] [162] [163], bet baltymų 

erdvinių struktūrų analizės rodo, kad PET hidrolizė priklauso nuo fermento 

struktūros. Esterazių ir lipazių aktyvusis centras yra tunelio formos 

struktūroje, kuri yra išsidėsčiusi po domenu, vadinamu dangčiu. Lipazės 

dangčio domenas gali būti dviejų konformacijų – uždaros ir atviros. 

Vandeniniame tirpale, kai nėra substratų, vyrauja uždara fermento 

konformacija, o atvira konformacija yra indukuojama sąveika su substratu 

[164]. Kokie pokyčiai vyksta jungiantis su PET lieka neaišku, nes specifiniai 

esterazių struktūros pokyčiai tirpale buvo tiriami įvairiais būdais (FRET, 

BMR, ATM), o morfologiniai pokyčiai fermentinės poliesterio hidrolizės 

metu iki šiol nebuvo analizuoti [164]. Manoma, kad fermento paviršiaus 

hidrofobiškumo arba elektrostatinės savybės lemia PET substrato adsorbciją, 

arba stabilizuoja aktyviają fermento formą.  

MO13_Est537 tretinės struktūros modelis (3.17 pav.) parodė, kad šis 

fermentas turi taip vadinamą dangčio domeną, o katalizinę triadą galimai 

sudaro Ser195, His467 ir Asp429. Tai partvirtino ir ekperimentiniai 

duomenys, atlikus šių aminorūgščių pakeitimą į alaninus. In vivo ir in vitro 

atlikti tyrimai parodė, kad visi trys mutantai prarado gebėjimą hidrolizuoti N4-

benzoil-2'-deoksicitidiną. 

 
3.17 pav. MO13Est537 struktūros modelis. A – struktūrą sudaro du domenai – 

katalizinis ir dangčio domenas. B – katalizinės amino rūgštys Ser195, Asp429 ir 

His467 išsidėsčiusios po dangčio domenu (struktūros  modelį sukūrė M. Tiškus). 

Taigi amidohidrolazių atrankos metu surastos kelios unikalios 

metagenominės amidohidrolazės, kurioms iki šiol nebuvo priskirtos aprašytos 

funkcijos: D8_RL, YqfB hidrolizuoja nukleozidų ir heterociklinių bazių 

amidus, o MO13_Est537 nukleozidų amidus ir PET komponentą 

dimetiltereftalatą ir bis-(2-hidroksietil)-tereftalatą. 
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3.4. Glikozidazių atrankos metodo kūrimas  

Sukūrus ir patikrinus esterazių ir amidohidrolazių selekcijos sistemas, 

buvo pabandyta analogišką metodą pritaikyti ir kitų hidrolazių atrankoms. 

Kaip jau aptarta literatūros apžvalgoje, glikozidazių atrankos sistemų sukurta 

labai nedaug, o atrankos selekcijos pagrindu iš metagenomų iš vis nėra 

publikuota. Tai greičiausiai susiję su menku atrankai tinkamų substratų ir 

galbūt silpna pačių glikozidazių genų raiška ląstelėse šeimininkėse. 

Šios darbo dalies tikslas buvo patikrinti, ar metodas, panaudojus E. coli 

uridino auksotrofo kamieną DH10B ∆pyrFEC ir tam tikrus glikoziluridino 

darinius, yra tinkamas glikozidazių atrankai. 

3.4.1. Modelinio β-D-galaktozidazių atrankos metodo kūrimas 

Transformavus DH10B ∆pyrFEC ląsteles plazmide su galaktozidazės 

genu ir jas kultivuojant M9 mineralinėje terpėje su galaktoziluridinu, kaip 

vieninteliu uridino šaltiniu, turėtų augti tik klonai, turintys galaktozidazės 

geną (3.18 pav.). 

 
3.18 pav. Galaktozidazių modelinio atrankos metodo principas. M9 mineralinėje 

terpėje su galaktoziluridinu išsėjus E. coli uridino auksotrofo DH10B ∆pyrFEC 

kamieno ląsteles, augs tik klonai, turintys galaktozidazės geną. 

Metodo patikrinimui pirmiausia reikėjo susintetinti substratą – β-D-

galaktoziluridiną, nes rinkoje nėra prieinamų glikozilnukleozidų. Glikozidų 

darinių sintezę galima atlikti cheminiu arba fermentiniu būdu [165]. Abu 

metodai turi savų privalumų ir trūkumų. Cheminės sintezės metu galima 

pasiekti gerų išeigų ir atlikti modifikaciją norimoje pozicijoje, blokuojant ir 

deblokuojant funkcines hidroksilo grupes. Bet tuo pačiu, tai yra ir trūkumas, 

nes glikozidų hidroksilo grupių blokavimas ir deblokavimas, ypač pavienis, 

yra labai rimtas iššūkis chemikui [166]. Be to angliavandeniai linkę 
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karamelizuotis, juos sunku gryninti ir kristalinti cheminiais metodais. 

Fermentinė sintezė šiuo atveju yra palankesnė. Aprašyti fermentai, naudojami 

sintezei, daugiausia yra glikoziltransferazės (GTs) (EC 2.4), ir glikozidazės 

(GH) (EC 3.2). Iki šiol daugiau naudojama iš eukariotų išskirtos tiek GTs 

(pavyzdiui karvės pieno GTs), tiek GH fermentai (moliuskų, žmogaus, šunų 

GH). GTs katalizuoja monosacharido pernešimą nuo aktyvuoto donoro, 

pavyzdžiui, UDP-Gal, akceptoriui [35]. Komerciškai prieinamų 

glikoziltransferazių yra labai mažai, o jų substratai yra labai brangūs. 

Glikozidazių panaudojimas glikozilintų darinių sintezei yra patraukli 

alternatyva, lyginant su glikoziltransferazėmis, nes pastarosios gali naudoti 

įvairius santykinai nebrangius substratus-donorus, pavyzdžiui, aktyvintus 

glikozidus, tokius kaip nitrofenilglikozidai arba disacharidai 

transglikozilinimo reakcijose. Tačiau glikozidazių katalizuojamos reakcijos 

turi ir apribojimus: sunku atlikti reakciją palankią sintezės, o ne hidrolizės 

kryptimi, be to reakcijos produktas irgi yra glikozidazių substratas, kuris gali 

būti hidrolizuojamas. Taigi glikozidazių transglikozilinimo produktų išeigos 

yra nedidelės. Siekiant padidinti išeigas, yra naudojamos skirtingos 

strategijos, pagrįstos substratų koncentracijos, molinio donoro ir akceptoriaus 

santykio, temperatūros ir pH optimizavimu, arba kuriami aktyvesni fermentų 

mutantai [167]. 

3.4.1.1. β-D-galaktoziluridino fermentinė sintezė 

Fermentinė galaktozilnukleozidų sintezė buvo atlikta remiantis 

publikacijomis [168] [169] [170]. Atlikus keletą eksperimentų ir išanalizavus 

nukleozidų galaktozilinimo reakcijos efektyvumus, nuspręsta atrankoms 

naudoti modifikuotą 2´-deoksiuridiną, kaip labiausiai priimtiną substratą. 2´-

deoksiuridino galaktozilinimo reakcijoje galaktozės donoru pasirinktas o-

nitrofenil-β-D-galaktopiranozidas (oNP-Gal). Reakcija atlikta kaip nurodyta 

2.2.29 skyriuje. Reakcijos eiga stebėta plonasluoksnės chromatografijos 

metodu. TLC ir HPLC-MS analizė parodė, 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 mišinio HPLC-MC analizė. Pirma smailė – mišinys iš dU (Mr 

228), monogalaktozil-dU (Mr 390), digalktozil-dU (Mr 552) ir o-NP-galaktozido (Mr 

301), antra smailė – 2´-deoksiuridinas, trečia smailė – o-NP – digalaktozidas (Mr 

480). Visi produktai stebimi teigiamos jonizacijos spektre. 

Reakcijos produktai buvo išgryninti atvirkščių fazių C18 sorbento 

kolonėlės pagalba, naudojant 

„AKTApurifier“ sistemą. 

Produktai išskirstyti naudojant 

vandens – 50% metanolio mišinį 

(10 kolonos tūrių, 0–100% 

gradiente). Produktų atskyrimui 

procesas kartotas kelis kartus. 

Gryninimo eiga stebėta TLC ir 

HPLC-MC metodais (3.19 ir 3.20 

pav.). 

Chromatografijos būdu 

pavyko išgryninti substratą 

monogalaktozil-dU (3.21 pav). 

Reakcijos produktas buvo 

pakartotinai patikrintas hidrolizės 

reakcijoje su β-D-galaktozidazę 

Lactazyme-BTM: mono-galaktozil-dU buvo hidrolizuojamas iki deoksiuridino. 

3.20 pav. Reakcijos produktų gryninimo 

eigos TLC plokštelės nuotrauka UV 

šviesoje: 1 – užnešimas, 2-14 – frakcijos. 

a – o-NP, b – o-NP-galaktozidas (likęs 

nehidrolizuotas substratas), c – dU (likęs 

nemodifikuotas), d – o-NP-digaktozidas, e 

– monogalaktozil-dU, f – digalaktozil-dU. 
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3.21 pav. Išgryninto monogalaktozil-dU analizė. TLC plokštelė: 1 – galaktozil-dU, 2 

– dU, HPLC-MC smailė atitnka mono galaktozil-dU molekulinę masę Mr 390. 

Išgrynintas produktas buvo panaudotas β-D-galaktozidazės geno 

raiškos patikrai in vivo. 

3.4.1.2. β-galaktozidazių raiškos patikra selektyvioje M9 terpėje 

β-D-galaktozidazės raiška in vivo buvo patikrinta selektyvioje 

agarizuotoje M9 terpėje su išgrynintu β-

D-galaktozildeoksiuridinu. pUC19 (su 

LacZ β-D-galaktozidaze) ir pUC19 

_Pla1 (pertrauktas galaktozidazės 

genas) plazmidėmis transformuotos E. 

coli DH10B ∆pyrFEC ląstelės 

inkubuotos 2 paras 37 °C temperatūroje 

M9 terpėje su β-D-galaktozil-dU kaip 

vieninteliu uridino šaltiniu. Ląstelės su 

galaktozidazės genu užaugo, o be šio 

geno – ne (3.22 pav.) Tai parodo, kad 

toks metodas gali būti taikomas 

glikozidazių atrankoms. 

Kitas darbo etapas buvo sukurti 

fukozidazių atrankos metodą uridino E. 

coli auksotrofo ir tinkamo substrato pagrindu. 

  

3.22 pav. β-D-galaktozidazės 

selekcija M9 terpėje su β-D-

galaktozil-dU kaip vieninteiu uridino 

šaltiniu. - β-D-gal – ląstelės be 

galaktozidazės geno, + β-D-gal – su 

galaktozidazės genu. 
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3.4.2. α-L-Fukozidazių atrankos modelinio metodo kūrimas 

Kaip ir galaktozidazių atrankos modeliniame metode, fukozidazių 

atranka paremta E. coli uridino auksotrofo kamieno DH10B ∆pyrFEC 

panaudojimu, substratu naudojat α-L-fukozildeoksiuridiną. Jei į M9 

mineralinę terpę įdedamas fukoziluridinas kaip vienintelis uridino šaltinis, tai 

augs tik klonai, kuriuose yra fukozidazės genas ir vyksta šio geno raiška. 

Atrankai reikalingo substrato rinkoje nėra, tai pirmiausia reikėjo atlikti 

fukozilnukleozido sintezę. Deja, bet fukozidazių prieinamumas irgi yra labai 

mažas, o patys fermentai be galo brangūs ar nepakankamo aktyvumo. Dėl šių 

priežasčių α-L-fukozidazė buvo klonuota ir gryninta Molekulinės 

mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje (Biochemijos institutas, GMC, 

VU). Fukozidazių paieškai buvo pasinaudota galimybe bioinformatiniais 

metodais patyrinėti metagenominę DNR, išskirtą iš Kuršių marių vandenų 

mikroorganizmų. Genominę DNR išskirta ir naujos kartos sekoskaita buvo 

atlikta kolegų iš Klaipėdos universiteto Jūrų tyrimų instituto. Pagal sekų 

homologus NCBI duomenų bazėje buvo atsirinktos keturios fukozidazės. 

Parinkus pradmenis, šios fukozidazės buvo sėkmingai klonuotos į pLATE31 

vektorius. Ištyrus genų raišką E. coli ląstelėse, nustatyta, kad viena iš keturių 

glikozidazių – 62Fuc1 – hidrolizavo chromogeninį substratą α-L-

fukopiranozidą (aktyvumui įvertinti buvo naudoti p-nitrofenolio α-L-

fukopiranozidas ir β-D-fukopiranozidas). Šis fermentas buvo plačiau 

panagrinėtas ir panaudotas biokatalizatoriumi fukozilnukleozido sintezės 

reakcijoje. Kitų fukozidazių tolimesni sėkmingi tyrimai buvo atlikti MMB 

(BCHI, GMC, VU) skyriaus darbuotojų ir šiame darbe nebus aptarti. 
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3.4.3. 62Fuc1 sekos analizė 

62Fuc1 yra 569 amino rūgščių polipeptidas (64 kDa). Remiantis 

HHPred analize, 62Fuc1 fukozidazės artimiausias homologas (identiškumas 

27%) yra α-L-fukozidazė iš Bacteroides thetaiotaomicron (PDB 4J27), 

priklausanti GH29 glikozidazių šeimai. α-L-fukozidazė iš Bacteroides 

thetaiotaomicron yra 450 amino rūgščių polipeptidas, kurios tretinė struktūra 

sudaryta iš dviejų identiškų polipeptidinių grandinių. Palyginus homologiškų 

baltymų sekas, analizuojama 62Fuc1 fukozidazė turi daugiau negu 100 amino 

rūgščių ilgesnę C galinės srities seką (3.23 pav.). 

 

3.23 pav. 62Fuc1 vizualus sekų ilgių ir homologijos palyginys.  

62Fuc1 fukozidazės 1–422 amino rūgščių seka (3.24 pav.) yra 

homologiška Bacteroides thetaiotaomicron fukozidazei, tuo tarpu C galinės 

srities 465–569 a. r. seka artima (identiškumas tik 10%) galaktozės surišančio 

domeno sekai (PDB 4QHW). 
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3.24 pav. 62Fuc1 fukozidazės ir jos artimiausio homologo palyginys. 62Fuc1 turi 

ilgesnę C galinę sritį. 

I-Tasser baltymo struktūros ir funkcijos analizės įrankio pasiūlytame 

modelyje C galinė seka taip pat yra tarsi atskirai nuo katalizinio domeno (3.25 

pav). Konstruktas be C galinės srities 1–422 a.r. ilgio buvo neaktyvus. Taigi 

ši sritis greičiausiai yra būtina substrato surišimui ir arba aktyvios struktūros 

formavimui. Atliktos molekulinės dinamikos analizės duomenimis (atliko dr. 

A. Laurynėnas) katalizinės amino rūgštys galėtų būti Asp202 ir Glu257. 
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3.25 pav. 62Fuc1 polipeptidinės grandinės A modelis (modeliuota I-Tasser). C galinė 

sritis pažymėta geltona ir raudona spalvomis. Galimai katalizinės amino rūgštys yra 

aspartatas 202 ir glutamatas 257 (D202 ir E257 pažymėti raudonai).  

Detaliau struktūros modelis nenagrinėtas, o vertintos fermento 

katalizinės savybės, aprašytos sekančiame skyriuje. 

3.4.4. Fukozildeoksiuridino fermentinė sintezė 

Remiantis publikacijomis [171] [35] buvo atliktos fukozilinimo 

reakcijos su įvairiais nukleozidais, fukozilo donoru panaudojant α-L-

fukozilpiranozidą (pNP-Fuc). TLC plokštelėje buvo stebimas kai kurių 

produktų susidarymas, tačiau reakcijų efektyvumai buvo labai maži. Išeigai 

pagerinti buvo remtasi tokiomis strategijomis: keisti akceptoriaus ir donoro 

santykį, tai yra didinti jų koncentraciją, buferinio tirpalo pH ir temperatūrą. 

Siekiant padidinti donoro ir akceptoriaus molinę koncetraciją mišinyje, 

pirmiausia reikėjo išspręsti p-nitrofenilfukopiranozido tirpumo problemą – 

vandeniniame tirpale jo tirpumas yra nepakankamas (~5 mM), bet šis junginys 

puikiai tirpsta DMSO ir DMF tirpaluose, todėl pirmiausia buvo įvertintas 

fermento 62Fuc1 jautrumas šiems tirpikliams (3.26 pav.). Iš gautų rezultatų 

nustatyta, kad 62Fuc1 fukozidazė ya jautri DMF tirpikliui ir jau esant 10% 

DMF koncentracijai, slopinama pNP-Fuc hidrolizė, o esant 50% jau pilnai 

blokuojamas fermentinis aktyvumas. DMSO tolerancija yra gerokai didesnė: 

reakcijos slopinimas stebimas, kai DMSO koncentracija yra 30% ir daugiau, 
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o hidrolizė nebevyksta esant 70% DMSO. Reakcija atlikta mišinyje su 2'-dU 

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

Įvertinus buferinio 

tirpalo pH įtaką, nustatyta, 

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 aprašyta 2.2.28 

skyriuje. Taip pat įvertinta 

temperatūros įtaka – keliant 

temperatūrą iki 40°C 

reakcijos efektyvumas 

nedidėja, o esant 45°C 

fermento hidrolizinis 

aktyvumas mažėja (3.27 

pav.). Taigi, išlaikant donoro 

ir akceptoriaus santykį 3:1, 

reagentų koncentracija 

reakcijos mišinyje 

padidinta iki 120 mM 

akceptoriaus ir 40 mM 

donoro. Inkubacijos laiko 

ilginimas šiuo atveju nėra 

tikslingas, kadangi pats 

produktas yra tuo pačiu ir 

substratas, kas greičiausiai 

mažintų išeigą. 

Atlikus 2'-

deoksiuridino fukozilo 

grupės prijungimo 

reakciją, produktas n-O-

fukozil-dU grynintas atvirkščių fazių C18 kolonėlės pagalba, naudojant 

„AKTApurifier“ sistemą. Produktai išskirstomi naudojant vandens – 50% 

metanolio mišinį (10 kolonos tūrių 0–100% gradiente). Produktų atskyrimui 

procesas kartotas kelis kartus. Išgrynintas produktas analizuotas TLC ir 

3.26 pav . DMF ir DMSO įtaka 62Fuc1 

aktyvumui. Reakcijos mišinys susideda iš dU 

ir pNP-Fuc DMF ar DMSO atitinkamai 

koncentracija reakcijos mišiniuose: 1 ir 7 – 

kontrolė (reakcijos mišinys be fermento, su 

70% tirpiklio, 2, 8 – 10%, 3, 9 – 30%, 4, 10 

– 50%, 5, 11 – 70%, 6, 12 – dU. a – pNP, b 

– pNP-Fuc, c – dU, d – Fukozil-dU. 

3.27 pav. pH įtakos 62Fuc1 fukozidazei 

vertinimas. 1 – pH 5,0, 2 – pH 6,0, 3 – pH 7,0, 

4 – pH 8,0, 5 – pH 9,0, 6 – 8 pH8,0, 40°C, 

62Fuc1 fermento kiekiai 1x, , ½ x, 2x 

atitinkamai, 9 – pH 8,0 45°C, 10 – dU, 11 – 

kontrolė – reakcijos mišinys be fermento, 12 –

pH 7,5, 13 – dU (kontrolė,). a– pNp, b –pNP-

Fuc, c– dU, d – produktas n-

fukozildeoksiuridinas. 
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HPLC-MC metodais (3.28 pav.). TLC plokštelėje matomas vienas produktas, 

tuo tarpu HPLC-MC matomos dvi smailės su vienoda 374 g/mol moline mase, 

kas atitinka apskaičiuotą monofukozildeoksiuridino molinę masę. 

3.28 pav. Išgryninto fukozil-dU HPLC-MC analizė. Abi smailės atitinka 374 molinę 

masę. TLC- plokštelėje matoma viena dėmė: 1- fukozil-dU, 2 –dU (kontrolė). 

Taigi reakcijos produktai greičiausiai yra du – 5´- ir 3´-O-fukozil-

2´deoksiuridinai. 

Kitos fukozilinimo reakcijos su įvairiais akceptoriais buvo atliktos kalio 

fosfato buferiniaime tirpale pH 7,5, 37 °C temperatūroje, išlaikant 3:1 molinį 

santykį tarp akceptoriaus ir pNP-Fuc (2.2.29 skyrius). Gauti rezultatai pateikti 

3.5 lentelėje. Produktai buvo detektuojami TLC ir HPLC-MS. HPLC-MS 

spektrai pateikti priede 6P–7P paveiksluose. 

3.5 lentelė. Fukozilo grupės prijungimas prie įvairių organinių junginių. 

Akceptorius Produktų susidarymas 

U taip 

2´,3´-ddU nedetektuotas 

2´,5´-ddU Labai mažas kiekis 

2´dC nedetektuotas 

X-gal taip 

Metil-α-L-fukopiranozidas nedetektuotas 

IPTG nedetektuotas 

pNP-Fuc taip 

oNP-Gal nedetektuotas 

Atlikus analizę, paaiškėjo, kad 62Fuc1 fukozidazė katalizuoja glikozilo 

pernašos reakciją 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 

mažas. Fukozilo grupės pernaša taip pat vykdoma ant X-Gal ir pNP-Fuc, bet 

ne ant metil-α-L-fukopiranozido, IPTG ar oNP-Gal. 

3.4.5. 62Fuc1 fukozidazės geno raiškos patikra 

62Fuc1 raiška in vivo buvo patikrinta selektyvioje agarizuotoje M9 

terpėje su pagamintu fukozildeoksiuridinu. E. coli HMS174 ∆pyrFEC ląstelės 

transformuotos plazmidėmis pLATE31-62Fuc1 (su fukozidaze) ir pET21b (be 

fukozidazės, kaip kontrolė) inkubuotos M9 terpėje su fukozil-dU kaip 

vieninteliu uridino šaltiniu 37 °C temperatūroje. Silpnas klonų augimas buvo 

stebimas tik po 4 parų (3.29 pav.). 

Silpno augimo priežastys gali būti 

susijusios su nepakankama 62Fuc1 

geno raiška arba dėl apsunkinto 

substrato patekimo į ląsteles iš 

mitybinės terpės. Iš raiškos sąlygų 

tyrimų yra žinoma, kad 62Fuc1 

ekspresija E. coli HMS174 kamiene 

yra labai silpna. Dėl to 62Fuc1 genas 

buvo klonuotas į pUC19 vektorių 

(apimant numanomo natyvaus 

promotoriaus sritį), šia plazmide 

transformuotos kompetentinės E. coli 

DH10B ∆pyrFEC ląstelės ir 62Fuc1 

geno raiška patikrinta selektyvioje M9 

terpėje su fukozil-dU. Deja, bet klonų 

augimas nebuvo stebimas (duomenys 

neparodyti). 

Siekiant nustatyti silpno augimo priežastį, E. coli HMS174 

∆pyrFEC/pLATE31-62Fuc1 (fukozidazės raiškos patikrai) ir DH10B 

∆pyrFEC/pUC19 (galaktozidazės raiškos patikrai) ląstelės buvo kultivuotos, 

indukuota glikozidazių genų raiška ir analizuotos galaktozil-dU ir fukozil-dU 

hidrolizės reakcijos produktai ardytų ultragarsu ir neardytų ląstelių reakcijos 

mišiniuose (3.30 pav.).  

3.29 pav. 62Fuc1 fukozidazės 

selekcija M9 terpėje su α-L-

fukozil-dU kaip vieninteiu uridino 

šaltiniu. - α-L-Fuc – ląstelės be 

fukozidazės geno, + α-L-Fuc – su 

fukozidazės genu. 
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Tokiu būdu norėta patikrinti, ar 

ląstelėse tiesiog nevyksta geno 

raiška, ar fukozil-dU substratas 

nepatenka į ląsteles ir dėl to 

ląstelių kolonijos neauga. Buvo 

iškelta prielaida, kad jei 

substratas nepatenka į ląsteles, 

tai hidrolizės produktus turėtume 

matyti tik suardytų ląstelių 

frakcijoje, o jei vyksta silpna 

glikozidazių genų raiška, tai 

substratų hidrolizė turėtų lėtai 

vykti tiek ardytų, tiek neardytų 

ląstelių frakcijose. Atlikus TLC 

analizę, paaiškėjo, kad 

galaktozidazė hidrolizuoja Gal-

dU (1 ir 2 takas) mišiniuose tiek su ardytomis, tiek su neardytomis ląstelėmis. 

Tuo tarpu fukozidazė labai silpnai hidrolizuoja Fuc-dU suardžius ląsteles (8 

takas), o mėginyje su neardytomis ląstelėmis hidrolizė iš vis nevyksta (7 

takas). Iš hidrolizės analizės rezultatų galima daryti išvadą, kad 62Fuc1 geno 

raiška pLATE31 vektoriuje HMS174 ∆pyrFEC kamiene yra labai silpna, nes 

po 2 val inkubacijos tik nedidelė fukozil-dU substrato dalis yra hidrolizuojama 

ardytų ląstelių frakcijoje. Kai tuo tarpu galaktozidazė pilnai hidrolizuoja 

galaktozil-dU tomis pačiomis sąlygomis. Fuc-dU substrato patekimas į 

ląsteles taip pat yra apsunkintas. Jei vyktų aktyvus Fuc-dU substrato 

transportas į ląsteles, stebėtume substrato dėmės intensyvumo mažėjimą, bet 

gauti rezultatai to neparodė. 

3.5. Rezultatų apibendrinimas 

Šio darbo metu sukurti ir patikrinti du selektyvios atrankos metodai, 

skirti esterazių ir amidohidrolazių atrankai iš metagenominių bibliotekų, bei 

parodytas modelinis glikozidazių atrankos metodas. 

Sukurtas esterazių atrankos metodas yra greitas, didelio našumo ir 

patogus naudoti. Iš 30 klonų, atrinktų panaudojus acetil- ar heksanoil-uridinų 

substratus, tik 14 klonų formavo tributirino hidrolizės zonas, o atrinkti 

naudojant substratą tributiriną Tb7_1T ir Tb10_7T klonai nehidrolizavo 

modifikuotų uridino esterių. Selektyviai atrankai reikalingas substrato kiekis 

(1–2 mg/100 ml terpės) yra tūkstantį kartų mažesnis lyginant su naudojamu 

3.30 pav. Galaktozil-dU hidrolizė: 1 – 

pUC19 neardytos ląstelės, 2- pUC19 

ardytos ląstelės, 3- pET21b ląstelės 

(kontrolė), 4 ir 9 – dU; fukozil-dU 

hidrolizė: 5 – pET21b neardytos, 6 – 

pET21b ardytos ląstelės, 7 – pLATE31-

62Fuc1 neardytos, 8 – pLATE31-62Fuc1 

ardytos UG ląstelės.  
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tributirino kiekiu (1g/100 ml terpės), o selektyviai atrinktų klonų gauta 

dvigubai daugiau. Tai rodo, kad sukurtas selektyvus metodas yra jautresnis. 

Be to patikrinamų klonų kiekis viename procese yra bent trim eilėm didesnis. 

Šiuo metodu atrenkamos esterazės yra labai įvairios savo sekomis ir 

katalizinėmis savybėmis. Išanalizavus baltymų sekas ir atlikus filogenetinę jų 

analizę, paaiškėjo, kad atrinktos esterazės priklauso net 8 fermentų 

superšeimoms. Dešimties esterazių sekų artimiausi homologai priskiriami 

hipotetiniams baltymams, trys iš atrinktų fermentų priklauso glikozidų 

hidrolazių, N-acetiltransferazių ar DUF998 šeimoms. Literatūroje nėra 

duomenų, kad klasikiniais atrankos metodais ieškant esterazių ar lipazių būtų 

rasta šių šeimos atstovų. Tai įrodo, kad metodas tinka ir fermentų su nežinomu 

esteraziniu aktyvumu paieškai. 

Darbo metu įvykdyta 27 atrinktų esterazių genų raiška E. coli ląstelėse, 

išgryninti aktyvūs fermentai, bei patikrintas jų aktyvumas ir savitumas 

substratams, panaudojus pNP acetatą, butiratą, valeratą, dekanoatą, palmitatą 

ir stearatą. Nustatyta, kad dalis surastų fermentų pasižymi ne tik esteraziniu, 

bet taip pat laktamaziniu ir amidaziniu aktyvumais, bei pasižymi regio- ir 

stereo-savitaisiais aktyvumais. Esterazių atrankoje panaudojus acetiluridiną, 

atrinkti fermentai, efektyviau hidrolizuojantys pNP trumpų grandinių esterius, 

o heksanoiluridiną, rasti fermentai, gebantys hidrolizuoti ilgesnių grandinių 

esterius. Šie rezultatai parodė, kad substrato esterio grupė, naudojama 

atrankai, bent iš dalies lėmė pasirinkto fermentų specifiškumą. 

Sukurtas amidohidrolazių atrankos metodas leidžia greitai atrinkti 

unikalius fermentus tokius kaip D8_RL amidohidrolazę, paižyminčią labai 

plačiu substratų spektru, ar MO13_Est631 (MO13_Est537) katalizuojančią 

PET komponentų hidrolizę. Darbo metu vykdyta 8 atrinktų amidohidrolazių 

genų raiška E. coli ląstelėse, išgryninti 7 fermentai. Nustatyta, kad dalis 

surastų fermentų pasižymi amidohidrolaziniu, esteraziniu, o keletas iš jų ir 

laktamaziniu aktyvumais, kai kurie taip pat pasižymi regio-savitaisiais 

aktyvumais (BRM_Am, D8_Rl). Alifatinių amidų radikalų hidrolizės 

reakcijose atrinktos amidohidrolazės buvo labiau savitos ilgesnių acilų 

atžvilgiu, o esterinių jungčių hidrolizės reakcijose buvo stebimas atvirkščias 

efektas – efektyvesnė trumpų grandinių esterių hidrolizės katalizė. Atrinktų 

amidohidrolazių substratų spektras leidžia daryti išvadą, kad atrankai 

naudotas tiek substrato tipas (nukleozidas), tiek substrato šoninės amido 

grupės dydis (aromatinė grupė) bent iš dalies nulemia atrinkų fermentų 

biokatalizines savybes – atrinkti fermentai hidrolizavo nukleozidų amidus, bet 
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ne heterociklinių bazių amidus, išskyrus D8_RL hidrolazę, ir parodė didesnį 

savitumą aromatinių grupių pakaitams. 

Glikozidazių atrankos modelinio metodo rezultatai parodė, kad 

principinė metodo schema gali būti taikoma glikozidazių atrankai. Darbo 

eigoje susidurta su dviejų tipų problemomis – maža substrato sintezės išeiga 

ir nepakankama fukozidazės geno raiška. Esant gerai geno raiškai (LacZ 

galaktozidazė), uridino auksotrofo požymio kompensavimas in vivo yra 

stebimas, o kai geno raiška silpna (62Fuc1 fukozidazė), tai kolonijų augimas 

yra pernelyg lėtas. Siekiant padidinti glikozidazių atrankos efektyvumą reikia 

ieškoti geresnių fermento raiškos sąlygų, o efektyviai fukozilnukleozidų 

sintezei reakcijos pusiausvyrą paslinkti produkto sintezės, o ne hidrolizės 

kryptimi. Galimas sprendimo būdas yra 62Fuc1 mutagenezė (atsitiktinė arba 

tikslinė) ir patobulintų variantų atranka. Tai pat literatūroje yra duomenų [172] 

[173], kad pakeitus fukozidazės katalizinį nukleofilą, prarandamas 

hidrolizinis aktyvumas ir fukozidazė virsta fukosintaze. 

Šio darbo metu atrinkti fermentai turi potencialų panaudojimą 

įvairiuose srityse – nukleozidų modifikacijos reakcijose, vykdant 

stereoselektyvias, regioselektyvias sintezes. Atrinkta unikali amidohidrolazė 

D8_RL, kaip ir YqfB, turi ir industrinį, ir mokslinį susidomėjimą, nes ASCH 

domenus turinčių fermentų funkcijos dar yra labai menkai ištirtos, be to abu 

fermentai pasižymi puikiomis biokatalizinėmis savybėmis. 1315H esterazė 

gali būti panaudota kaip inkarinis membraninis baltymas, o MO13_Est537 

turi panaudojimo potencialą PET perdirbimo srityje. Mutagenezės pagalba 

galima būtų sukurti MO13_Est537 mutantų biblioteką ir ją patikrinti 

selektyvios atrankos metodu vietoj N4-benzoil-2'-deoksicitidino panaudojant 

struktūriškai artimesnį PET monomerams substratą. 

Didelį potencialą panaudojimui įvairiose chemofermentinėse sintezėse 

turi ir plataus substratų spektro esterazės ir amidohidrolazės SVG1, 

BRM_Am, D8_Rl, MO13Est537, bei enantioselektyvios esterazės 24T1, 

30T1, 30T2, SVG3, SVG1, 1315H. 

Didelis nukleozidų kaip substratų panaudojimo atrankoms privalumas 

yra tame, kad keičiant substrato acilo pakaitų grupes, galima atrinkti įvairius 

pageidaujamus fermentus. Šio metodo principą galima būtų pritaikyti ir kitų 

hidrolazių, pavyzdžiui nukleozidų/nukleotidų hidrolazių, atrankoms. Taip pat 

šios selektyvios atrankos turi potencialą plėstis, panaudojant kitų biosintezės 

kelių auksotrofų mutantus bei atitinkamus nukleozidus, nukleotidus ar 

heterociklinių bazių darinius, arba yra galimi metodų variantai paremti 

išgyvenimą salygojančių junginių sintezės, o ne hidrolizės principu. 
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IŠVADOS 

1. Sukurti selektyvios atrankos metodai, panaudojant uracilo auksotrofo E. 

coli kamieną bei sintetinius uridino esterius ar amidus, leidžia atrinkti iš 

metagenominių bibliotekų fermentus, pasižyminčius įvairaus atrankumo 

hidroliziniais aktyvumais ir priklausančius skirtingoms hidrolazių šeimoms. 

2. Sukurtas esterazių atrankos metodas lyginat su klasikiniu tributirino metodu 

yra jautresnis. Atrankai naudojamo substrato kiekis yra 103 kartų mažesnis, o 

fermentų atrenkama dvigubai daugiau. 

3. Atrinktos esterazės priklauso septynioms, o amidohidrolazės – keturioms 

fermentų šeimoms. Fermentai pasižymi skirtingu atrankumu tirtiems 

substratams. 

4. Esterazių ir amidohidrolazių metodai leidžia atrinkti fermentus su 

nežinomu ar nenustatytu aktyvumu. 50% atrinkų esterazių artimiausi 

homologai yra hipotetiniai baltymai arba su iki šiol nenustatytu esteraziniu 

aktyvumu, o amidohidrolazių atrankos metu rastos unikalios amidohidrolazės 

D8_Rl ir MO13_Est537. 

5. Atrankoms naudojamas tiek substratas, tiek substrato pakaito grupė lemia 

atrenkamų fermentų savitumą hidrolizuojamiems substratams reakcijose in 

vitro. 

6. Metagenominė 62Fuc1 fukozidazė yra α-L-fukozidazė, katalizuojanti 

transglikozilinimo reakciją, kai akceptorius yra (deoksi)uridinas, o glikozilo 

pakaito donoras – p-nitrofenol-α-L-fukopiranozidas. 

7. Parodytas glikozidazių atrankos metodo principas, panaudojant uracilo 

auksotrofo E. coli kamieną bei O-glikozilų deoksiuridinus, gali būti taikomas 

glikozidazių atrankai iš metagenomų. 
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PRIEDAI 

1P lentelė. Esterazių ir amidohidrolazių atrankoms panaudotos bibliotekos 

Meta-

genominė 

biblioteka 

DNR šaltinis 
Vektorius/fra

gmento 

įterpimo vieta 

Klonų ~ 

skaičius 

biblioteko

je 

Atrinkti 

fermentai 

L500 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

pentaacetilgliukoze 
pUC19/PstI 1 200 000 

3 (24T5, 24T1, 

24T3) 

5CRK9 Dirvožemis pUC19/PstI 170 000 2 (33T1, 33T3) 

KAU Dirvožemis pUC19/PstI 220,000 
3 (30T1, 30T2, 

45T3) 

RK7 Dirvožemis pUC19/PstI 1,120,000 
3 (36T1, 36T2, 

3T) 

GRU1 Dirvožemis pUC19/PstI 1,770,000 1 (GRU1) 

442 Dirvožemis pUC19/PstI 472,500 1 (12T) 

MO10 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

ketonais (dujų fazė) 

pUC19/HindI

II 
246,000 

3 (MO101T, 

MO4B, 

MO10_Am) 

SVGPA Dirvožemis 
pUC19/HindI

II 
100,000 

3 (SVG1 SVG3, 

SVGPA2) 

K3 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

aminais 

pUC19/Bam

HI 
20,000 

2 (K33H2, 

K3_Am) 

BD2 Dirvožemis pUC19/PstI 20,000 1 (BD2H) 

BD Dirvožemis pUC19/PstI 30,000 2 (BD1, BD9) 

PLA1 Nuosėdos* 
pUC19/Bam

HI 
400,000 1 (PLA1) 

EN1 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

aromatiniais 

aminais 

pUC19/HindI

II 
20,000 1 (EN1H) 
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Meta-

genominė 

biblioteka 

DNR šaltinis 
Vektorius/fra

gmento 

įterpimo vieta 

Klonų ~ 

skaičius 

biblioteko

je 

Atrinkti 

fermentai 

EN2 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

aromatiniais 

aminais 

pUC19/HindI

II 
20,000 1 (EN3H) 

CAP1 Dirvožemis pUC19/PstI 80,000 1 (CAP3H) 

1315 Dirvožemis 
pUC19/HindI

II 
20,000 1 (1315H) 

RIE 

Dirvožemis po 

praturtinimo su 

aromatiniais 

aminais 

pUC19/HindI

II 
10,000 1 (RIEB) 

4H 

Dirvožemis po 

praturtinimo su 

aromatiniais 

aminais 

pUC19/HindI

II 
10,000 1 (4H1T) 

CBD Dirvožemis pUC19/PstI 24,000 1 (C233) 

BLU13_BL

U mix 
Dirvožemis 

pUC19/HindI

II 
10,000 

2 (BRM_Am, 

D8_RL) 

MO13 

Dirvožemis, po 

praturtinimo su 

toluenu (dujų fazė) 

pUC19/PstI 110,000 

3 

(MO13_Est631, 

P4FUMM07_Ac

Am ir AmH) 

CIANURA 

Dirvožemis po 

praturtinimo su 5-

cianuracilu 

pUC19/PstI 100,000 1 (CIAN4) 

Žemių pavyzdžiai rinkti Vilniaus regione, Lietuvoje (54°40’N25°16’E); *nuosėdos - iš 

Platelių ežero, Plungės rajonas, Lietuva (56° 2'N21° 51') 
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1P pav. DMT hidrolizės produkto analizė 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 hidrolizės produkto analizė 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 hidrolizės produkto analizė HPLC-MS. a: N4-

acetilizocitozinas (Mr 153), b: izocitozino standartas (Mr 111), c: reakcijos produktas 

po N4-acetil-izocitozino inkubacijos su fermentu D8_RL. 
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4P pav. N4-benzoilcitidino hidrolizės produkto analizė HPLC-MS: N4-

benzoilcitidinas (Mr 347), b: citidino standartas (Mr 243), c: benzoinės rūgšties 

standartas (Mr 122), d: reakcijos produktas po N4-benzoilcitidino inkubacijos su 

D8_RL. 
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5P pav. N4-nicotinoil-2'-deoksicitidino hidrolizės produkto analizė HPLC-MS. a: N4-

nicotinoil-2'-deoksicitidinas (Mr 332), b: 2'-deoksicitidino standartas (Mr 227), c: 

nikotino rūgšties standartas (Mr 123), d: reakcijos produktas po N4-nicotinoil-2'-

deoksicitidino inkubacijos su D8_RL. 
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6P pav. Fukoziluridino HPLC-MS analizės spektras. a – reakcijos mišinys be 

fermento uridinas (Mr 244), pNP-fukopiranozidas (Mr 331); b – reakcijos mišinys po 

inkubacijos su fermentu fukoziluridinas (Mr 390), p-nitrofenolis (Mr 139). 
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7P pav. Fukozil-X-gal HPLC-MS analizės spektras. a – reakcijos mišinys be fermento 

X-Gal (Mr 409), pNP-fukopiranozidas (Mr 331); b – reakcijos mišinys po inkubacijos 

su fermentu fukoziluridinas (Mr 555), p-nitrofenolis (Mr 139). 
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