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1. CEL PRACY

Celem pracy byto opracowanie metody produkcji rekmrantowych enzymoéw,
wariantéw sekwencyjnych aktywnej w niskiej tempeara¢ esterazy EstS9 pochadg;
z psychrotolerancyjnych bakteRseudomonasp. S9, a tate oczyszczenie uzyskanych
enzymow, charakterystyka i porownanie ich dstavosci biochemicznych oraz ocena

ich potencjatu biotechnologicznego.
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2.STRESZCZENIE

Enzymy lipolityczne ze wzgtu na swoje unikalne cechy takie jak m.in.
chemo-, regio-, enancjoselektyw#dp a take zdolnd¢ do przeprowadzania reakcji
zarowno wsrodowisku wodnym jak i niewodnym staty¢csjedry z najwaniejszych
grup biokatalizatorow. Wykorzystywane gtownie w przem$le detergentow jako
dodatki dosrodkow piogcych, a take w przemyle spaywczym, farmaceutycznym i
syntezie organicznej. SzczegOlnie intergsej @ lipazy i esterazy pochogee z
mikroorganizmow psychrofilnych i psychrotolerancygh, ze wzgldu na zdolné&¢
wydajnej katalizy reakcji hydrolizy, syntezy estrdub transestryfikacji w obaonych
temperaturach. Zastosowanie enzyméw lipolitycznych  mikroorganizmow
adaptowanych do zimna niesie ze gobiele korzyci i jest alternatyw wobec
wykorzystania w przentje esteraz i lipaz pochogizych z mikroorganizmow
mezofilnych czy termofilnych. Po pierwsze, uthwia syntez wielu zwigzkéw
labilnych termicznie i ogranicza wygtowanie reakcji ubocznych mggych prowadz
do powstania niespecyficznych produktow. Po drugahnizenie temperatury
prowadzonego procesu minimalizuje ryzyko zanieozysaia mikroorganizmami
chorobotworczymi, a tale redukuje koszty produkcji np. poprzez ograniczealusci
energii ziaywanej do ogrzania bioreaktoréw.

W celu opracowania wydajnej metody produkcji rekamahtowych wariantow
sekwencyjnych enzymu esterolitycznego z  psychrmdoleyjnego  szczepu
Pseudomonasp. S9 zaprojektowano uklady ekspresyjne iliwiajace ich produkej
w bakteriach Escherichia coli oraz dradzach Pichia pastoris. W systemie
ekspresyjnymE. coli wyprodukowano dwa warianty biatek: EstS9Auto (boatk
zbudowane z domeny katalitycznej, domeny autoti@mem, domeny
oligohistydynowej) i EstS9short (biatko zbudowan@ameny katalitycznej i domeny
oligohistydynowej). Oba warianty biatek, tj. EstS84 i EstS9short, produkowane byty
w systemieE. coli w postaci nieaktywnej, w ciatkach inkluzyjnych. Ywigzku z
powyzszym, otrzymanie preparatow obu biatek whivdajacych oznaczenie ich
wiasciwosci enzymatycznych wymagato przeprowadzenia oczygsrazyclie biatek w
warunkach denaturagych, z zastosowaniem chromatografii metalopowiraiwa, a
nastpnie przeprowadzenia procesu renaturacji. W dabszyetapach pracy
przeprowadzono charakterystykiochemiczn rekombinantowego enzymu EstS9Auto,

8
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a take poréwnano jego aktywsé enzymatycze z uzyskanym preparatem
jednodomenowego wariantu esterazy - EstS9short.wWiMzku z pojawiaggcym se
problemem produkcji obu enzymow w formie ciat inkinych w komorkache. coli,
prac rozszerzono o przetestowanie innego uktadu ekgpesggo, tym razem opartego o
zastosowanie mezofilnych dmvy Pichia pastoris jako gospodarza ekspres;ji
heterologicznych gendwZaprojektowane uktady ekspresyjne uhwity uzyskanie
dwoch rekombinantowych biatek, tpEStS9Auto i aEstS9short. Charakterysiyk
biochemiczy przeprowadzono tylko dla biatka rekombiantowegestS9short, gdy
tylko w tym wypadku uzyskano sekredjiatka na zewstrz komorek dradzy. Dzigki
uzyciu dwéch ranych systemoéw ekspresyjnych udate @shgngé cel pracy jakim byto
m.in. porownanie charakterystyki enzymatycznej dwocGznych wariantow
sekwencyjnych esterazy poch@dej z psychrotolerancyjnych baktefiseudomonas
sp. S9. Ponadto, poréwnano wdavosci obu enzymdéw z wikgiwosciami
biochemicznymi innych opublikowanych aktywnych vgkiej temperaturze esteraz.

Esteraza EstS9Auto wykazuje ddavosci enzymatyczne typowe dla innych
dobrze scharakteryzowanych aktywnych w niskiej terafurze esteraz. Enzym ten
wykazuje najwysz aktywngé w temperaturze 38, pH 9,0 wobec nidanu
p-nitrofenylu. Jednate, termostabilng EstS9Auto jest diwo wyzsza od
termostabilnéci wickszaci esteraz aktywnych w niskiej temperaturze. Aktgsén
enzymatyczna esterazy EstS9Auto nie zmiengapsi 3 h inkubacji w temperaturze
60°C.

Dla poréwnania enzymaEstS9short najwiszz aktywnagé wykazuje w
temperaturze 60°C, natomiast preferowanym substrate katalizowanej reakcji
hydrolizy jest octamp-nitrofenylu. Ponadto, esteraza EstS9short zacho®@09 swojej
aktywnaici po 3 godzinnej inkubacji w zakresie temperat0rOD°C. Co warto tate
podkreli¢, enzymaEstS9short wyprodukowany w systemie ekspresyjfnpastoris
wykazuje wyszg aktywnadgé specyficzg (0,069 U/m@aka) hiz EStS9Short
wyprodukowany w systemie ekspresyjnfmcoli (0,0025 U/M@gais), jednak nksz niz
enzym EstS9Auto tadle wyprodukowany w systemie ekspresyjnyn coli (0,088

U/Mbiaika)-
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ABSTRACT

Lipolytic enzymes, due to their unique propertieghs as chemo-, regio-,
enantioselectivity and the ability to catalyse tears both in agueous and non-aqueous
media, have become one of the most important grotipgcatalysts. They are mainly
used in the detergent industry as additives indayidetergents, as well as in the food,
pharmaceutical and organic synthesis industriedicBlarly interesting are the lipases
and esterases from psychrotolerant and psychratrapkcroorganisms, due to their
ability to efficiently catalyse reactions of hydysis, ester synthesis or
transesterification at low temperatures. The usgofytic enzymes from cold-adapted
microorganisms has many advantages and is an atiterto the use of esterases and
lipases from mesophilic or thermophilic microorgans in the industry. Firstly, it
allows the synthesis of many thermally labile coonpaits and reduces the occurrence of
side reactions that may lead to the formation of-gpecific products. Secondly,
lowering the temperature of the process minimides risk of contamination with
pathogenic microorganisms and reduces productistsctor example by limiting the
amount of energy consumed to heat bioreactors.

In order to develop an efficient method for the darction of recombinant
sequence variants of the esterase fRemaudomonasp. S9Escherichia colandPichia
pastorisexpression systems were used. InEheoli expression system, two variants of
the protein were produced, EstS9Auto (consistshef N-terminal catalytic domain,
autotransporter domain, and C-terminal oligohisgdilomain) and EstS9Short (consists
of the N-terminal catalytic domain and C-termindigohistidine domain). Both
recombinant protein variants, EstS9Auto and Est@&®@stvere produced in an inactive
form (inclusion bodies). Accordingly, obtainingetlenzymatically active recombinant
proteins required: purification of these proteimsler denaturing conditions using metal
affinity chromatography, renaturation step, andydia to the urea-free buffer. Further,
the biochemical characteristics of the recombirzsiS9Auto enzyme were performed
and its enzymatic activity was compared with tHeeorecombinant variant of esterase-
EstS9short. Due to production of the proteins @tugsion bodies, we decided to test
another expression system based on the use of hiksoplls of yeasPichia pastoris
as a host, where both recombinant proteinSstS9Auto andaEstS9short, were
produced. Finally, we performed biochemical chamazation only of recombinant
protein aEstS9short, because only in this case proteinpmaguced outside the cell.

10
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The use of two different expression systems heljpedchieve the purpose of this
studies, i.e., to compare the properties of twedkht sequence variants of the esterase
from the psychrotrophic bacteriuRPseudomonasp. S9. In addition, the biochemical
properties of both enzymes were compared with l@ogbal properties of other well-
characterized low-temperature esterases.

Esterase EstS9Auto exhibits enzymatic propertigsicay for other well-
characterized esterases active at low temperafbre.enzyme has optimum activity at
a temperature of 35°C, pH 9.0 agaipstitrophenyl butyrate. However, the thermal
stability of this enzyme is much higher than therthal stability of most of the esterases
active at low temperatures. The enzymatic actiatyEstS9Auto esterase does not
change after 3 h incubation at 60°C.

For comparisonpEstS9short esterasxhibits the highest activity at 60°C ,
while the preferred substrate for hydrolysis pshitrophenyl acetate. In addition,
EstS9short esterase retains 90% of its activigr &thours incubation at 70-90°C. What
should also be notedEstS9short produced iR. pastorisexpression system has a
higher specific activity (0.069 U/mg protein) theatS9Short produced in an expression
system ofE. coli (0.0025 U/mg protein), but lower than the EstS®Aaiso produced in
theE. coliexpression system (0.088 U/mg protein).

11
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3. WSTEP

Enzymy lipolityczne ze wzgtu na ich szerokie praktyczne zastosowanie s
jedmg z najwaniejszych grup biokatalizatorow stosowanych we wsEsnej
biotechnologii. Wynika to w diej mierze z faktuze enzymy te przeprowadzagakcje
zaréwno w srodowisku wodnym jak i niewodnym. Charakterygzugic wysoky
stabilngcig, chemo-, regio- i enancjoselektywic® oraz posiadgj zdolng¢ do
hydrolizy szerokiego spektrum substratow.

Enzymy lipolityczne naley do grupy hydrolaz, ktére w obecwd wody,
katalizup reakcg hydrolizy wigzah estrowych w cgsteczkach glicerydow, np.
katalizup reakcg hydrolizy triglicerdow do diglicerydow, monogliggtow, kwasow
monokarboksylowych i glicerolu. Enzymy lipolityczriatalizup reakcje hydrolizy
gliceryddw na granicy faz lipid-woda. Substraty alip charakteryzgj sic nisky
rozpuszczalneia w wodzie. S4d, enzymy te katalizaj reakcje hydrolizy wgzan
estrowych na powierzchni gdzyfazowej, tj. pomidzy faz nierozpuszczaf w
wodzie, stanowica substrat np. trigliceryd, a fazvodrg, w ktérej rozpuszczony jest
enzym (Saxena i in., 1999). Co im&, wraz ze spadkiem #6 czgsteczek wody w
srodowisku, z reakej hydrolizy estrow zaczyna konkurowaeakcja ich syntezy.
Ostatecznie, to atenie casteczek wody w otoczeniu enzymu lipolitycznego
determinuje kierunek reakcji (Gupta i in., 2004)eaRcja odwrotna - estryfikacja,
formowanie glicerydow z kwasOw monokarboksylowyclglicerolu, zachodzi przy
niskiej zawartéci wody w srodowisku reakcji (Wong, 1995; Saxena i in., 1999).
Trzecim typem reakcji jaki mag katalizow& enzymy lipolityczne jest reakcja
transestryfikacji. W zalaosci od warunkow, a w szczegokw od tego czy drugim z
substratow reakcji poza estrem jest inny esteghadlk amina bhdz kwas karboksylowy,
powstaj specyficzne produkty reakcji transestryfikacji €R¥).

Podsumowujc, enzymy lipolityczne katalizyjtrzy typy reakcji: hydrolizy estrow,
syntezy estrow i transestryfikacji (Rys. 1) (Saxeima,1999; Jaeger i in., 1994).

Ze wzgkdu na swoje unikalne cechy, lipazy i esterazy ziglaszereg
zastosowa w przemyle detergentdéw, spgwczym, skérzanym, wiokienniczym,
farmaceutycznym, kosmetycznym, papierniczym i itmycWickszag¢ znanych
enzymow lipolitycznych wyizolowano z bakterii i gtow (Jeager i in., 2002).
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Hydroliza triacylogliceroli:

Jl
SN TN
O OH
0
M i
o F SEH e OH ¥ o HOJK./\/\/\

O

HK/\/\/\

OH

Triacyloglicerol Glicerol Kwasy ttuszczowe

Synteza estrow:

R— ¢ — OH + R, OH —> Rj— %— OR, + H,0
O O
Reakcje transestryfikaciji:

* Acydoliza
R— C—OR;, + Rs—C—OH—» R;—C—OR, + R— C—O0OH

I Il 1 I
0 0 0 0

+ Alkoholiza

R;—ﬁ—DR; + Rs—OH —» Ri— C—OR; + R—OH
0 0

* Wymiana estrowe

R,—:I:I— OR, + Rg—ﬁ—DFh_—> R1—ﬁ— OR; + Ra—ﬁ—c:mg
0 0 0 0

« Aminoliza
Rl—_c _OR2 4+ Rg_NHg___’ Rj__ ﬁ_NHRg + RE_OH

O O

Rys. 1. Typy reakcjkatalizowanych przez enzymy lipolitycznSaxena i in., 199¢
Jaeger i in., 1994). RR,, Rs, R4 - nierozga¢zione tacuchy wglowodorowe o rénej
liczbie atoméw wgla.
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3.1 Specyficzné¢ enzymow lipolitycznych

Enzymy lipolityczne meéna podziek ze wzgédu na ich specyficzrio
substratow na lipazy i esterazy (Wong, 1995). W reakcji lojdy preferowanym
substratem  lipaz gs triacyloglicerole  zawiergfe  taicuchy  kwasow
monokarboksylowych o dlugoi rownej kdz wickszej nz 10 atomdéw wgla.
Natomiast mianem esteraz olee si te enzymy lipolityczne, ktore katalizigh
hydrolizz mniejszych cgsteczek estrow, e%ciowo rozpuszczalnych w wodzie
triacylogliceroli, posiadagych krétkie tacuchy kwaséw monokarboksylowych (mnigj
niz 10 atoméw wgla) (Jeager i in., 2002).

Specyficzné¢ pozycyjna (regioselektywdé) enzymow lipolitycznych, to
preferencja poszczegodlnych lipaz do katalizowareakeji hydrolizy okrélonych
wigzan estrowych triacylogliceroli. Enzymy lipolityczneazwyczaj nie katalizgj
reakcji hydrolizy wizan estrowych tworzonych z udziatem grupy hydroksylpwe
znajdupcej st w pozycji 2 casteczki glicerolu. Jednak, w casteczkach
monoacylogliceroli dochodzi do powolnego przeestoania, prowadgego do
migracji reszty kwasu tluszczowego z tej pozycjignape hydroksylows znajdugca sie
w pozycji 1 (pozycjan) czgsteczki glicerolu, a naginie hydrolizy tego ostatniego
wigzania estrowego (Saxena i in., 1999).

Stereospecyficzrid enzymow lipolitycznych to zdoldé do ,rozr&nienia”
przez centrum aktywne enzymu konformaciji przesmeggrup acylowych w obbie
hydrolizowanego estru. Lipazy mgg rozr&nia¢ dwie odebne casteczki
enancjomerdéw, 4wz dwie chemicznie identyczne, ale stereochemicznienea
enancjomeryczne grupy wewtrz prochiralnych cgsteczek substratu. W rezultacie
oznacza to,ze katalizup one przemiap tylko jednej z obecnych ggteczek

enancjomeru w mieszaninie racemicznej (Wong, 198%gna i in., 1999).

3.2 Struktura enzymoéw lipolitycznych

Wickszas¢ lipaz 1 esteraz naby do o/f hydrolaz. Rdzé@ enzymow
lipolitycznych najczsciej sktada s z admiu B-kartek, przy czym druga z nich atma
jest antyréwnolegle do pozostatych. §&zeparod agmiu B-kartek $3-$8) pokczonych
jest strukturamio-helikalnymi (Rys. 2). Wieleo/f hydrolaz, w tym enzymow
lipolitycznych, nazywa si hydrolazami serynowymi. Hydrolazy serynowe posjiada

triade katalityczry sktadagca sic z reszt seryny, histydyny i kwasu asparginowegdz b
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kwasu glutaminowego (Hausmann i in., 2010). Resetgny znajduje siz reguty
wewmngtrz zakonserwowanego ewolucyjnie pentapetydu G-X-S; gdzie X oznacza
dowolm resz¢ aminokwasow. Petla, w ktorej znajduje gireszta seryny nazywana jest

»nukleofilowym tokciem” (Hausmann i in., 2010).

Rys 2. Struktura kanoniczndp-hydrolaz. Na rysunku-helisa przedstawiona jest za pomoc
walca, B-kartka to zacieniona strzatka. Wedha pozycja reszt aminokwasowych centrum
aktywnego pokazana jest w formie czarnych kropebkl®bfilem jest reszta aminokwasowa
znajdupca st za 5 B-kartka, reszta Asp/Glu jest zlokalizowana zap#kartka, reszta His
znajduje s w petli pomiedzy B8 i aF (Jaeger i in., 1999).

3.3  Struktura  enzymoéw lipolitycznych ~ pochodacych  z
mikroorganizméw adaptowanych do zimna

Prowadac studium literaturowe skupige s¢ na adaptowanych do zimna
enzymach lipolitycznych, spotkatamesi pracami péwigconymi badaniom struktury
tych enzymdéw. W pracach tych analizowanozniée w strukturze enzymoéw
lipolitycznych  izolowanych z mikroorganizméw adaptmych do zimna
(psychrofilnych i psychrotolerancyjnych), mezofithyi termofilnych poszukgg cech
wptywajacych na zdoln& enzymoéw lipolitycznych do prowadzenia sprawnepkay

reakcji hydrolizy estrow w niskich temperaturach.ickéza¢ dostpnej literatury
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odnosi s¢ do r@nic w liczbie mostkéw solnych, oddziatywadnydrofobowych, liczby
reszt proliny, argininy i glicyny, a tak diugdci i sktadu aminokwasowegocit
znajdupcych sg¢ miedzy strukturamia-helis i B-kartek w casteczkach badanych
enzymow w zalenosci od ich pochodzenia (Kovacic i in., 2016). Ustedaownie:, ze
za wysolg sprawné¢ katalityczy enzymow lipolitycznych aktywnych w niskich
temperaturach najprawdopodobniej odpowiadackszona elastyczié ich taacucha
polipeptydowego w niskich temperaturach, w porévimanwynikami uzyskanymi na
podstawie analizy @steczek enzyméw lipolitycznych  izolowanych z
mikroorganizmow mezofilnych lub termofilnych (Kovaci in., 2016), (Babu i in.,
2008). Na przykiad, molekularne modelowanie lipgmychodacej z antarktycznej,
psychrofilnej bakteriPseudomonas immobilisykazato: a) niski udziat reszt argininy
w stosunku do reszt lizyny i nigkzawart@¢ reszt proliny (prawdopodobnie niska
zawartd¢ reszt proliny i argininy odpowiedzialna jest zaigszenie elastyczioi
szkieletu biatka) oraz b) ogdlny spadek liczby temminokwasoéw niepolarnych, przy
jednoczesnym zwkszeniu ilgci tych reszt na powierzchnigsteczki enzymu. Wynika
to prawdopodobnie z faktu;e wzrost liczby reszt aminokwasow niepolarnych na
powierzchni enzymu jest odpowiedzialny za destadhip ptaszcza wodnego
otaczagcego enzym. Dodatkowo, adaptacji do prowadzeniaaligsit w niskich
temperaturach sprzyja zredukowana liczba mostkéimysb oraz niewielki udziat
oddziatywa pierscieni aromatycznych znajdigych s¢ w resztach aminokwasow
aromatycznych w obbie czsteczki enzymu (Babu i in., 2008; Mohamad Ali i,in.
2013).

3.4 Kinetyka i mechanizm reakcji hydrolizy katalizovane] przez
enzymy lipolityczne

W przeciwigistwie do lipaz, esterazy spelaagaleznos¢ Michaelisa-Menten,
tzn. reakcje katalizowane przez esterazyagss maksymalg szybkaé¢ przed
nasyceniem roztworu przez substrat. Aktygdipaz natomiast nie jest funkcj
stezenia substratu. Wzrost aktywdod lipaz obserwuje gi po osignicciu takiego
stezenia substratu, przy ktorym jestzjlon nierozpuszczalny w wodzie i zaczyna
tworzy¢ emulsg (Wong, 1995; Jaeger i in., 1999). Lipazy podlegdwisku aktywacji
migdzyfazowej na granicy faz woda/olej (Wong, 1995pazy, aby mogty katalizowa
reakcg hydrolizy, musz przenikrg¢é do przestrzeni mdzyfazowej, gdzie kontakt
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enzymu z hydrofobowym substratem indukuje zrai@go konformacji, co w rezultacie
powoduje wzrost jego aktywsa. Triada katalityczna ostogta jest tzw. wiekiem (ang.
lid), czyli ruchomym oligopeptydem. W pierwszym @t reakcji dochodzi do
aktywacji enzymu, otwarcia wieka, co inicjowanetjpezez kontakt z hydrofobowym
substratem. Nagbnie, tworzy s kompleks enzym-substrat. Po zakpeniu reakciji
hydrolizy nastpuje uwolnienie enzymu wcgaiej zaadsorbowanego na powierzchni
substratu (Wong, 1995).

Z chemicznego punktu widzenia hydroliza substratialkzowana przez enzymy
lipolityczne odbywa si w dwoch etapach. Pierwszy rozpoczyna aiakiem atomu
tlenu grupy hydroksylowej nukleofilowej reszty seyyna aktywny karbonylowy atom
wegla triacyloglicerolu (Rys. 3a). W ten sposéb uteary zostaje ujemnie
natadowany, tetraedryczny produktspedni. Produkt ten stabilizowany jest dipolem
helisy C, wiazaniami wodorowymi pomdzy negatywnie natadowanym atomem tlenu
grupy karbonylowej (ang. oxyanion) i przynajmnieyvidma grupami NH (ang.
oxyanion hole) (Rys. 3b). Kolejny etap to deacydagjodczas ktorej reszty histydyny
aktywujg czasteczk wody poprzez oderwanie od niej protonu. W ¢psttwie jon OH
atakuje atom wgla grupy karbonylowej oksoanionu. Y¥anie estrowe mdzy reszj
seryny i acylow czscia triacyloglicerolu zostaje rozerwane w wyniku prazeszczenia
protonu z reszty histydyny na atom tlenu aktywmsjzty seryny (Rys. 3c). Napuje
uwolnienie produktu i cgsteczki enzymu (Rys. 3d) (Jaeger i in., 1999). Bualie

mechanizmu przebiegu opisanej reakcji przedstawjestyna rysunku 3.
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Rys 3. Schemat reakcji hydrolizy substratu katahiaoe] przez enzymy lipolityczne
(Jaegeriin., 1999).

3.5 Wpltyw pH i temperatury na aktywnosé¢ enzymow lipolitycznych

Optymalna temperatura dziatania enzymow lipolityeinz reguty migci sie w
zakresie 30-35°C dla enzyméw pochgazch z organizmdéw mezofilnych oraz 40-60°C
dla enzymoOw izolowanych z organizméw termofilnycBaxena i in., 1999). Z
psychrofilnych i psychrotolerancyjnych mikroorgami@aw izolowano enzymy
lipolityczne, ktére wykazujaktywna¢ w zakresie temperatur 20-35°C (Tabela 2).

Wieksza¢ znanych enzymow lipolitycznych charakteryzuje siajwicksz
aktywnacia w pH obogtnym dz lekko zasadowym. Przyktadem mpoby¢ lipazy
CALA i CALB pochodzce z dradzy Candida antarcticalipaza LipCst z termofilnej
bakterii Caldanaerobacter subterraneus subsp. tengcongef&iyter i in., 2009),
lipaza pochodaca z Thermus thermophilublB8 (Kretza i in, 2012), a tak esteraza
pochodzaca zSalimicrobiumsp. LY19 (Xin i Hui-Ying, 2013), dla ktérych optyaimym
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pH dla aktywnéci enzymatycznej jest pH rowne 7 (Kirk i in., 2008)take esterazy i
lipazy m.in. EstO, EstK, Estll, Estl2, LipP (Tab2)a Est0796 (Inmaculada i in.,
2013), LipTth (Royter i in., 2009), ktére wykazujajwickszy aktywnaé w srodowisku

lekko alkalicznym.

3.6 Wplyw zwigzkbw chemicznych na aktywné¢ enzymoéw
lipolitycznych

Enzymy lipolityczne naley do hydrolaz serynowych i nie wymagaj
kofaktorow. Jony wapnia zwykle stymuduj dziatanie tych enzymoéw, co
prawdopodobnie zwrane jest z tworzeniem soli wapnia diugaiachowych kwasow
monokarboksylowych, ktéregsuwalniane w reakcji hydrolizy estréow (Gupta i in.,
2004).

Jony metali gjzkich na ogo6t silnie hamagjaktywna¢ enzymow lipolitycznych,
wymie¢ tu mazna jony C&*, Ni**, Srf*. Niewielki spadek aktywnizi nastpuje zwykle
w obecnédci jonéw Zrf*, Mg®* (Gupta i in., 2004).

Inhibitory lipaz mana podziekt na inhibitory odwracalne niespecyficzne oraz
inhibitory specyficzne. Te pierwsze to z@ki, ktére nie wpltywa bezpdrednio na
centrum aktywne enzymu, jedri@kmaj wptyw na zmiag konformacji biatka bdz
jego wiaciwosci miedzyfazowe. Do tego typu inhibitorow rima zaliczy srodki
powierzchniowo czynne, sole kwasaidtciowych, inne biatka. Drugim rodzajem
inhibitoréw g zwigzki oddziatywugce na centrum aktywne enzymugawgce s¢ z nim
bezpdrednio. Inhibitory specyficzne mady¢ odwracalne i nieodwracalne. Pochodne
kwasu borowego i analogi substratow w sposob odalmgiclacza sie z centrum
aktywnym enzymow lipolitycznych. Zwzki hamujce enzym w sposéb nieodwracalny
zwykle wigza sie z resztami aminokwasowymi miejsca aktywnego Iugojetoczenia.
Poniewa duza grupa enzymoéw lipolitycznych naledo hydrolaz serynowych (triada
katalityczna  Ser-His-Asp/Glu), inhibitory  serynowestanowy potencjalnie
nieodwracalne inhibitory centrum aktywnego. Dodaipy inhibitorow nalgg fluorek
fenylometylosulfonylu (PMSF), fosforan dietyjsnitrofenylowy, kwas fenyloborowy
(Gupta in., 2004).

B-Merkaptoetanol mma stosowaw badaniach nad enzymami lipolitycznymi,
gdyz nie powinien zasadniczo wywiéravptywu na ich aktywng. Wynika to z analizy

struktury tych enzymoéw. Obecfio wolnych grupy tiolowych i mostkow
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disiarczkowych nie jest wymagana do aktyéeidkatalitycznej wekszaci enzymoéw
lipolitycznych. Réwnie obecné¢ kwasu etylenodiaminotertraoctowego (EDTA) w
wigkszasci przypadkow nie wptywa na aktywgioenzymow lipolitycznych (Gupta i in.,
2004).

3.7 Podziat bakteryjnych enzymoéw lipolitycznych

Ze wzgkdu na fakt,ze praca dotyczy charakterystyki wybranych detavosci
enzymatycznych rekombinantowych esteraz uzyskamahbazie genu bakteryjnej
esterazy zPseudomonasp. S9, postanowitam skudpisic nha omdwieniu podziatu
enzymow lipolitycznych produkowanych przez bakterie

Na dziex dzisiejszy, bakteryjne enzymy lipolityczne podar@ na osiem rodzin.
Podziat ten stworzono na podstawie analizy ich selojy aminokwasowych oraz ich
funkgcji biologicznych (Hausmann i in., 2010).

3.7.1 Rodzina |

Do | rodziny bakteryjnych enzyméw lipolitycznych lizaa st tzw. lipazy
wiasciwe. Ponadto, w obbie tej rodziny wyrania st osiem podrodzin (1.1-1.8)
(Tabelal).

Tabela 1. Podziat bakteryjnych lipaz wdavych (Hausmann i in., 2010)

Podrodzina Zrodto lipazy Uwagi
.1 » Pseudomonas aeruginosa Masa casteczkowa tych enzymow
« Pseudomonas mendocina wynosi ~30-32 kDa.

Enzymy z tej podrodziny wykaz

* Rhodoferax ferrireducens wysokie podobisstwo  sekwencj

« Vibrio cholerae

-~ ) aminokwasowe] Z sekwerc
* Vibrio parahaemolyticus aminokwasow lipazy P. aeruginosa
* Vibrio harveyi Do tej podrodziny zalicza silipazy
» Aeromonas hydrophila bakterii Gram-ujemnych. Sekrecja
« Dehalococcoidesp VS tych biatek odbywa gi za pomog
« Chromobacterium violaceum | mechanizmu Ii.
* i 16 innych
1.2 « Burkholderia glumae Masa casteczkowa lipaz nakgcych
« Burkholderia cenocepacia do tej podrodziny wynosi ~33 kDa.

Jest ona wksza od mas)
czgsteczkowej lipaz podrodziny I.
ze wzgtdu na insergj w obrbie ich

* Burkholderia multivorans
* Burkholderia thailandensis

[==Y

* PseudomonakW1-56 sekwencji  dodatkowej sekwengji

 Burkholderia cepacia aminokwasowej tworxrej dwie

* Pseudomonas luteola antyréwnolegte B-kartki na
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i 7 innych

powierzchni biatka.

Enzymy z tej podrodziny wykazij
wysokie podobigstwo sekwencj
aminokwasowe] z sekwerc
aminokwasow lipazy z B. glumae,
Do tej podrodziny zalicza silipazy
bakterii Gram-ujemnych. Sekrecja
tych biatek odbywa si za pomog
mechanizmu II.

N

1.3 » Pseudomonas fluoresceRfO1 | Masa casteczkowa biateh
« Pseudomonas fluorescens ”E'QSSYEQ ?(% te] pc?]droiiiny Wynosi
. ok. 50- a. arakteryzyjsie
Pseudomonasp.7323 : obecndciag C-terminalnej sekwencfi
* Pseud_omonas entomophila sygnalnej zamiast N-terminalnej.
* Serratia proteamaculans Sekrecja tych bialek odbywa esi
« Serratia marcescens wedtug mechanizmu typu .
* Psychrobactesp. PR-Wf-1
* Metagenomowe DNA (NCBI
nr.77133)
1.4 « Bacillus subtilis Lipazy naleace do tej podrodzinyas
« Bacillus amyloliquefaciens | hamniejszymi ~ znanymi lipazami
« Bacillus pumilus w+asf:|wym|. Masa_ cqste_czek Ilpaz_
. . : . nalezagcych do tej rodziny wynosi
* Bacillus licheniformis ~20 kDa. Enzymy te izolowano
* Bacillussp. NK13 z bakterii Gram-dodatnich.
 Bacillus megaterium Zakonserwowany pentapeptyd Gly-
 Bacillus clausii X-Ser-X-Gly w przypadku biatek g
tej podrodziny zagpiony zostal
pentapeptydem Ala-X-Ser-X-Gly.
1.5 « Bacillus thermocatenulatus Lipazy izolowane z bakterii Gram
« Geobacillus zalihae dodatnich. Lipazy z tej podrodziny,
. . wyizolowane z bakterii z rodzaju
BaC|IIus§p. L2 Bacillus wykazup tylko ok. 15%
* Geobacillussp. SF1 . podobigistwa sekwenc;
* Bacillus stearothermophilus | aminokwasowych wzgtlem
» Geobacillus kaustophilus sekwencji aminokwasowych lip3
*i5innych wyizolowanych z bakterii z tegp
samego rodzaju, ale nadeych do
podrodziny 1.4.
1.6 « Staphylococcus hyicus Do tej podrodziny nalgy kilka lipaz

 Staphylococcus simulans
 Staphylococcus xylosus
 Staphylococcus epidermie

» Staphylococcus haemolyticus
 Staphylococcus warneri
 Staphylococcus aureus

wyizolowanych z bakterii z rodzaju
Staphylococcys  ktérych masa
molekularna wynosi ok. 75 kDa.
Charakteryzuyj sie one obecritia
N-terminalnej domeny (ok. 200 regzt
aminokwasowych), ktora petni ko
wewngtrzczsteczkowego biatka
opiekwniczego i umaliwia ich
translokaag} na zewntrz komérki. Po
sekrecji domena ta zostaje aogai
Dojrzate biatko ma mas
czgsteczkovy ~46 kDa.
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1.7 « Streptomyces cinnamoneus | Enzymy z tej podrodziny wykazyj
« Propionibacterium agnes znacace podobiéstwo do lipaz Z

. . : podrodziny .2 w centralnej egci
Corynebacterium glutamicum tego biatka (od 50 do 150 reszty

aminokwasowej). Dwa poznane
enzymy tj. lipaza zStreptomyces
cinnamoneus i Propionibacterium
agnes majg masy molekularne
kolejno 29,2 i 36,6 kDa.

1.8 * Pseudoalteromonas Podrodzina ta reprezentuje now
haloplanktis podrodzie lipaz, ktdéra zostata
« Hahella chejuensis ustanowiona  w  oparciu D

. . zidentyfikowar i scharakteryzowan
Colwellia psychrerythra(?a lipazg Lipl z psychrofilnej bakteri
* Pseudoalteromonas tunicata | pseydoalteromonas  haloplanktis.

Lipl ma mas molekular réwng 51

kDa i jest zwjzana =z Dbilog
komorkowy. Ponadto, w sekwencji
aminokwasowe] tego biatka

wyréznic mozna nowy  motyw|
LGG(F/L/IY)STG, ktory traktuje si
jako nowe centrum aktywneamiast
pentapeptydu GXSXG.

3.7.2 Rodzina Il - GDSL

Enzymy lipolityczne natizce do Il rodziny charakteryzugic brakiem ewolucyjnie
zakonserwowanego pentapeptydu Gly-Xaa-Ser-Xaa-Géyniast niego biatka te w
swojej sekwencji aminokwasowe] posiagamotyw Gly-Asp-Ser-Leu (GDSL).
Aktywna katalitycznie reszta seryny znajduje Islizej N-koacowej czsci biatka niz w
przypadku pozostatych enzyméw lipolitycznych z icimyrodzin. Rodzig hydrolaz
GDSL ustanowiono w 1995 roku (Hausmann i in., 2010)

W drugiej rodzinie enzymow lipolitycznych wyigic mazna podgrup hydrolaz
SGNH. Reszty aminokwasowe skiagtag st na ten motyw, tj. reszta seryny, glicyny,
asparaginianu i histydyny, pednkluczow role w reakcji katalitycznej i znajdaijsic w
obrebie ewolucyjnie zakonserwowanych blokéw sekwengjirmkwasowych. Aktywna
katalitycznie reszta seryny wypuje w | bloku, natomiast reszta glicyny i
asparaginianu kolejno w 11 i 1ll bloku, pebu funkcje donoréw protonu dla wki

oksyanionowej. W bloku V znajduje ¢sireszta histydyny, ktora zeksza
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nukleofilowcé¢ katalitycznej reszty seryny poprzez deprotofladej grupy
hydroksylowe.

Niektére hydrolazy GDSL, np. te pochade z Pseudomonas aerugingsa
Salmonella typhimuriunn Photobacterium luminescengpsiadaj dodatkovds domer
znajdupca sig w C-terminalnej cgci biatka i stanowica okoto jednej trzeciej
czasteczki catego biatka. Domena ta sklada zil2 p-kartek, ktore tworz B-beczle
kotwiczacg enzym w btonie zewgtrznej bakterii. N-koniec biatka petni funkcj
katalityczry i jest transportowany na zewirz komorki przez struktgr p-beczki.
Enzymy tej grupy zidentyfikowano w kilku chorobotsaych bakteriach i nazwano je
autotransporterami. Biatka te odpowiadaja wirulencg mikroorganizméw, ktore je

produkup (Hausmann i in., 2010).

3.7.3 Rodzina Il

Do tej rodziny nalgg zewrgtrzkomorkowe enzymy lipolityczne izolowane z
bakterii z rodzajowSteptomyces Moraxella. Lipazy z rodziny trzeciej charakteryzu;

sie mag czasteczkowy wynoszaca 32-35 kDa (Hausmann i in., 2010).

3.7.4 Rodzina IV

Do rodziny czwartej zaliczono esterazy pochpez z bakterii zaréwno
psychrofilnych, mezofilnych jak i termofilnych. Sgkncja aminokwasowa tych biatek
wykazuje wysokie podobistwo do sekwencji aminokwasowej ssaczej lipazy HSL
(ang. hormone-sensitive lipase). Jednak biatkg mtziny r&nig si¢c od ssaczej lipazy
HSL spektrum substratowym. Ssacza lipaza HSL wykazuysoky specyficznéé
substratow zaréwno wobec  krotkotuchowych estrow jak i wobec
nierozpuszczalnych w wodzie substratow takich jedjottan glicerolu, laurynian
winylu, oliwa z oliwek. Bakteryjne esterazy z roalyilV wykazup wysolky aktywna¢
tylko w stosunku do estrow krétka@leuchowych kwaséw monokarboksylowych jak

tributyryna i propionian winylu (Hausmann i in., 20).

3.7.5 Rodzina V

Enzymy tej rodziny pochodzz bakterii o régnych wymaganiach wzegilem

zakresu temperatur optymalnych dla ich wzrostuclsy, mezo-, termofili. Enzymy
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lipolityczne tej grupy izolowaneagsz bakterii z rodzajéwseudomonadiaemophilus
Moraxella Wykazup podobiéstwo do innych bakteryjnych enzymow posiadggh
struktug charakterystyczn dla o/f hydrolaz, ale nie wykazagych wiaciwosci
lipolitycznych takich jak hydrolazy epoksydowe, d&lgenazy, haloperoksydazy
(Hausmann i in., 2010).

3.7.6 RodzinavI

Do tej grupy naleg biatka o matej masie ggteczkowej (23-26 kDa) z jednym
wyjatkiem, esterazy kodowanej przez gen wyizolowanyildidieki metagenomowej,
ktory to enzym ma masczasteczkovg rowrng 31,6 kDa (Kim i in., 2006). Enzymy
lipolityczne z rodziny széstej wykazupodobigéstwo sekwencji aminokwasowej (ok.
40%) do sekwencji aminokwasowej lizofosfolipazy Ipodzenia eukariotycznego
(Arpigny i Jaeger, 1999). KarboksyloesterazaPseudomonas fluorescensyta
pierwszym scharakteryzowanym enzymem igdgm do tej rodziny. Natywny enzym z
P. fluorescengest dimerem i wykazuje aktywiéd wobec estréw krétkofecuchowych
kwasow monokarboksylowych, tj. slanu p-nitrofenylu i octanu p-nitrofenylu
(Hausmann i in., 2010).

3.7.7 RodzinaVvll

Esterazy nalece do tej rodziny charakteryaugsic mag czasteczkovg ok. 55
kDa i wykazuj wysokie podobigstwo do esteraz acetylocholinowych oraz
karboksyesterazy znajdigej st w watrobie i jelicie. Do biatek rodziny siodmej nale
enzymy lipolityczne pochodeze z Bacillus sp., Peonibacillus sp., Geobacillus sp.
(Hausmann i in., 2010).

3.7. 8 Rodzinavlll

Enzymy lipolityczne z tej rodziny #dig si¢ znacznie od wszystkich innych lipaz i
esteraz dotychczas scharakteryzowanych izaeyeh do o/f-hydrolaz. Wykazuj
natomiast wysokie podohistwo strukturalne df-laktamaz i DD-peptydaz (Hausmann
iin., 2010).
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3.8 Biologiczna funkcja lipaz

Regulacja ekspresji genu kodcggo lipaz u wielu bakterii chorobotwérczych z
rodzaju Pseudomonazalezna jest od mechanizmu quorum-sensing (QS). Jako
mechanizm ten reguluje ekspregiendw zwizanych z wirulengj, niektore z lipaz
uznawane $ za czynniki wirulencji bakterii. Przyktadem e by oportunistyczna
bakteria Pseudomonas aerugings&tora wywotuje infekgj uktadu oddechowego
pacjentow z mukowiscydaz Lipaza oraz fosfolipaza C P. aeruginosa mog
rozktad& L-o-dipalmitylofosfatydylocholina (DPPC), gtowny skigsid surfaktantu
ptucnego, ktéry obra napécie powierzchniowe (Hausmann iin., 2010).

Lipazy uczestnicz w rozkladzie lipidow, ktorych produkty megsta sie
zrodtem wegla dla mikroorganizméw wytwarzgjych te enzymy. Dobrym przykiadem
jest bakteriaP. aeruginosaYS-7 zdolna do wzrostu w niszy ekologicznejgjgkst
emulsja olejowa o niskiej zawastm wody (1%). Poziom ekspresji genow koglyich
lipazy maze by stymulowany poprzez zastosowanie gkiow hydrofobowych jako
dodatkéw do hodowli mikroorganizmow produkeych te enzymy. Lipazy bigrudziat
w rozktadzie alkanow, jedna& doktadny mechanizm tego procesu dotychczas nie

zostat w petni poznany (Hausmann i in., 2010).

3.9 Biologiczna funkcja esteraz

Bakteryjne esterazy peinwazng biologiczry funkcje, gdyz regulup interakcg i
komunikacg miedzygatunkow. Niektore esterazygszdolne do degradacji ggteczek
sygnalnych QS. Przykladem uwe by esterazaPseudomonas fluorescenkiéra
degraduje laktony dulace sygnatami QS w wielu gatunkach bakterii padgch do
rodzajuPseudomona@Hausmann i in., 2010).

Gatunki z rodzajClostridiumi Lactobacillusmog rozktad& sciare komorkows
roslin poprzez produkcje esteraz katalgmych hydroliz wigzan estrowych mydzy
kwasami hydroksycynamonowymi a cukrami (Hausmann 2010).

Esteraza EstVHelicobacter pylori jest bezpérednio zwjzana z rozwojem
wrzodow trawiennych i rakaotadka. Bakteria ta ma zdolé® do degradacjgluzu
trawiennego, co dzieje¢ska spraw esterazy EstV (Hausmannn i in., 2010; Olukoshi i
Packter, 1994).
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Esterazy z bakterii z rodzafitreptomycebydrolizujg wybrane triacyloglicerole do
kwaséw monokarboksylowych i glicerolu, ktére rasie shig jako zrodio wegla do
syntezy antybiotykow (Hausmann i in, 2010).

Ponadto, esterazy bardziej fipazy odpowiadaj za wirulencg chorobotworczych
bakterii. Esteraza EstARseudomonas aeruginogastata zidentyfikowana jako biatko
autotransporterowe uczestrgce w procesie wirulencji tych bakterii (Hausmanin.j
2010).

3.10 Zastosowanie enzymow lipolitycznych

3.10.1 Produkcja detergentow

Detergenty wykorzystywane przez naszwciu codziennym charakteryzujsie
podobnym sktadem i mechanizmem dziatania. Nowoeé&slki czyszczce w swym
skltadzie maj jeden hdz kilka enzymdw, tj. proteazy, amylazy, celulazyipazy.
Enzymy lipolityczne w detergentackiywane § m.in. do usuwania plam z materiatow
tekstylnych. Enzym o aktywsoi lipolitycznej w detergencie tworzy kompleks tkaa-
lipaza, ktéry usuwa ttuste plamy i zapobiega dema&juenzymu w obecrici srodkow
powierzchniowo czynnych obecnych w detergencie @@t wptywem podwiszonej
temperatury. Tworgy sk kompleks podczas prania pozostaje na powierz&amiiry,
nie traci aktywnéci po wysuszeniu tkaniny, a tak podczas jej przechowywania i
noszenia. Lipazy stosowane w detergentach gmudzarakteryzowa@ sie nisky
specyficznéciag substratowy, wykazywa& stabilng¢ i aktywnagé w srodowisku
alkalicznym (pH 10-11) i temperaturze 30-60°C, &zéaw obecnéci substancji
powierzchniowo czynnych oraz innych enzyméw, przedeystkim proteaz. Szacuje
sie, iz kazdego roku okoto 1000 ton lipaz wykorzystywanycht jde produkcji 13
miliardow ton detergentow (Hasan i in., 2010). R&z wprowadzon na rynek lipaz
byt preparat enzymu o nazwie ,Lipolase” firmy NoMordisk. Enzym ZThermomyces
lanuginosusprodukowany byt wAspergillus oryzagJaeger, 1998). Obecnie istnieje
wiele komercyjnie dogpnych preparatow lipaz m.in. Lumfast (enzyrRseudomonas
mendocina i Lipomax (enzym z Pseudomonas alcaligenesfirmy Genencor
International, a tate enzymy lipolityczne Pseudomonas glumg®nilever) i Bacillus
pumilus(Solvay) (Gupta i in., 2004), ktérg svykorzystywane przy produkcjrodkdw
pioracych.
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3.10.2 Przemyst spoywczy

Tiuszcze i oleje & gldwnymi sktadnikamizywnosci. Wiasciwosci fizyczne i
odzywcze triglicerydéw, a tate ich walory smakowe zalg od wielu czynnikow.
Wsréd tych czynnikbw wymiegi nalezy m.in. diugaé¢ tancucha weglowodorowego
oraz stopi@é jego nienasycenia, jak réwraieodzaj kwasdéw monokarboksylowych oraz
ich potazenie w szkielecie triglicerydéw. Enzymy lipolityeznstosuje si w celu
modyfikacji wiaciwosci ttuszczéw. Poprzez reakcje katalizowane przemzly i
esterazy mdiwe s3 zmiany potaenia kwasow monokarboksylowych waskeczce
triglicerydu lub zastpowanie wybranych reszt kwasoéw monokarboksylowyuhymi
(Sharmaiin., 2001; Andualemaiin., 2012).

Enzymy lipolityczne wykorzystywaneg rzy produkcji olejow rélinnych. Ich
uzycie pozwala na zwkszenie w nich m.in. zawada kwasu oleinowego, a tak
zmniejszenie ich kaloryczgoi (Andualemaiin., 2012).

Enzymy lipolityczne sty takze do syntezy estréw z krotkédeuchowych
kwasow monokarboksylowych i alkoholi, stangeyich zwizki zapachowe i smakowe
w zywnosci. Wzbogacaj one smak wielu produktow codziennegaytihu tj. sera,
masta, margaryny, wielu napojow alkoholowych, miegzzekolady i innych stodyczy
(Sharmaiin., 2001; Andualemaiin., 2012).

Enzymy lipolityczne s tak’e stosowane w procesie odttuszczania mileka.
Ponadto, lipazy stosuje ¢siw celu poprawy smaku oraz przyspieszania procesu
dojrzewania serow, np. enzym Renicillium roqueforti odpowiedzialny jest za
charakterystyczny zapach oraz smak seréwnpmevych. Enzymy te wykorzystujeesi
réwniez w przetworstwie produktow seropodobnych. Stosigéesprzy produkcji EMC
(ang. Enzyme Modified Cheeseszyli serow modyfikowanych enzymatycznie. Sery te
inkubuje s¢ w obecnéci enzymoOw w podwsiszonej temperaturze. W ten sposoéb
dochodzi do wyprodukowania skoncentrowanego ,smakera”, naspnie
wykorzystywanego do produkcji innych produktéw tdkjak sosy, zupy, chipsy i inne
produkty spaywcze (Hasan i in., 2006).

Lipazy wywane g takze w celu polepszenia walorow smakowych zabielaczy d
kawy - wytworzenia kremowego smaku, jak rownga uzyskania nianej struktury
toffi czy karmelu.

Warunki fermentacji oraz rodzaj lotnych substankjore powstaj w czasie

enzymatycznego rozpadu lipidow btonowych wphavaja smak i jak& czarnej
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herbaty. W tym celu, do produkcji czarnej herbatysswane s gtdwnie enzymy z
Rhizomucor miehgktorych aktywné¢ zwicksza poziom wielonienasyconych kwaséw
monokarboksylowych (Hasan i in., 2006), (Ravichandrin., 2010).

Ponadto, lipazy stosowane przy produkcji chudego rga i ryb, z ktérych za
ich spravg usuwany jest tluszcz. Proces ten nazywany jedipblza (Andualema i in.,
2012). Enzymy lipolityczne odgrywgjogromm role w procesach fermentacji kietbas
determinugc zmiany w diugotacuchowych kwasach monokarboksylowych
uwalnianych w trakcie ich dojrzewania (Andualenia.j 2012).

Kiedys bakteryjne enzymy lipolityczne zywane byly rownie do rafinacji
aromatu ryu, modyfikacji mleka sojowego, a takdo przyspieszania fermentacji wina
jabtkowego (Sharma i in., 2001; Andualema i in.1 20

Masto kakaowe znajdgge s¢ m.in. w czekoladzie, ze wzglu na wysok
zawart@¢ ttuszczu (kwasy palmitynowy i stearynowy), azakemperatuy topnienia
wynoszca okoto 37°C, wywotuje u osoby konsumaog] produkt czekoladowy
wrazenie ,rozptywania si w ustach”. Obecnie, ze wzglu na nieménos¢ pokrycia
petnego zapotrzebowania na ten skitadnik, firmy pkoghce stodycze coraz egiej
korzystaj z substytutow masta kakaowego. Do produkajszych substytutow masta
kakaowego wykorzystuje eilipazy. Przyktadem jest zastosowanie w tym celu
immobilizowanego enzymu lipolitycznegoRhizomucor mieheiEnzym ten katalizuje
reakcg transestryfikacji polegaga na wymianie reszty kwasu palmitynowego w oleju
palmowym na resgtkwasu stearynowego, w wyniku czego uzyskuge mizadany
trigliceryd stearynowo-oleinowo-stearynowy — subgtynasta kakaowego (Hasan i in.,
2006).

Enzymy lipolityczne s tez szeroko stosowane w przeftey piekarniczym.
Zwiegkszenie olgtosci bochenkow, przediaenie przydatnéci pieczywa do spogycia,
poprawa koloru czy struktury chleba to tylko niegkt& efektow zastosowania lipaz.
Przyktadami enzymow wykorzystywanych w piekarniewsgy lipazy pochodace z
Aspergillus niger, Rhizopus oryza€andida cylindracedHasan i in., 2006).

3.10.3 Przemyst kosmetyczny

W przemyle kosmetycznym enzymy lipolityczne stosowaneds produkcji
zwigzkow chemicznych takich jak 2-etyloheksylopalmigmji mirystynian izopropylu

oraz palmitynian izopropylu,zywanych jakosrodki zmigkczapce w wielu produktach
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kosmetycznych m.in. w kremach, kremach do opalaiéach do kpieli (Hasan i in.,
2006).

Estry woskowe to wysokoggteczkowe estry ditugatauchowych alkoholi i
diugotarcuchowych kwaséw. Naturalnymrodtami estrow woskowychgsolej jajoba i
olej kaszalota. Zastosowanie lipaz utiwia produkcg estrow woskowych z f&zych
materiatdbw, a take skrocenie czasu ich produkcji, co pozwala pékrgsrice
zapotrzebowanie przemystu kosmetycznego na terskigdeager i in., 2002).

Enzymy lipolityczne mog by¢ tez stosowane w kremach wyszczuptajch oraz
doustnych preparatach odchudzgich, ktérych rola polega na ufatwianiu trawienia
tluszczOow znajducych s¢ w spaywanych pokarmach w przypadku braku lub
zmniejszenia wydzielania enzymoéw trawiennych prbeganizm (Andualema i in.,
2012).

Lipazy wykorzystywanegdo produkcji estrow dmacych sktadnikami perfum.
Przyktadem jest lipaza Burkholderia cepacieEnzym ten stosowany jest w procesie
transestryfikacji (£)-mentolu w celu otrzymania pego z jego enancjomerow (-)-
mentolu (Jaeger i in., 2002). Innym przykladem jeststosowanie komercyjnie
dostpnej lipazy P (Amano Enzyme Inc) do produkcji jasmaou metylu(Kiyota i in.,
2001).

3.10.4 Przemyst drzewno-papierniczy

Przemyst drzewno-papierniczy przetwarza rocznieowge ilgci biomasy
lignocelulozowej. Metody enzymatyczne, wykorzystgy medzy innymi lipazy, na
duzag skak wykorzystuje si od 1990 roku (Hasan i in., 2006). Tréjglicerydywoski
obecne w drewnie powodupowazne problemy w produkcji celulozowo-papierniczej.
Lipazy hydrolizugc ok. 90% tych zwizkow powoduy, ze drewno staje sibardziej
hydrofilowe, co ufatwia ich dalsze usuwanie (Sharma., 2001; Andualema i in.,
2012). Metoda enzymatyczna, oparta o wykorzystdoidego celu lipazy £andida
rugosa,od 1990 roku jest statym etapem procesow przetwiaadsomasy w przensje
celulozowo-papierniczym (Andualema i in., 2012).s@@owanie lipazy unitiwia
uzyskanie papieru o zekszonej intensywnii bieli, a talkke wigze st z oszczdnascig
czasu i energii, zmniejszeniem §t powstagcych odpaddéw poprodukcyjnych i

przedhzaniemzywotnasci maszyn produkcyjnych (Hasan i in., 2006; Andoss in.,
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2012). Enzymy lipolityczne stosowang®wniez do odbarwiania makulatury (Jaeger i
in., 1994).

3.10.5 Przemyst farmaceutyczny i synteza organiczna

Enzymy lipolityczne wykorzystywaneg sv syntezie asymetrycznej zyzkOw
chemicznych, katalizgj kinetyczne rozdzielanie racemicznych alkoholi, ko,
estrow, amin czy desymetryzacgwigzkow prochiralnych. Wykorzystuje ¢sije z
powodzeniem w regioselektywnych reakcjach estrgiikalub transestryfikacji
zwigzkow  polifunkcjonalnych. Lipazy mag bra wudziat w licznych
niekonwencjonalnych procesach, takich jak addycjehiskela czy reakcje aldolowe
(Gotor-Fernandez i in., 2007).

Chemoenzymatyczna metoda otrzymywania propanoldtadrenergicznego,
srodka blokujcego, opiera gigtdbwnie na etapie hydrolizy katalizowanej przezyeny
lipolityczne (Gotor-Fernandez i in., 2007). Z#ek ten wykorzystywany jest w
leczeniu nadénienia i diawicy piersiowej. Powstgy (S)-enancjomer jest 100 razy
aktywniejszy nt jego enancjomer (R) (Bornscheuer i Kazlauskasg@odobnie jest
w przypadku powstawania pojedynczego enancjomeru askw
arylopropionowego - niesteroidoweggodka przeciwzapalnego, czy pochodnych
optycznie czynnej 1,4-dihydropirydynyedycej antagonigt jondw wapnia (Gotor-
Fernandez i in., 2007; Bornscheuer i Kazlauska8620

Enzymy lipolityczne stosuje giréwniez w produkcji baclofeny, substanciji
czynnej, ktéra wykorzystywana jest w celu zmniejsaenap¢cia misniowego w
stwardnieniu rozsianym, po urazach i w chorobacemd kegowego. Dziatanie lipazy
polega na rozdzieleniu mieszaniny enancjomeréw Ww@s,S)$-(aminometylo)-4-
chlorobenzenopropionowegaywanego w procesie jej produkcji (Hasan i in., 2006

Innym przykltadem jest aycie enencjoselektywnej reakcji transestryfikacji
katalizowanej przez lipgzZ°seudomonasp. (Amano) w celu przeksztatcenia racematu
2-fenoksy-1-propanolu w pojedynczy enancjomer (8laar in., 2001; Miyazawa i in.,
1998).

Enzymy lipolityczne zwykle katalizgjreakcje hydrolizy estréw w dwufazowym
srodowisku wodnym. Odnotowano jednakz ilipaza z Pseudomonas cepacia
przeprowadza reakgj hydrolizy palmitynianu nitrofenylu  w rozpuszczdui
organicznym — heptanie (Sharma i in., 2001).
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PUFA (ang. Polyunsaturated Fatty Acid), czyli wraknasycone kwasy
tluszczowe, wykorzystywane siie tylko w przemgle farmaceutycznym, ale rowiiie
w produkcji neutraceutykow i dodatkow dagywnosci. Produkcja PUFA z lipidéw
zwierzecych i rglinnych odbywa si przy wyciu lipaz bakteryjnych. Wielonienasycone
kwasy tluszczowe wolne od mono- czy diglicerydétosowaneagsdo produkcji wielu
farmaceutykdéw. Wymiegi tu mazna m.in. leki obniajace poziom cholesterolu, leki
trombolityczne i przeciwzapalne (Sharma i in., 2001

Lipaza z Serratia marcescenwykorzystywana jest w procesie przemystowej
produkcji dilitiazemu, leku z grupy antagonistowngov wapnia, stosowanego w
chorobie niedokrwiennej serca (Bornscheuer i KasMas, 2006).

Enzymy lipolityczne wykorzystywane gsdo syntezy wielu prekursoréow
stosowanych do produkcji lekow, m.in. leku przeuwwotworowego - taxolu oraz
lamivudinu stosowanego w terapii HIV (Bornscheuein., 2006), czy do produkcji
popularnych substancji o dziataniu przeciwbélowynprzeciwzapalnym takich jak
ketoprofen, ibuprofen czy naproksen (Jeager ili@98; Sharma i in., 2001).

Przyktadem reakcji acylacji alkoholi za pomdkatalizowanej enzymatycznie
reakcji transestryfikacji jest synteza chiralnycirmiaceutykbw z racemicznego 3-
chloro-1-fenylopropan-1-olu. Produkowang 8 ten sposob trzy antydepresanty:
fluoxetin, tomoxetin i inisoxetin (Gotor-Fernandedn., 2007).

Enzymy lipolityczne katalizyj tez reakcg tworzenia wizar amidowych
podczas reakcji acylacji amoniaku i amin. Reak@gaematu chloropropionianu etylu z
alifatycznymi i aromatycznymi aminami katalizowanarzez lipag Candida
cylindracea jest przykladem tego typu syntezy. Enzym ten jasiwniez
biokatalizatorem w procesie formowania shiralnych diamidow z odpowiednich
diamin (Gotor, 1999).

Biatka o aktywnéci lipolitycznej stosowane gsw celu katalizy reakcji
symetryzacji prochiralnego diestru w wyniku amongli aminolizy. Przyktadem jest
rekacja 3-hydroksyglutaranu dimetylu z amoniakiemminami. Powstanie czystego
optycznie amidoestru katalizowane jest przez enliyatityczny z Candida antarctica
(Gotor, 1999).

Substratami reakcji prowaglzych do wyprodukowania wielu #dych
farmaceutykéw s chiralne aminy. Lipazy as wykorzystywane do produkcji wielu

optycznie czystych amin ze wzdu na zdoln& Kkatalizowania reakcji w
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rozpuszczalnikach organicznych w obeaoniewielkiej ilosci wody. Przyktadem
lipazy o takich wiaciwosciach jest ta pochodeza zCandida antarcticgGotor, 1999).

Synteza karbaminianéw nukleozydow gwgjch zastosowanie w przeshy
lekbw odbywa sie maze przy udziale niektorych enzymow lipolitycznychtode
charakteryzyj sie zdolndcia do katalizowania reakcji alkoksykarbonylacji amin
(Gotor, 1999).

Enzymy lipolityczne wykorzysta rowniez mazna w reakcjach kondensacji
stosowanych do syntezy estrow prowadzonej w rozaadzikach organicznych.
Zainteresowanie katalizenzymatyczg w reakcjach kondensacji wynika ze zddicio
lipaz do przeprowadzania reakcji w tagodnych waaahk oraz w jednym etapie, z
pominieciem etapow zaktadania i zdejmowania grup ochronrg/grup funkcyjnych.
Enzymy o aktywnéci lipolitycznej znalazty zastosowanie do produkdjwvasu
polimlekowego, laktonéw oraz estréw alkilowych kweas monokarboksylowych
(Kobayashi i in., 2004).

3.10.6 Przemyst skérzany

Skéry we widknach kolagenu zawiegrdjuszcz, ktory przed garbowaniem skor
naleey czéciowo ydz catkowicie usugé. Zasgpienie w garbarniach zwakow
chemicznych gywanych w procesie namaczania, odwlaszania i axthania skor,
~przyjaznymi dlasrodowiska” enzymami lipolitycznymi, ktére nie usdzap ich przy
tym, ogranicza produkejsciekéw, ktére g niebezpieczne dlgodowiska naturalnego
(Andualemaiin., 2012).

3.10.7 Przemyst tekstylny

Enzymy lipolityczne znalazly zastosowanie w przéimyekstylnym gtéwnie do
odtluszczania tkanin i zwkszania podatrsci materiatu m.in. na farbowanie. Nazgu
skak wykorzystuje si lipazy i a-amylazy do usuwania klejonki zzidsu i innych
materiatbw bawetnianych. Poliesterazy stosuje i celu modyfikacji wiokien
poliestrowych, co czyni je bardziej podatnymi nasda modyfikacje. Zmiany te
wplywajg m.in. na poprawzdolndgci tkaniny do pobierania z4zkéw chemicznych tj.
zwigzkow kationowych zmgkczapcych tkanig, barwnikbw czy zwjzkow
antystatycznych. Tkanina poliestrowa ma wiele z&d&ich jak wysoka odporgé na
rozcigganie, wysoka speystas¢ i wytrzymata¢ (Andualemaiin., 2012).
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3.10.8 Produkcja biodiesla

Biodiesel to estry diugotecuchowych kwaséw monokarboksylowych i alkoholi
krotkotancuchowych takich jak metanol czy etanol. Konwenajoa produkcja tego
biopaliwa w procesie alkalicznej katalizy ma swajady, ktore wiza sie gtownie z
problemem oczyszczania powstaggo w tym procesie glicerolu, useiia katalizatora
i zuzywania duych ilosci wody podczas procesu. Zdokéanzymow lipolitycznych do
przeprowadzania procesoOw transestryfikacji czynh iozycie w tym procesie
potencjalnie atrakcyjnym, niekonwencjonalnym ragzginiem  wymienionych
probleméw. Rozwjzanie to jest jednak bardzo kosztowne, w gzWii z czym
podejmowanesliczne préby majce na celu obienie kosztéw syntezy biodiesla m.in.
biokataliza z udzialem enzyméw immobilizowanych.mobilizacja w tym wypadku
pozwala zwgkszy¢ stabiln@g¢ uzytych enzymow, a tale umaliwia ich wielokrotne

uzycie (Andualemaiin., 2012).

3.10.9 Pozostale zastosowania

Enzymy lipolityczne mog by¢ wykorzystywane jako biosensory w celu analizy
ilosciowej uwolnionego glicerolu z trigliceryddéw w baug probce (Abhijiti in., 2012).
Przyktadem mge by unieruchomienie lipazy na elektrodach pH/tlen wappeniu z
oksydaz glukozows. Rol tak skonstruowanego biosensora jest oznaczani®rpaz

cholesterolu we krwi (Hasan i in., 2006).

3.11 Enzymy aktywne w niskich temperaturach

Badania nad aktywnymi w niskich temperaturach eraym wynikap z
obserwowanego w ostatnich kilkunastu latach zg@ego wzrostu zainteresowania
mozliwoscia zastosowania unikalnych cech enzymdéw izolowanyclpsychrofili i
psychrotolerantow do rozwoju nowych biotechnololgib eliminacji ,wad” w ju
istniejgcych biotechnologiach wynikgych z uwycia enzymow pochodezych z
organizmow mezofilnych.

Zastosowanie psychrozymow w procesach przemystowyrclivadzonych w
niskiej temperaturze daje wiele kofzy a) skraca czas trwania procesow
wymagajicych obnkonej temperatury, b) redukuje koszty wynidag z mniejszego

zuzycia energii podczas procesu (np. grzanie bioreéktp c) ogranicza przebieg
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mozliwych w wyzszych temperaturach reakcji ubocznych goygh prowadz do
powstania niespecyficznych produktow, d) usiwia produkcg zwigzkow labilnych
termicznie, e) pozwala na ochrotermolabilnych substratow reakcji enzymatycznych i
f) redukuje straty wynikare z uycia w procesie wysoce lotnych substratow. Ponadto,
prowadzenie reakcji w m$zej temperaturze znacznie ogranicza rozwoj niglstme)
mikroflory, tj. organizméw mezofilnych o charakterzchorobotworczym, co jest
szczegolnie istotne w przekly spaywczym. W zwizku z tym prowadzonegdiczne
badania nad izolagji charakterystyk biochemiczg nowych enzyméw wykazagych
aktywnas¢ w niskich temperaturach. Interestg jest rownig poznanie mechanizmu
majgcego wplyw na adaptagcjtych enzyméw do prowadzenia wydajnej katalizy w
niskich temperaturach. Dotychczasowe badania wgkama zwhzek aktywndci
psychrozymow z elastyczéma tancucha polipeptydowego i stabiléwg czysteczek
tych enzyméw. Okazujegize struktura enzymu aktywnego w niskiej temperatjgge
bardzo plastyczna, d#ii czemu enzym z dig specyficznécia taczy st z substratem,
nie wymagajc przy tym daych nakladéw energii. Ponadto, elastyczna budowa
psychrozymu wptywa na obtenie jego termostabildoi. Podwyszenie temperatury
powoduje spadek aktywdd enzymu lub go inaktywuje, co pozwala na fatwe
kontrolowanie reakcji katalizowanej przez enzymtwa@¢ inaktywacji psychrozymu
po zak@czeniu procesu enzymatycznego poprzez padmgnie temperatury me byt
atrakcyjry cecly tych enzymoéw, zagitajgca do ich wykorzystania w wybranych
procesach biotechnologicznych (Gerday, 2013).

Zastosowanie labilnych termicznie fosfataz alkalyazh, w miejsce stosowanej
w biologii molekularnej fosfatazy z jelita ciglego (ang. CIP, Calf Intestine
Phosphatase) do m.in. defosforylacji 5’Pn&béw czsteczek dsDNA wektorow
stosowanych w klonowaniu, ogranicza startgytago DNA, gdy umazliwia
przeprowadzenie w jednej prébdéwce ppajacych po sobie reakcji defosforylacii
wektora a nagpnie jego ligacji z DNA insertu. W tym przypadkienna koniecznii
usuwania fosfatazy przed reakdjgacji, gdy: w wyniku podwyszenia temperatury
dochodzi do jej inaktywaciji. Przyktadem takiego @apzymu mae by Antarktyczna
Fosfataza firmy New England Biolabs (Feller, 2013).

Enzymy z mikroorganizmow adaptowanych do zimna gqutsi zdolnag¢ do
prowadzenia reakcji katalizy w aszych temperaturach mi enzymy z
mikroorganizmow mezofilnych czy termofilnych, coyoz je atrakcyjnymi z punktu

widzenia zastosowwaprzemystowych, np. do produkcji mleka o otmmej zawartéci
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laktozy. Poniewa w ostatnich latach wzrosta liczba os6b cigegch na nietolerangj
tego cukru, stosuje gsimezofilnep-galatozydazy w celu hydrolizy laktozy znajgicg)
siec w mleku. Alternatywne zastosowarfiegalaktozydaz pochodeych z organizmow
adaptowanych do zimna daje #iwos$¢ hydrolizy laktozy podczas przechowywania
mleka w niskich temperaturach (skrocenie czasu ykgd mleka o obnionej
zawartdci laktozy, oszcgdnos¢ energii), jak réwnig ogranicza ryzyko rozwoju
niepazgdanej mezofilnej mikroflory w czasie prowadzeniaogesu w wyszej
temperaturze (Feller, 2013; Santiago i in., 2016).

Psychrozymy s stosowane w procesach biotechnologicznych, w ktory
podwyzszenie temperatury reakcji skutkowaloby pogorszeniewtasciwosci
organoleptycznych produktu, gtownie w przeteyspaywczym. Przykladem mi@ by¢
wykorzystanie aktywnej w niskiej temperaturze pekixy w celu zmniejszenia leplad
i poprawienia klarowngei sokéw owocowych (Gerday i in., 2000).

Psychrozymy mog by¢ tez z powodzeniem wykorzystywane do produkcji
detergentow gdy umaliwiajg pranie w obnionej temperaturze bez spadku ich
aktywnaici. Efektywne usuwanie plam w niskiej temperaturze,take ochrona
materiatu tj. koloru i tekstury to gitébwne pozytywaspekty takiego zastosowania. Na
rynku srodkow czyszcgcych dominuje wykorzystanie subtylizyny (alkalicgne
proteazy) produkowanej przez bakterie z gatumdacillus (Procter&Gamble).
aktywng w niskiej temperaturze alkaliczrproteaz stosuje si w celu usunjcia plam
pochodzenia biatkowego, np. plam z krwi (Feller1 20

Kolejne praktyczne zastosowanie psychrozymowzygie ksylanaz aktywnych
w niskich temperaturach do produkcji chleba, corpofa jak@é pieczywa m.in.
poprzez zwikszenie wielkéci bochenkow (Feller, 2013).

Dziatajgce w rozpuszczalnikach organicznych aktywne w nlskemperaturach
enzymy g uzyteczne przy syntezie wysokiej jadad produktéw, lotnych i labilnych
termicznie, takich jak zweki zapachowe i smakowe (Margesin, 2009; Santiago, i
2016; Feller, 2013).

Enzymy z mikroorganizmoéw adaptowanych do zimna avykstywane s tez
w bioremediacji i ochroniesrodowiska m.in. umdiwiajac utylizacg odpadow w
temperaturze otoczenia w umiarkowanyrd zimnym klimacie (Margesin, 2009;
Santiago i in., 2016; Feller, 2013).

Podsumowujc, prognozuje | ze dzeki rozwojowi inzynierii genetycznej

mozliwa bedzie produkcja coraz wkszej liczby rekombinowanych aktywnych w
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niskich temperaturach enzymow o nowych dekwosciach i aktywnéciach co
zwiekszy ska¢ zastosowania psychrozymow w biotechnologicznycbcgsach w

réznych gat¢ziach przemystu.

3.11.1 Esterazy aktywne w niskich temperaturach

Zgodnie z maj najlepsz wiedz, dotychczas scharakteryzowano 30 aktywnych
w niskiej temperaturze esterazZrédtem genéw kodgpych te enzymy $
mikroorganizmy adaptowane do zimna i metagenomowWw [Tabela 2). Poriej,
przedstawiam krotk charakterystyk poszczegélnych enzymow, a w podsumowaniu
rozdziatu poréwnanie najvzaiejszych wiaciwosci enzymatycznych tych biatek.

Zrodtem genu kodapego aktyws w niskiej temperaturze esteca€HA2 byta
biblioteka metagenomowa gleby antarktycznej. Wyn@ny gen esterazy o diugo
1044 par zasad koduje enzym o masigsterzkowe] wynosge] 34,7 kDa.
Wyznaczony dla tego enzymu punkt izoelektryczny @gmn9,21. W systemie
ekspresyjnynk. coli esteraza produkowana byta w formie nierozpuszcgalnpostaci
ciat inkluzyjnych. Przywracanie natywnej struktumatka zakéaczyto se sukcesem i
umazliwito otrzymanie duej ilosci aktywnego enzymu. Analiza aktyw§m CHA2
wykazata maksymainaktywnaé¢ enzymu wobec estrow krotkakeuchowych kwasow
monokarboksylowych. Preferowanym substratem enzykazat s¢ propionian p-
nitrofenylu. Spadek aktywroi odnotowano wraz ze wzrastej iloscig atoméw wegla
w tancuchu weglowodorowym kwasu monokarboksylowego, rozpoczymajd
tancuchéw zbudowanych z co najmniej 8 atomowgha (C8). Analiza biochemiczna
wykazata aktywn& esterazy CHA2 w przedziale temperatury 5-40°Cptnoum w
20°C. Nie wykazano aktywsoi enzymu w temperaturze pes] 5°C. Esteraza
pozostawata aktywna w przedziale pH 5-12, a optymgej dziatanie odnotowano w
pH 11. Ze wzgldu na nisk aktywnad¢ w przedziale pH 5-9, esteraza CHA2 zostata
przyporzdkowana do esteraz alkalifilnych (Hu i in., 2012).

Gen kodujcy esterag EstIM1 zostat wyizolowany z biblioteki metagenonew
uzyskanej z gyciem DNA wyizolowanego z gleby Gory lbam w Koredtedniowe;.
Masa casteczkowa esterazy kodowanej przez zidentyfikowgaty zostata oszacowana
na okoto 34 kDa. Punkt izoelektryczny EstiIM1 wynds32. Enzym skifada gz 311
reszt aminokwasowych. Analiza sekwencji aminokwagow poréwnanie jej z

sekwencjami dogpnymi w bazach danych urwita zakwalifikowanie EstiM1 do IV
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rodziny enzymow lipolitycznych. Biatko charakterygu si obecndcig takich
sekwencji jak pentapeptyd GDSAG w pozycji 155-156GGX w pozycji 84-87.
Biatko posiada rownie triace katalityczry reszt Ser-157, Asp-252, His-158steraza
EstiIM1 wykazywata aktywri@ w przedziale temperatury 1-50°C, z maksimum przy
40°C. Ponadto odnotowano znagaktywnaé¢ EstiIM1 wynoszca powyej 60% nawet

w przypadku temperatury réwnej 1°C. Optymalne @zigd enzymu odnotowano w pH
8. Esteraza EstIM1 byla stabilna w zakresie pH. 6Adaliza specyficzrai
substratowe] wykazata wgzz aktywndé enzymu w przypadku hydrolizy estrow
krotkotancuchowych kwaséw monokarboksylowych, z najeas aktywndcia dla
propionianup-nitrofenylu (C3) ( Ko i in., 2012).

SzczepPseudoalteromonas arctidaolowany z prébek wody pochogtz/ch ze
Spitzbergenu jestrodiem enzymu esterolitycznego EstO o masigsterzkowej rownej
44,1 kDa. Biatko to sktada ¢iz 400 reszt aminokwasowych, a jego punkt
izoelektryczny okrédono na 6,23. Analiza sekwencji aminokwasowe] wytaz
obecnd¢ zakonserwowanego motywu typowego dif hydrolaz tj. GXSXG. EstO
preferencyjnie katalizuje hydrolizkataliz hydrolizy estrow krétkokacuchowych
kwasow monokarboksylowych. Najwgza aktywnadé enzym wykazywat wobec
maslanu p-nitrofenylu (C4). Optymalnymi warunkami dla dziala esterazy EstOgs
pH réwne 7,5 oraz temperatura wyngsz 25°C (Khudary i in., 2010).

Esteraza pochodea ze szczepu bakterii Pseudomonas mandeli
charakteryzowata sinajwyzszy aktywndgcia wobec octanyp-nitrofenylu (C2). Mas
czasteczkow biatka okrélono na 33 kDa. Enzym esterolityczny EstK wykazywat
stabiln@g¢ w zakresie temperatury 4-40°C, przy czym optymaéraperatura dla jego
dziatania wynosita 40°C. Optymalne dziatanie enaygkazywat w pH rownym 8,5.
Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowe] Estikazano obecrié peptydu
sygnalnego sktadg@tego st z 23 reszt aminokwasowych oraz zakonserwowanego
ewolucyjnie motywu GXSXG (Hong i in., 2012).

Zrodiem kolejnego aktywnego w niskiej temperaturaeyenu esterolitycznego
0 potencjalnym biotechnologicznym zastosowanius¢ainikroorganizm pochodzy z
przewodu pokarmowego kryla antarktycznel§aphasia superbdana. Szczep ten
sklasyfikowano jakoPseudoaltermonasp. 643A Masa czsteczkovy esterazy EStA
zbudowanej z 207 reszt aminokwasowych zostata oszata na 27 kDa. Na podstawie
analizy sekwencji aminokwasowej, enzym ten zaliceotio rodziny enzymoéw

lipolitycznych GDSL (Il rodzina enzymoéw lipolitych) oraz podrodziny hydrolaz
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SGNH. Esteraza EstA najefektywniej katalizuje rgakchydrolizy estrow
krétkotaacuchowych kwaséw monokarboksylowych. Napsg aktywnaé enzym
wykazywat wobec octany-nitrofenylu (C2). Enzym EstA wykazuje stabikdow
zakresie pH 9,0-11,5, przy czym optymalne pH dlatdnia enzymu wynosito 8,0.
Maksymalry aktywndgé enzym wykazywat w temperaturze rownej 35°C, a w
temperaturze 65°C ulegat inaktywacji. W systemispe&syjnymE. coli esteraza ta
produkowana byta w postaci ciat inkluzyjnych. Aktyyvforme enzymu uzyskano po
rozpuszczeniu ciatek inkluzyjnych w moczniku i gala drodze renaturacji uzyskano
preparat aktywnego enzym@iesliaski i in., 2007).

SzczepPseudomonasp. B11-1 zostat wyizolowany z gleby pobranej nasik.
Produkowana przeBseudomonasp. B11-1 esteraza ma mazgsteczkowy rowrng 69
kDa i sklada s z 637 reszt aminokwasowych. Spid dotychczas opisanych i
scharakteryzowanych esteraz aktywnych w niskiejptmaturze jest to najglisze
biatko. Na podstawie analizy sekwencji aminokwagowykazano obecri¢ motywu
GDSL charakterystycznego dla Il rodziny enzymowolifycznych, a take motywu
typowego dlaa-f hydrolaz. Charakterystyka biochemiczna biatka vegha, @
optymalne pH dla dziatania enzymu réwne jest 8ixyin PsEstl pozostawat stabilny
w szerokim przedziale pH tj. 2,2-11,9. Optymalnaperatura dla dziatania tego
enzymu wynosita 45°C. Ponadto, maksymabktywnagé enzym wykazywat wobec
maslanu p-nitrofenylu (C4). W systemie ekspresyjnyin coli esteraza produkowana
byta w postaci ciat inkluzyjnych. Nagtnie uzyskano aktywny enzym, na drodze
denaturacji w roztworze buforowym z mocznikiem &@méj renaturacji podczas ktérej
wyeliminowano czynnik denaturmgy z roztworu buforowego, na drodze dializy
(Suzuki i in, .2003).

Szczep zimnolubnej bakteriPseudomonassp. B11-1 jestzrodiem dwoch
enzymow lipolitycznych, tj. poza wcgdej wymienionym PsEstl, tak zrodiem
enzymu LipP. Enzym skifada ¢siz 308 reszt aminokwasowych, a jego masa
czgsteczkowa, szacowana na podstawie analizy bioirdtytane; sekwenciji
aminokwasowe] masa gsteczkowa jest rowna 33,714 kDa. Analiza sekwencji
aminokwasowe] wykazata ta# obecné pentapeptydu GDSAG. Na podstawie
przeprowadzonych baflabiochemicznych enzymu wykazang, optymalne pH i
temperatura dla dziatania LipP wyne<x,0 i 45°C. Preferowanym substratem esterazy

okazat s¢ maslan p-nitrofenylu (C4) (Choo i in., 1998).
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Kolejnym scharakteryzowanym enzymem o dgtevosciach esterolitycznych
jest EstC produkowany przez baktefgreptomyces coelicoloA3(2) o optymalnej
temperaturze wzrostu w 25°C. Magszsteczkow enzymu, na podstawie jego
sekwencji aminokwasowej oszacowano na r98d,665 kDa. Maksymadnaktywna¢
EstC wykazywat w temperaturze 35°C oraz pH 8,5-&0zym byt aktywny wobec
substratow stanowtych estry krétkotacuchowych kwasow monokarboksylowych, z
najwickszy aktywnaciag wobec mélanup-nitrofenylu (C4) (Braultiin., 2012).

Enzym esterolityczny LipA zSorangium cellulosumSo0157-2 to kolejny
przedstawiciel enzyméw aktywnych wobec estrow lotakcuchowych kwasow
monokarboksylowych, z maksymalraktywndgcia wobec octany-nitrofenylu (C2).
LipA sktada s¢ z 326 reszt aminokwasowych i ma magysteczkowy okoto 35,6 kDa.
W obrbie sekwencji aminokwasowej enzymu znajdugepgntapeptyd (GHSMG) oraz
triada katalityczna (Ser-Asp-His). Analiza biochemma LipA wykazata,z optymalne
warunki dla dziatania tego enzymu to pH 8,0 oraZ=3(Cheng i in., 2011).

Psychrofilna bakteria izolowana z prébki gleby akitgcznej Psychrobactesp.
Ant300 produkuje enzym esterolityczny o masigstzczkowej oszacowanej na 43,681
kDa. Analiza sekwencji aminokwasowej PsyEst wykazabbecné motywu
charakterystycznego dla/f hydrolaz. Ponadto, na podstawie wynikéw analizy
sekwencji aminokwasowej enzym ten przypgikowano do rodziny biatek HSL, tzw.
lipaz hormonozalenych. Badania wykazaty,ziPsyEst odznaczat ¢simaksymalg
aktywnaicia w temperaturze 35°C. Preferowanym substratem eunzgkazat s
heksaniam-nitrofenylu (C6) (Kulakova i in., 2004).

Zrodtem esterazy MtEsSt45 o teoretycznej masigsterzkowej wynosgej
45,564 kDa (495 reszt aminokwasowych) jest szdgkgrobulbifer thermotolerans
DAUZ221. Bakteria ta izolowana byta z probki glebgchodacej ze wschodniego
wybrzeza Republiki Korei. Teoretyczny punkt izoelektryczhiatka wynosi 5,48. W
obrebie sekwencji aminokwasowej esterazy znajdujeesiolucyjnie zakonserwowany
motyw GXSXG, a take triada katalityczna Ser-133, Asp-237, His-265aliR to
produkowane byto w systemie ekspresyjnimcoli. Na podstawie przeprowadzonych
bada nad widciwosciami biochemicznymi enzymu MtEst45 wykazaue, preferuje
on katalizowanie reakcji hydrolizy réflanu p-nitrofenylu (C4), z najwisz
aktywnaicia w temperaturze 46,27°C i pH rownym 8,17. Estenqaazostaje aktywna

rowniez w nizszych temperaturach tj. 1-15°C (Lee i in., 2016).
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Psychrotolerancyjna bakteri@sychrobacter cryohalolenti&5™ o optymalne;
temperaturze wzrostu rownej 22°€ata s¢ zrodiem genu kodgpego esterazEstPc o
wyliczonej in silica masie czsteczkowej 34,562 kDa (315 reszt aminokwasowych).
Teoretyczny punkt izoelektryczny biatka wynosi 6,5Bekombinantowy enzym
produkowany byt w komorkack. coli. Maksymaln aktywna¢ wykazywat w 35°C i
pH 8,5. EstPc w temperaturze 0-5°C wykazywat 90%yvakosci (Novototskaya -
Vlasova i in., 2012). Ponadto, esteraza ta zostgdeorzystana do stworzenia biatka
hybrydowego, ktére précz sekwencji aminokwasoweglujgrej esteragz zawierato
sekweng aminokwasow autotransportera GDSL pochadego réwnie z
Psychrobacter cryohalolentisk5'. Biatko hybrydowe zakotwiczone bylo na
powierzchni komorki E. coli co bylo zamierzone, gdy z punktu widzenia
biotechnologicznego interegop jest stosowanie caltych  komorek jako
biokatalizatorow. Esteraza EstPc877 jest aktywnymiskiej temperaturze biatkiem, z
najwyzsza aktywnagcia w temperaturze 25°C, przy czym enzym ten wykazuje
aktywnas¢ w zakresie temperatury 5-30°C (Petrovskaya 2015).

Esteraza pochodea ze szczepu bakteriAcinetobacter venetianus/28
rosmgcego w 25°C jest biatkiem skiadaym st z 338 reszt aminokwasowych, o
teoretyczne] masie ggteczkowej wynose] 37,186 kDa i wyliczonym teoretycznie
punkcie izoelektrycznym rownym 8,38. Analiza sekejemminokwasowe] wykazata
obecnd¢ zakonserwowanego motywu GXSXG i triady katalitygzrser-His-Asp.
Esteraza V28 charakteryzuje siajwyzsz aktywnaciag wobec kaprylany-nitrofenylu
(C8), w temperaturze 40°C i pH 9,0. Ponadto, estepmzostaje aktywna $vodowisku
detergentow i rozpuszczalnikbw organicznych, concjy potencjalnie gyteczry w
przemyle detergentow i syntezie organicznej (Kim i irD,12).

Kolejny scharakteryzowany enzym z psychrofilnej teak Rhodococcussp.
AW25M09 to esteraza RhLip. Enzym ten w komork&thcoli byt produkowany w
postaci nieaktywnej tj. ciat inkluzyjnych, jedna&stat z powodzeniem zrenaturowany i
zbadany pod &em jego wiaciwosci biochemicznych. Enzym preferuje katalizakcji
hydrolizy estréw krotkotacuchowych kwasow monokarboksylowych z maksyrpaln
aktywnaicia wobec maanu p-nitrofenylu (C4), w temperaturze 30°C i pH 11. RhL
charakteryzuje sitolerancyj na r@ne stzenia chlorku sodu, a taé& aktywndcia w
zwigzkach organicznych. Ponadto, zmniejgeajs¢ stabilng¢ biatka powyej 30°C, a
co za tym idzie tatwa inaktywacja enzymu w asgych temperaturach czyni go

interesugcym biokatalizatorem do zastosawgrzemystowych, np. w przerfig
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spaywczym gdzie wane jest zachowanie smaku i struktuggvnosci (De Santi i in.,
2014).

Szczep Photobacteriumsp. MA1-3 jest zrodlem esterazy MA1-3 o masie
czasteczkowe] wynosgge] 35 kDa (315 reszt aminokwasowych) i punkcie
izoelektrycznym okrdonym na 6,06. W olgbie sekwencji aminokwasowej znate
mozna zakonserwowany ewolucyjnie pentapeptyd GXSX@eprowadzona analiza
biochemiczna esterazy MA1-3 produkowanej w komdnk&c coli wykazala, i
najwyzszy aktywnaé¢ enzym wykazuje w 30°C i pH 8,0. Enzym efektywnaatizuje
hydrolize estréw krétkotacuchowych kwasow monokarboksylowych z maksyrmpaln
aktywnasciag wobec maélanu p-nitrofenylu (C4). W temperaturze 5°C esteraza ptage
aktywna (45% maksymalnej aktywdon). Wysoka aktywn& MAL-3 i niska warté¢
energii aktywacji w zakresie 5-50°C sugeruje,enzym mogtby zostaz powodzeniem
zastosowany jako biokatalizator oraz dodatek enkyeray do detergentow (Kim i in.,
2013).

Esteraza pochodea ze szczepu bakteidalinisphaerasp. P7-4, dla ktorego
optymalna temperatura wzrostu to 25°C, sktadazs316 reszt aminokwasowych i ma
teoretyczn masg czgsteczkovy oszacowam na 34,443 kDa. Sekwencja aminokwasowa
P7-4 charakteryzuje giobecndécia motywu GXSXG i triady katalitycznej (Ser-Asp-
His). Enzym nalgy do grupy psychrozymow, gdywykazuje aktywn& w zakresie
temperatur 5-25°@im i in., 2011).

Psychrofilna bakteriaThalassospirasp. GB04J01 stala ¢sizrédiem genu
kodujgcego esteraz ThaEst2349, wyprodukowanw systemie ekspresyjnyra. coli,
wykazupca najwiekszg aktywna¢ w temperaturze 45°C i pH rownym 8,5. Enzym ten
charakteryzuje sizdolngcig do katalizowania reakcji hydrolizy krétk@leuchowych
kwaséw monokarboksylowych, z naj#gzg aktywnaciag wobec octanip-nitrofenylu
(C2). Analiza sekwencji aminokwasowej biatka wykazabecnéc triady katalitycznej
Ser-158, His-285, Asp-255. Wswietle przedstawionych wynikéw dotygzych
aktywnaci enzymu ThaEst2349 w temperaturze 30-60°C 7szej, a take w
srodowisku alkalicznym stwierdzonoze enzym z powodzeniem mogtby dy
zastosowany w przendlg chemicznym do produkcjrodkéw czyszczecych (De Santi i
in., 2016).

Kolejnym z dotychczas scharakteryzowanych enzymétereolitycznych jest
esteraza rEstSL3, wyprodukowana w systemie ekgpsgayE. coli, pochodzca ze

szczepuAlkalibacteriumsp. SL3. rEstSL3 ma masczasteczkovy 24,4 kDa (211 reszt
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aminokwasowych). Ze wzgdlu na widciwosci biochemiczne enzymu, tj. maksymain
aktywnas¢ w 30°C, 70% aktywngei w 0°C, dziatanie wrodowisku lekko alkalicznym,
a takze tolerangj na wysokie stzenia soli (powyej 5 M NaCl), jest on potencjalnie
atrakcyjnym biotechnologicznie biokatalizatoremgrigt mogtby by wykorzystywany

w przemyle farmaceutycznym czy syntezie organicznej (Waing 2016).

Mikroorganizm Photobacteriumsp. J15 stat si zrédlem genu kodgpego
esteraz GDSL J15, ktgg zaklasyfikowano do Il rodziny enzymow lipolityczsty tj.
esteraz GDSL. Enzym wyprodukowany w systemie elsypmgm E. coli
charakteryzowat si maksymalg aktywndacia w 20°C i pH 8,0 wobec ndlnu p-
nitrofenylu (C4). Masa c¢gteczkowa biatka wynosita 35,6 kDa (347 reszt
aminokwasowych), a jego punkt izoelektryczny &Bdkiba iin., 2016).

Enzym Estl0 pochodey z psychrotolerancyjnej bakteriPsychrobacter
pacificensiswykazywat aktywn&¢ w temperaturze 25°C i pH 7,5. Enzym pozostaje
aktywny w 0°C (55% aktywrigi maksymalnej). Oszacowana silica masa
czagsteczkowa enzymu wynosi 24,6 kDa. Analiza sekweaigjinokwasowej wykazata
obecnd¢ triady katalitycznej Ser-121, Asp-173, His-204. Kdgmalry aktywna¢
Est10 wykazuje wobec rflanu p-nitrofenylu (C4) i pozostaje stabilny svodowisku o
wysokim stzeniu soli (NaCl) oraz w obeckd zwigzkdéw organicznych (Wu i in.,
2013).

Esteraza Estll pochagta z psychrofilnej bakteriPsychrobacter pacificensis
ma masg czasteczkowg 32,9 kDa (297 reszt aminokwasowych). Analiza selajie
aminokwasowej wykazata obedgotriady katalitycznej Ser-162, Asp-239, His-273.
Maksymalry aktywnaé¢ enzym wykazywat w temperaturze 25°C, pH 7,5 waossoow
krotkotancuchowych kwasow monokarboksylowych, z najea aktywndciag wobec
maslanu p-nitrofenylu (C4). Esteraza Estll pozostaje wysakigwna w 10°C (70%).
Enzym charakteryzuje gitolerancy na wysokie stzenia soli (5 M NaCl). Esteraza
Estll wykazuje wyseakstabilng¢ w rozpuszczalnikach organicznych, zatem mogtaby
zost& z powodzeniem wykorzystana jako biokatalizator mcpsach zachodeych w
srodowiskach niewodnych (Wu i in., 2015).

SzczepPsychrobacter celeBPbl stat i zrodtem kolejnej aktywnej w niskiej
temperaturze esterazy Estl2. Masgsteczkovy enzymu oszacowano na podstawie
jego sekwencji aminokwasowej na 35,150 kDa (322traminokwasowych). Enzym
charakteryzowat si maksymalg aktywndciag wobec mélanu p-nitrofenylu (C4) w

temperaturze 35°C i pH 7,5. Ponadto, enzym estgtahy Estl2 toleruje wysokie
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stezenie soli (4,5 M NaCl). Wikxiwosci biochemiczne enzymu wskazuja maliwos¢
jego zastosowania w przeghy, m.in. do bioremediacji gleb i przy produkcji izakow
farmaceutycznych (Wu, Zhang i in., 2013).

Bakteria z rodzajlSerratia stata s¢ zrédtem genu kodgpego esteraz EstS,
ktorego ekspresj z powodzeniem przeprowadzono w komoérkadh coli
Rekombinantowy enzym charakteryzowat gptymalry aktywnaciag w 10°C i pH 8,5.
Esteraza EstS pozostawata stabilna w temperatufge iOwykazywata a 92%
maksymalne] aktywni@i enzymatycznej w tej temperaturze. Ponadto, zaverto
wzrost aktywnéci esterazy w obecdoi 4 M NaCl (Jiang i in., 2016) .

Kolejna scharakteryzowana esteraza aktywna w nisteeperaturze jest
produkowana przez bakterigunongwangia profundaEstLiu sktada si z 273 reszt
aminokwasowych i ma maszysteczkow réwng 30 kDa. Sekwencja aminokwasowa
esterazy charakteryzujeebecndcia triady katalitycznej (Ser-158, Asp-211, His-243).
Enzym esterolityczny EstLiu wykazuje 75% aktyweiov 0°C. Ponadto, jest to kolejna
esteraza preferencyjnie kataligegq hydroliz estrow krétkotacuchowych kwasow
monokarboksylowych, z maksymalaktywndciag wobec malanu p-nitrofenylu (C4).
Wiasciwosci enzymu, takie jak stabildd w rozpuszczalnikach organicznych i
srodowisku o wysokim gteniu NaCl, stanowi 0 jego potencjalnym zastosowaniu w
réznych gat¢ziach przemystu (Rahmaniiin., 2016).

Podczas dojrzewania serow kluczpwole odgrywa aktywn&é metaboliczna
mikroorganizmoéw Lactobacillus plantarunjest przyktadem bakterii bigeej udziat w
tym procesie. Szczdpactobacillus plantarunWCFS1 stat si zrodtem gendwp_3505
oraz Ip_2631 kodugcych nowe esterazy aktywne w niskich temperatur&steraza
Lp_3505 wykazuje maksymajraktywna¢ w 5°C i pH 6,0, zalLp 2631 w 20°C i pH
6,5. Oba biatka charakteryaugic tolerancy na wysokie stzenia NaCl co czyni je
biokatalizatorami potencjalniezytecznymi w przemgle spaywczym, np. W procesie
dojrzewania sera (Esteban-Torres i in. 2014).

Psychrotolerancyjna bakterfcinetobactersp. szczep oznaczony numerem 6,
izolowana z gleby pobranej na Syberii, statazsddiem genuaelh kodugcego nowy,
aktywny w niskiej temperaturze enzym esterolityczA£LH. Enzym najwysz
aktywna¢ wykazywat wobec octanp-nitrofenylu (C2). Sekwencja aminokwasowa
tego enzymu skladagse 258 reszt aminokwasowych, a w jej @he wyr@ni¢ mazna
ewolucyjnie zakonserwowany pentapeptyd GXSXG idtrikatalityczry Asp-His-Ser.
Mas; czasteczkowy AELH oszacowano na 28,4 kDa. Enzym ma zdgindo katalizy
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reakcji transestryfikacji w temperaturze 4°C, npmgdzy propionianem winylu i
propanolem, a produktem reakcji jest propionianpgho. Wyniki te wskazu na
przydatnd¢ esterazy AELH w syntezie organicznej (Suzuki j 2002).

Esteraza EstTB11 Pseudomonasp. TB11 o masie gsteczkowej wynosgej
65 kDa, charakteryzuje ¢smaksymalp aktywndciag w temperaturze 25°C w pH 8,5
wobec kaprylanwp-nitrofenylu (C8). Enzym ten zachowuje 38% swojgksymalnej
aktywnaici w 0°C. Badania wykazatyze enzym posiada zdoléio do hydrolizy
tluszczu znajducego s¢ w mleku, zatem mogtby Byz powodzeniem zastosowany w
przemyle spaywczym do polepszenia walorow aromatycznych mleRang i in.,
2015).

Kolejnym wyprodukowanym w systemie ekspresyjnyrik. coli i
scharakteryzowanym aktywnym w niskiej temperatiemeymem esterolitycznym jest
Esth pochodacy z bakterii z rodzajibhewanellaWyliczona na podstawie sekwenciji
aminokwasowej (enzym zbudowany z 223 reszt aminekwgch) masa @steczkowa
tego biatka wynosi 24 kDa. Esth zaklasyfikowano ®® rodziny enzymoéw
lipolitycznych, co wyragnia go na tle wikszaci znanych zimnolubnych enzyméw
esterolitycznych nafgcych do rodziny | lub 1l. W 0°C enzym wykazuje 50%voje]
aktywnaci, a maksymalpaktywnaé¢ zanotowano w pH 8,0 i 30°C wobec dtaau p-
nitrofenylu (C4) (Hang i in., 2016).

Podsumowujc przedstawione powgj informacje oraz analizag pozostate
dane przedstawione w tabelach 2 i 3zneprzedstawikilka konkluzji.

Zgodnie z danymi zamieszczonymi w tabelach 2 i &snczsteczkowy
powyze] 40 kDa charakteryzyjsic esterazy zPseudomonas arcticg44,1 kDa),
Pseudomonasp. B11-1 (69 kDa) i Pseudomonasp. TB11 (65 kDa). Do znacznie
mniejszych biatek, o masie gsteczkowej poriej 30 kDa, naleg EstA, rEstSL3, Est10,
AELH, Esth i Lp_2631. Pozostate esterazy, stagosvwickszc¢ z obecnie znanych i
scharakteryzowanych esteraz aktywnych w niskiej pematurze, ma mas
czagsteczkowy w zakresie 30-40 kDa (Tabela 2).

Wickszas¢ z aktywnych w niskiej temperaturze esteraz (20yev@v z tabeli 2)
charakteryzuje giobecnécia w obrbie sekwencji aminokwasowej zakonserwowanego
pentapeptydu GXSXG, charakterystycznego dla enzymaleacych do | rodziny
enzymow lipolitycznych. Cztery enzymy z zamieszgaminw tabeli 2, tj. EStA, PsEstl,
AT877 i esteraza J15 GDSL, naledo Il rodziny enzyméw lipolitycznych, gdy
charakteryzyj sic obecndécia motywu GDSL zamiast GXSXG. Wiytkiem jest esteraza
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Estl2 (Wu, Zhang i in., 2013) nalga do potencjalnie nowej rodziny enzymow
lipolitycznych, ktora nie klasyfikuje sido zadnej z émiu rodzin ju istniegcych oraz
Esth zaklasyfikowana do rodziny VI enzymoéw lipotinych (Hang i in., 2016).

Ponadto, wgkszas¢ aktywnych w niskiej temperaturze esteraz prefekajaliz
reakcji hydrolizy estrow krétkofeeuchowych kwaséw monokarboksylowych tj. octanu
(C2), propionianu (C3) i nmééanu p-nitrofenylu (C4). Z kolei, PsyEst maksymaln
aktywna¢ wykazuje wobec heksaniamqunitrofenylu (C6), z& V28 i EstB11 wobec
kaprylanup-nitrofenylu (C8) (Tabela 2).

Wicksza¢ esteraz aktywnych w niskich temperaturach nie mabilna w
temperaturach wagszych ni optymalne. Podwiszenie temperatury skutkuje
obnizeniem aktywnéci enzymow Rdz ich inaktywacy. Przyktadem mze byt esteraza
PsEstl, ktora najwyszy aktywnaé wykazuje w 45°C, z2a30 minutowa inkubacja w
temperaturze o 5°C wgze] ni optymalna g inaktywuje. Ta sama sytuacja wystije
m.in. w przypadku esterazy EstCyiF 35°C, 1h inkubacja w 40°C inaktywuje enzym)
| esterazy ThaEst2349 (jf= 45°C, 20 min inkubacja w 50°C, sprawig enzym
wykazuje zaledwie 10% maksymalnej aktywcip (Tabela 2).

Esterazy aktywne w niskich temperaturach dziadgpwnie wsrodowisku lekko
alkalicznym (pH 7,5-9,0). Tylko dwie esterazy,@H2A i RhLip, wykazug najwyzsz
aktywnas¢ w pH rownym 11, zalLp 3505 i Lp_ 2631 w pH kolejno 6,0 i 6,5 (Tabela
2).

Spasrdd scharakteryzowanych pod wadgm parametrow kinetycznych esteraz,
LipA, EstC, PsyEst, REstSL3, EstS posigdaysoly wydajnaé katalityczry (Tabela
3). Najwyzszg wartascig parametrukcat okrelajacego liczle czgstek produktu jaki
powstaje w jednostce czasu przy wysyceniu enzynhsteatem charakteryzyjsie
esterazy EstS (2,339*19") i rEstSL3 (307,697 (Tabela 3).

3.11.1.1 Esterazy aktywne w niskich temperaturachzastosowanie

W Swietle przeanalizowanych przeze mnie danych litemavych, na dzig
dzisiejszyzadna ze scharakteryzowanych aktywnych w niskichpg¥aturach esteraz
nie zostata jeszcze wdrona do aycia w przemyle. W wigckszaci prac wskazuje si
jednak na kilka gtbwnych nitiwych kierunkow zastosowania takich enzymow. Whtyc
sparod wymienionych powiej adaptowanych do zimna esteraz, ktGreodporne na
dziatanie wysokich gten NaCl i charakteryzugj sic aktywnaciag w pH zasadowym
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upatruje st nowych enzymatycznych sktadnik&nodkéw piogcych i czyszcgcych w
niskiej temperaturze, tzw. ,praniu na zimno” (Kirmi, 2012; Kim i in., 2013; De Santi
i in., 2016). Wiele psychrozyméw izolowanych jesinikroorganizmow pochodeych
ze srodowisk morskich, zatem niektore z niclp @dporne na wysokie ¢tenia soli.
Przyktadem esterazy tolegogj wysokie s{zenie soli jest Est12 Bsychorbacter celer
Enzym ten wykazuje najwgz aktywnac i stabilng¢ w 4,5 M NaCl. Dodatkowo, 0,5-
1% (v/v) Tween 20, Tween 80, Triton X-100, CHAPSaanie zwgksza aktywnét
enzymu (nawet do 200%). Ponadto, enzym Estl2 wykaponad potow swojej
aktywnaci po 1 h inkubacji z 5-30% (v/v) etanodiolem, nmetiem, DMSO oraz 5-
20% (v/v) izopropanolem i etanolem (Santiago i 2016).

Drugim kierunkiem zastosowania tych enzymowzmby przemyst spaywczy
(De Santi i in., 2014; Wang i in., 2016; Estebanf&s i in., 2014; Rahman i in., 2016;
Wu i in., 2013; Dong i in., 2015). Przykiadem tgkidiecupcej aktywnej w niskiej
temperaturze esterazy jest enzym Lp 2631 pociogdz Lactobacillus plantarum,
ktGrego widciwosci czynig go atrakcyjnym w procesach produkcji fermentowanej
zywnosci (Esteban-Torres i in., 2014).

Trzecim szczegolnie interegaym zastosowaniem jest wykorzystanie tych
enzymow do prowadzenia syntezy Zmkiéw chemicznych wérodowisku niewodnym
lub o bardzo matej aktywsoi wody (Zhang i in., 2013). W mieszaninach reakggh
rozpuszczalniki organiczne stosujee siw celu zwekszenia rozpuszczalba
hydrofobowych substratéw (Santiago i in., 2016).tydkna w niskiej temperaturze
esteraza LipA pochodeza z Sorangium cellulosumjest dobrym przyktadem enzymu
charakteryzujcego s¢ stabilngciag w rozpuszczalnikach organicznych (eter dietylowy,
chloroform, benzen, toluem-ksylen, cykloheksan, n-heksanu, n-heptan, izogktan
takze w obecnéci roznych detergentow (0,1-1% (v/v) Tween 20, TweenTpn X-
100) (Santiago i in., 2016).
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych gdavosci esteraz aktywnych w niskich temperaturach.

A\ MOST

Nazwa Zrédto Charakterystyczny ~ Masa Optymalne Optymalna Inhibitory i Wplyw pH Preferowany Literatura
motyw w sekwencji | Czasteczkowa pH Temperatura aktywatory temperatury na stabilnosé substrat
aminokwasowej [kDa] [°C] stabilnosé
enzymu
CH2A DNA GXSXG, 34,7 11,0 20 Brak danych Brak danych Brak propionianp- Huiin.,
danych nitrofenylu
metagenomowe SGH (c3) 2012
EstiM1 DNA GXSXG, 34,0 8,0 40 Inhibitory: Hg, W zakresie 1- 6-9 propionianp- Koiin.,
zn** 30°C enzym nitrofenylu
metagenomowe SDH Aktywatory: brak | pozostaje stabilny. (C3) 2012
danych Po 40min w 35°C
wykazuje 50%
aktywndgci.
EstO Pseudoalteromonas GXSXG, 44,1 7,5 25 Inhibitory: AI™, Po24hw35°C 6-10 maslan p- Khudary i
CUW, F€*, Cr, wykazuje 35% (powyzej nitrofenylu )
arctica SDH Co™, aktywngci. 60% (C4) in.,2010
B-merkaptoetanol Po 2,5 hw90°C| aktywndci)
DTT, PMSF, wykazuje 50%
EDTA, aktywndgci.
Aktywatory: N&
EstK Pseudomonas GXSXG 33,0 8,5 40 Brak danych Po 20 min w60°C  Brak octanp- Hong i in.,
nastpuje danych nitrofenylu
mandelii inaktywacja (C2) 2012
enzymu.
EstA Pseudoaltermonas SGNH, 23,1 8,0 35 Inhibitory: PMSF, |  Enzym w 30°C 9-11,5 octanp- Cieslinski i
B-merkaptoetanol pozostaje stabilny| nitrofenylu .
sp. 643A GDSL DTT, glutation, przez 60 min. (C2) in., 2007
Hg', Mg*, Cd",
Cu, Cd*, zr?,
Sre*
Aktywatory: C&*
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych wdavosci esteraz aktywnych w niskich temperaturach.

PsEstl Pseudomonas GDSL, 69,0 8,0 45 Inhibitory: Po 60 min w 30°C| 2,2-11,9 maslan p- Suzuki i
PMSF, EDTA, C&,| wykazuje 90% nitrofenylu )
sp. B11-1 SDH Mg?*, C#, C&*, | aktywndci. Po 30 (Ca) in.,2003
Fe&*, F€", Mn?, min w 50°C
Hg?*(brak znaczcegq nastpuje
wplywu hamugcego inaktywacja
enzym wykazuje enzymu.
powyzej 70%
aktywngici)
Aktywatory: brak
EstC Streptomyces GXSXG, 34,7 8,5-9,0 35 Inhibitory: Cd", Po 60 min w 40°C 6-11 maslan p- Brault i in.,
Ni%, nastpuje nitrofenylu
coelicolorA3(2) SDH Zn**,Cy* Fé*,Mn** inaktywacja (Ca) 2012
,DTT, PMSF enzymu.
Aktywatory: brak
danych
LipA Sorangium GXSXG, 35,6 8,0 30 Inhibitory: CU*, | Po30minw55°C|  6-9 octanp- Chengi
Zn*, Ni¥", Hg?"; wykazuje 20% nitrofenylu )
cellulosum SDH Aktywatory: cé&, aktywndci. (C2) in.,2011
M +
S00157-2 ’
LipP Pseudomonasp. GXSXG 33,7 8,0 45 Inhibitory: Zr?, Po 20 min w 70°C Brak maslan p- Choo i
Cu, F€*, HZ?"; nastpuje danych nitrofenylu )
B11-1 Aktywatory: EDTA inaktywacja (C4) in.,1998
(nieznacznie) enzymu.
W zakresie 30-
40°C enzym
pozostaje stabilny|
(powyzej 88%
aktywngci).
PsyEst Psychrobactesp. HSL, 43,7 Brak 35 Inhibitory: Hg™", Po 16 min w 40°C Brak heksaniamp- | Kulakova i
Mg®*, Mn*, EDTA, wykazuje 50% danych nitrofenylu )
Ant300 GXSXG, danych PMSF; aktywndci. (ce) in., 2004
Aktywatory: C&"
SDH
MtEst45 Microbulbifer GXSXG, 45,6 8,0 46 Inhibitory: PMSF, | Enzym pozostaje Brak maslan p- Leei
Hg*,Zn?*, CU#, stabilny 3 h w danych nitrofenylu _
thermotolerans SDH Ca, Ni*; zakresie 25-30°C. (C4) in.,2016
B-merkaptoetanol Po 3h w 60°C
DAU221 (silny wptyw wykazuje 18%
hamujpcy), aktywndci.
EDTA (nieznacacy

wplyw hamugcy);

Aktywatory: brak
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych wdavosci aktywnych w niskich temperaturach.

EstPc877 Psychrobacter GDSL, 66,0 Brak 25 Inhibitory: PMSF, Brak danych Brak dekaniarp- | Petrovskay
SDS, metanol danych nitrofenylu .
cryohalolentisk5" SDH danych Aktywatory: brak (C10) aiin,
danych 2015
V28 Acinetobacter GXSXG, 37,2 9,0 40 Inhibitory: C&", Brak danych Brak kaprylanp- Kimiin.,
cd, ca* danych nitrofenylu
venetians/28 SDH Aktywatory: Cf*, (c8) 2012
Mg, Ni**, EDTA
RhLip Rhodococcusp. GTSXGG, 38,0 11,0 30 Inhibitory: C&"* Po 2h w 50°C Brak malan p- De Santii
Aktywatory: Mg, wykazuje 20% danych nitrofenylu _
AW25M09 SDH EDTA aktywndci. (C4) in.,.2014
MA1-3 Photobacterium GXSXG, 35,0 8,0 30 Inhibitory: Cd”, Enzym pozostaje|  7-10 madlan p- Kim i
CW, Zrt*, stabilny w nitrofenylu )
sp. MA1-3 SDH Hg>,Mn?*, Ni%, zakresie 5-40°C. (Ca) in.,2013
Co* Powyzej 50°C
Aktywatory: Mg?* enzym traci
aktywnaé.
P7-4 Sa|inispha_era GXSXG, 34,4 9,0 25 Inhibitory: Cd, Po 30 min w 50°C Brak maslan p- Kim i
Cd*, CW#, wykazuje ok. 20%|  danych nitrofenylu .
sp. P7-4 SDH Hg?* Ni%*, Zr?*, aktywndici. Po 30 (Ca) in.,2011
PMSF; min w 70°C
Aktywatory: EDTA nastpuje
(nieznacacy wplyw) inaktywacja
enzymu.
ThaEst23 Thalassospirasp. GXSXG, 35,0 8,5 45 Inhibitory: CF”, Po 20 minw 50°C|  Brak octanp- De Santii
Fe*, CF', Co* wykazuje 10% danych nitrofenylu )
49 GB04J01 SDH Aktywatory: Li", aktywngci. (C2) in., 2016
Srf*, ca&',cu,
DTT
EDTA, PMSF,g-
merkaptoetanol(niezng
czacy wplyw)
rEstSL3 Alkalibacterium SDH 24,0 9,0 30 Inhibitory: Ag/, Enzym pozostaje Brak octanp- Wang i in.,
F&*, CU*, Mn*, stabilny przez danych nitrofenylu
sp. SL3 Hg?*, C&*, Zr?*, ponad 60 min (C2) 2016
cr* w50°C.
Aktywatory: Li*, Po 2 min w 60°C
Na', K*, Mg*", C&"*, | nastpujeinaktywa
B-merkaptoetanol, cja enzymu.
EDTA

A\ MOST
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych gdavosci esteraz aktywnych w niskich temperaturach.
EstPc Psychrobacter GXSXG, 35,6 8,5 35 Inhibitory: Znf", Po 60minw 80°C|  Brak maslan p- Novototska
Cuw*, Cd, NiZ*, wykazuje powyej danych nitrofenylu
cryohalolentis SDH Mg*" . 60% aktywnéci. (C4) ya-
K5T Akm?’t‘gé'Tié : Vlasovai
in.,2012
Esteraza Photobacterium GDSL, 36,0 8,0 20 Inhibitory: Li*, R, Po 3h w 25°C Brak maslan p- Shakiba i
Cs', Mg”, cd", nastpuje danych nitrofenylu )
J15 sp. J15 SGNH, SP*, Mn?", Zr?*, inaktywacja (C4) in., 2016
Na+, K+, Fé", Cd enzymu.
GDSL SDH, Ni%+, EDTA,
PMSF,
Aktywatory: DTT,
B-merkaptoetanol
Estl1l Psychrobacter GXSXG, 33,0 7,5 25 Inhibitory: Zr?*, Po 20 min w 70°C Brak maslan p- Wuiin.,
Cu nastpuje danych nitrofenylu
pacificensis SDH Aktywatory: Mr?*, inaktywacja (c4) 2015
EDTA enzymu.
Est12 Psychrobacter SDH 35,2 7,5 35 Inhibitory: Zrf*, Po 15 minw 50°C|  6-10 maslan p- Wu, Zhang
Fe*, CU¥', EDTA, nastpuje nitrofenylu !
celer3Pb1l PMSF; C&" inaktywacja (C4) iin. 2013
Aktywatory: enzymu. Enzym '
DTT(nieznacacy pozostaje stabilny|
wplyw) do 40°C.
Est10 Psychrobacter GXSXG, 24,6 7,5 25 Inhibitory: DTT, Po 2h w 50°C 7-10 maslan p- Wuiin.,
PMSF wykazuje 34,2% nitrofenylu
pacificensis SDH Aktywatory: Zrf*, | aktywndici. Po 20 (Ca) 2013
Mg*, B&*, C&*, min w 60°C
CuU*, Fé', EDTA wykazuje 20%
aktywngici.
EstS Serratiasp. GXSXG, 32,5 8,5 10 Inhibitory: Zr?*, Po 50 minw 50°C| 5,5-9,5 octanp- Jiangi in.,
CW, PMSF wykazuje 41,23% nitrofenylu
SDH Aktywatory: Mg, aktywndci. (C2) 2016
Mn?* Po 20 min w 55°C
nastpuje
inaktywacja
enzymu.
EstLiu Zunongwangia GXSXG, 30,0 8,0 30 Inhibitory: Fe”, Po2hw50°C Brak maslan p- Rahman i
Co™, c&", PMSF, wykazuje 5% danych nitrofenylu .
profunda SDH Ba", K*, Ni%, aktywndci. Po 2h (C4) in.,2016
B-merkaptoetanol, w 40°C wykazuje
DTT, EDTA 56% aktywnéci.
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych wdawvosci esteraz aktywnych w niskich temperaturach.

Lp_3505 Lactobacillus Brak danych 30,0 6,0 5 Brak danych Po20hw20°C|  Brak octanp- Esteban-
- wykazuje powyej danych nitrofenylu .
plantarum 60% aktywneci. (€2 Torres i
WCFS1 in.,2014
Lp_2631 Lactobacillus Brak danych 28,0 6,5 20 Inhibitory: Ni**, Po 20h w 20°C Brak octanp- Esteban-
- CUW, Hg" wykazuje do 80%|  danych nitrofenylu )
plantarum Aktywatory: Mre* aktywngici. (c2) Torres i
Po 4h w 30°C in..2014
WCFS1 wykazuje 50% "
aktywndgci.
AELH Acinetobactesp. GXSXG, 28,4 7,5-8,0 25 Inhibitory: CL#*, Po 30 minw 40°C|  Brak octanp- Suzuki i
PMSF, SDS; wykazuje 90% danych nitrofenylu .
szczep nr. 6 SDH ca’, M, Mg®', Fé", aktywnaici. (€2 in., 2002
Zn?* (nieznacacy Powyzej 50°C
wplyw hamujcy) nastpuie
Aktywatory: brak inaktg\rl)vaicja
danych enzymu.
EstTB11 Pseudomonasp. Brak danych 65,0 8,5 25 Inhibitory: C&", Po 15 min w 7-10 kaprylanp- | Dongiiin.,
Al¥*, Mn?*, Fe* 55°C wykazuje nitrofenylu
TB11 Aktywatory: K, 8% aktywndci. (c8) 2015
Na*, Mg2+
Esth Shewanellasp. GXSXG, 24,0 8,0 30 Inhibitory: Zrf* Po 20 min w55°C|  Brak maslan p- Hang i in.,
Aktywatory: Mr?", wykazuje 50%. danych nitrofenylu
SDH Fe*, Cd, C#, Ni*, | W 60°C nastpuje (c4) 2016
ca* inaktywacja
enzymu.
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Tabela 3. Poréwnanie parametréw kinetycznych esttywnych w niskich temperaturach.

Nazwa Zrodio Parametry kinetyczne Literatura
Km[mM] |kcat[s™] | kcat/Km
[mM s
CH2A DNA 0,44 0,23 0,523 Huiin., 2012
metagenomowe
EstiM1 DNA 0,2903 0,0168 0,05787 Koiin., 2012
metagenomowe
EstO Pseudoalteromonas 0,511 - - Khudary i in., 2010
arctica
EstK Pseudomonas 0,106 2,318 21,87 Hongiin., 2012
mandelii
EstA Pseudoaltermonas - - - Ciesliaski i in., 2007
sSp. 643A
PsEstl Pseudomonas ~0,3 (45°C) - - Suzukiiin., 2003
sp. B11-1
EstC Streptomyces coelicolor 0,27 199 737 Braultiin., 2012
A3(2)
LipA Sorangium cellulosum 0,174 29,225 168,114 Chengiin., 2011
So00157-2
LipP Pseudomonasp. B11-1 | ~0,02 (45°C) - - Chooiin., 1998
PsyEst Psychrobactesp. Ant300 0,07 58 828 Kulakova i in., 2004
MtEst45 Microbulbifer 0,0998 - - Leeiin., 2016
thermotoleran©AU221
AT877 Psychrobacter - - - Petrovskaya i in.,
cryohalolentisk5" 2015
V28 Acinetobacter venetianusg - - - Kim iin., 2012
V28
RhLip Rhodococcusp. 0,753 1,63 2,16 De Santiiin., 2014
AW25M09
MA1-3 Photobacteriunsp MA1- - - - Kimiin., 2013
3
P7-4 Salinisphaerasp. P7-4 - - - Kimiin., 2011
ThaEst2349 Thalassospirasp. 0,94 47,7 50,6 De Santiiin., 2016
GB04J01
rEstSL3 Alkalibacteriumsp.SL3 0,15 307,69 - Wangiin., 2016
EstPc Psychrobacter - - - Novototskaya-
cryohalolentisk5" Vlasovaiin., 2012
Esteraza J15 Photobacteriunsp. J15 - - - Shakiba i in., 2016
GDSL
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Tabela 3. Poréwnanie parametréw kinetycznych estatywnych w niskich temperaturach.

Estll Psychrobacter pacificensi - - - Wuiin., 2015
Estl12 Psychrobacter cele3Pbl 0,069 4,2 60,72 Wu, Zhang i in.,
2013
Est10 Psychrobacter 0,57667 3,92 - Wuiin., 2013
pacificensis
EstS Serratiasp. 0,074 2339 316000 Jiang iin., 2016
EstLiu Zunongwangia 0,121 110 900 Rahmaniin., 2016
profunda
Lp_3505 Lactobacillus plantarum - - - Esteban-Torres i in.,
WCFS1 2014
Lp_2631 Lactobacillus plantarum - - - Esteban-Torres i in.,
WCFS1 2014
AELH Acinetobactesp. szczep 1,0 - - Suzukiiin., 2002
nr. 6
EstTB11 Pseudomonasp. TB11 - - - Dongiin., 2015
Esth Shewanellasp. 0,939 27,7 29,5 Hangiin., 2016
53


http://mostwiedzy.pl

3.12 Sekrecja biatek u bakterii Gram-ujemnych

Ze wzgkdu na obecni@ w badanym enzymie EstS9 domeny autotransportera
potencjalnie um#iwiajacej sekregf natywnego biatka poza komarkbakterii
Pseudomonasp. S9, postanowitam po krotce przyjzge maozliwym drogom sekrecji
biatek u bakterii Gram-ujemnych.

Badania potwierdzaj ze wydzielanie biatek na zewinz komorki bakteryjnej
moze odbywa sie wedtug rénych mechanizméw, w zaleosci od wiaciwosci i
docelowego przeznaczenia biatka (Jeager i in., 1948chanizmy sekrecji u bakterii
Gram-ujemnych dedykowane gtéwnie transportowi biatek o charakterze wirutemh
(Green i Mecsas, 2016; Leo i in., 2012).

Wydzielanie bialek na zewtrz komorki to dla bakterii Gram-ujemnych
szczeg6lne wyzwanie ze wedu na konieczri@ pokonania dwdéch bton
komorkowych, btony cytoplazmatycznej i btony zewnanej. Mazna wyr@ni¢ szeé
szlakow sekrecji biatek. Pomdj przedstawione szlaki, précz pierwszego, zaliezan
do sekrecji ,Sec-zammej”. Wickszas¢ enzymdw lipolitycznych posiada N-koows
sekweng} sygnaln, umazliwiajaca transport przez bt@ncytoplazmatyczg co dzieje
sie za pdrednictwem systemu Sec. W jego skiad wchddatka SecB, ATPaza SecA,
a take wewntrzbtonowy kompleks biatkowy (tj. podjednostki tketve SecY, SecE,
secD, SecE, SecG i YajC). Pierwszy ze szlakéw sg@khdatek u bakterii Gram-
ujemnych nazywany jest szlakiem sekrecji typu ABADg. ATP-binding cassette),
biatko bezpérednio transportowane jest przez obie btony koméeka pomingciem
przestrzeni periplazmatycznej. Do transportu bigtktizebny jest udziat trzech biatek,
biatka ABC (ang. ATP-binding cassette) twgoego kompleks z pozostatymi dwoma
biatkami tj. MFB (ang. membrane fusion protein) M® (ang. outer membrane
protein).W przypadku Il szlaku sekrecji, proces zielbny jest na dwa etapy, system
Sec bierze udziat w transportowaniu biatka przeanptwewrctrzng, a nasfpnie
odrebny aparat sekrecyjny odpowiedzialny jest za trartspiatka przez przestrae
periplazmatyczai btone zewretrzmg. Z kolei, szlak sekrecji typu trzeciego funkcjoauj
u bakterii wyhcznie w celu dostarczania czynnikow wirulencji b&xpdnio do
komorki gospodarza ,zaatakowanego” przez komdbakterii. System transportu
biatek typu czwartego, podobnie jak typu drugiegodzielony jest na dwa etapy,
transport przez system Sec odpowiedzialny za tah$mika przez btopwewretrzng
do periplazmy, a potem unikalny system transportiatkh z przestrzeni
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periplazmatycznej przez bilonzewretrzng na powierzchri komorki. Rozrénienie
pomigdzy system typu drugiego i czwartego orazatggo wynika z rénic
wystepujacych w mechanizmie sekrecji bialek z przestrzeniptgzmatycznej przez
btone zewretrzng komorki bakteryjnej. Transport biatek typu V odlanse za pomog
autotransporteréw oraz biatek wymagajch pojedynczych czynnikéw dodatkowych
(Green i Mecsas, 2016). Szlak sekrecji typu VI ($p8dkryty zostat jako ostatni ze
wszystkich szlakow sekrecji, tj. w 2006 roku. Roldziatanie tego systemu nie zostata

dotychczas w petni poznana (Mougousi in., 2006).

3.13 System sekrecji typu V (autotransportery)

Ze wzgkdu na obecri@ w badanym enzymie domeny autotransportera (AT)
typowej dla biatek bakterii Gram-ujemnych transpaanych przez system sekrecyjny
typu V, pongej przedstawiam najwaiejsze informacje dotygze tego systemu
sekrecji. Rodzina biatek AT bakterii Gram-ujemnytt unikalny zespot biatek
niewymagajcych dodatkowego aparatu wspomagago transport biatek z przestrzeni
periplazmatycznej na zewtnz komorki (Green i Mecsas, 2016).

System sekrecyjny typu V, nazywany systemem T5S8Z bsystemem
autotransporterowym (AT), podzielony jest na trdgne podtypy tj. Va, Vb, Vc
(Wilhelm i in., 2011). Pierwszy z nich, tj. Va, asbwi rodzig biatek
autotransporterowych o strukturze monomerycznej, kidrych naley wiele
bakteryjnych czynnikédw wirulencji, m.in. proteazgA z Neisseria meningitides
adhezyna (AIDA)-I zEscherichia colii pertaktyna ZBordetella pertussigLeo, 2012).
Monomeryczne autotransportery to biatka o akty$enenzymatycznej podlegge
procesowi proteolizy (Leo i in., 2012).

Biatko transportowane za pompeystemu Va skiada ¢siz N-terminalnego
peptydu sygnalnego, domeny ,pas@”’, ktora ma specyficanfunkcje, domeny
linkerowej (tzw. cznika) i domeny transporterowej, ktdra ma posgtastacip-beczki i
kotwiczy biatko w bionie zewgtrznej bakterii (Wilhelm i in., 2011). Ral N-
terminalnego peptydu sygnalnego jest skierowanikdéiw kierunku komponentow
systemu Sec w btonie wewtnznej. Za pomog systemu Sec biatko transportowane jest
do przestrzeni periplazmatycznej, gdzie odpowiedreptydazy odcingj sekwena}
sygnalr. Nastpnie C-terminalng-domena (domena transportera) integrugezdtory

zewretrzng tworzagc kanat (domena ta przyjmuje struktup-beczki), przez ktory

55


http://mostwiedzy.pl

przemieszcza si domena ,paseera’ (Rys. 4). N-terminalna domena ,pas@”
pozostaje zakotwiczona na powierzchni komorkgdzb jest uwalniania poprzez
proteoliz. Domena ,paseera” przemieszczagprzez btow zewretrzng rozpoczynajc
od C-kaca do jej N-kaca. Transport domeny ,pasaa” odbywa si bez udziatu ATP
(Wilhelm i in., 2011).

System sekrecji Vb (uktad dwoch partnerow, nazyweaysystemem TPS), w
przeciwigistwie do typowych autotransporteréw (Va), stanowiadosobne biatka tj.
biatko pasaera (TpsA) i biatko odpowiadgje za transloka¢j(TpsB) (Wilhelm i in.,
2011). Przyktadem biatek transportowanych z udmiatystemu Vb g wiokienkowa
hemaglutynina (FHA) Bordetella pertussisoraz wysokocgsteczkowe adhezyny
HMW1 i HMW2 z Haemophilus influenzag.eo, 2012).

Trimeryczne autotransportery (Vc)a swaznymi czynnikami  wirulencji
patogennych bakterii Gram-ujemnych. W adneniu od wielu monomerycznych
biatkek autotransporterowych Va 80 zwykle adhezyny, ktore nie posiagdjinkcji
enzymatycznych i nie podlegaprocesowi autoproteolizy (Leo i in., 2013; Wilhelm
in., 2011).
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Rys. 4. Autotransporterowy system sekrecji Va. Agnienty strukturalne biatka i
B) mechanizm jego sekrecji na przyktadzie EstA. aeruginosaSP - peptyd sygnalny,
L - odcinek linkerowy (Wilhelm i in., 2011).

3.14 Biologiczne funkcje biatek autotransporterowyh z domerg GDSL

Psuedomonas aeruginogaodukuje na zewgtrz komorki wiele réanych biatek,
w tym kilka enzymow lipolitycznych takich jak fodipazy, lipazy i esterazy. Biatko
EstA o aktywnéci esterazy z domgrautotransportera nadg do rodziny biatek GDSL
i charakteryzuje si najwyzszg aktywndciag wobec krétkotacuchowych kwasow
monokarboksylowych (C4-C6). Biatko EstA bierze @z produkcji ramnolipidu,
biosurfakantu b&dacego czynnikiem wirulentnym bakteriP. aeruginosa a take
wplywajagcego na ruchliwg& komorki. Ponadto, biosurfaktant ten bierze udziat
tworzeniu biofilmu (Wilhelm i in., 2011).

Innym przyktadem jest esteraza ApeE pochodzz Salmonella typhimuriuno

masie c3zsteczkowej 67 kDa, ktéra charakteryzujez sizerolg specyficznécia
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substratow, ma zdolné¢ do katalizowania reakcji hydrolizy kaprynianu
metyloumbeliferylu, co czynigjuzyteczry w laboratoriach klinicznych do rozmdiania
szczepow z rodzaj@almonella Ponadto, enzym ten prawdopodobnie bierze udziat w
metabolizowaniu fosfolipidow (Wilhelm i in., 2011).

Serratia liquefaciensprodukuje estergzEstA naléaca rowniez do rodziny
biatek GDSL i take zawierajca domer AT. Enzym ten wykazuje aktywsé wobec
krotkotancuchowych kwaséw monokarboksylowych (C2-C4), z em@ivanym
substratem jakim jest rflan p-nitrofenylu. EstA bierze udziat w produkcji gsteczek
AHL (ang. acylatedhomoserine), powszechnie uznaslanga ,hormony” bakterii
Gram-ujemnych (Wilhelm i in., 2011).

Enzym PLB pochodgy z Maraxella bovis bakterii lgdacej patogenem bydta,
uwazany jest za czynnik wirulencji tej bakterii gdybierze udziat w lizie komorek
gospodarza.

Kolejnym przyktadem mize by biatko MCP z bakterii chorobotworczej
Maraxella cathornalis Biatko to odpowiedzialne jest za adherenuojkroorganizmu do
komorki ludzkiej. Przeprowadzona mutacja skuikaj utrag zdolngci C-terminalnej
domeny AT do tworzenia kanatu transportowego w zgxmenej btonie komorki
spowodowata spadek aktywdwb lipolitycznej enzymu oraz zdoldo komorki bakterii
do adhezji do komérek gospodarza (Wilhelm i in120

Podsumowujc, w swietle danych przedstawionych w rozdziatach 3.1213
mozliwe jest, ze badane biatko EstS9 e peiné role czynnika wirulencji
psychrotolerancyjnej baktefseudomonasp. S9. Co jednak viae, obecn& domeny
AT wskazujeze EstS9 po sekrecji zyciem mechanizmu Va me w catdci pozostéa
Zwigzane z komork bakterii (domena z aktywloig esterazy jest ,wystawiana’ na
zewnytrz komorki), albo domena z aktywsuig katalityczry jest oddzielana na drodze
proteolizy od domeny AT po przetransportowaniunaj zewntrz komorki bakterii.
Stad, z punktu biotechnologicznej przydagob badanego enzymu wydatog sham
wazne uzyskanie dwoch wariantow biatka EstS9, t.. zwahego z dwoch
wspomnianych domen oraz zbudowanego tylko z domiesiglitycznej, a take

oznaczenie i porownanie ich Wéwosci enzymatycznych.
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4. MATERIALY | METODY

4.1 Szczepy bakteryjne

X/
L X4

Escherichia coli TOP10: F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recAl araD13@ (ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR)
endAlX- (Invitrogen) — szczep bakterii wykorzystywany etapie konstrukciji
plazmidéw rekombinantowych, otrzymywania DNA pladéw uwytych w
czasie realizacji badaoraz jako gospodarz w eksperymentach ekspresgivgen
estS9auto estS9shortv systemie arabinozowyi. coli

Pseudomonasp. S9 - szczep bakterii wyizolowany z prébki glgobranej na
Spitzbergenie (Kolekcja szczepow Katedry Mikrobgiio Politechniki
Gdaskiej), wykorzystany jakdrddito genu esterazy EstS9, podczas konstrukcji
rekombinantowych szczep6wE. coli i P. pastoris producentow

rekombinantowych wariantow sekwencyjnych esterasts&

4.2 Szczep dradzowy

X/
L X4

Pichia pastorisX-33 — szczep dralzy dzikiego typu stosowany jako gospodarz
ekspresji gendéw kodggych rekombinantowe warianty sekwencyjne esterazy
EstS9, w systemie konstytutywnym i systemie indukoyn obecngcia

metanolu w paywce (Invitrogen)

4.3 Wektory plazmidowe

X/
L X4

pBAD/Myc-His A - wektor plazmidowy o wiellk&i 4094 pz przeznaczony do
ekspresji gendw w systemie arabinozowym w komorkaatoli (Invitrogen)
pBADestS9auto - plazmid ekspresyjny, otrzymany wnaeh mojej pracy
magisterskiej ,Estero/lipazBseudomonasp. S9 - izolacja genu, konstrukcja
systemu ekspresyjnego, biosynteza i oczyszczaatkaii(obrona pracy miata

miejsce na Wydziale Chemicznym Politechniki @sldej w 2012 roku)

pPICZ0A — drazdzowy wektor ekspresyjny, przeznaczony do prowadzenia

ekspresji genéw w komorkach gospodaPzapastoris zawieragcy promotor
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genu oksydazy alkoholowej 1 (AOX1) indukowany meltam, o wielkdci
3329 pz (Invitrogen)

% PpGAPZB - drazdzowy wektor ekspresyjny, przeznaczony do prowadzenia
ekspresji genébw w komorkach gospodaPzapastoris zawieragcy promotor
konstytutywny dla genu dehydrogenazy aldehydu ®fgEerynowego
(GAP), o wielkaci 3151 pz (Invitrogen)

4.4. Paywki i poditoza
Pozywka uzyta do hodowliPseudomonasp. S9

Pazywka ptynna tzw. ,syntetyczna woda morska”

% Marine Broth Difco 37,4 g (Becton Dickgo

X/

% woda destylowana 1000 ml

Pozywki i podtoza uzyte do hodowliE. coli
Podiaze LA (Luria-Bertani Agar)
s agar bakteriologiczny 15 g (BTL)

+» chlorek sodu 10 g (POCH)
+» ekstrakt dradzowy 5g (BTL)

s pepton K 10 g (BTL)
% woda destylowana 1000 ml

Pazywka LB (Luria-Bertani) pH 7,2

+» chlorek sodu 10 g (POCH)
+ ekstrakt dradzowy 59 (BTL)

s pepton K 10g (BTL)
% woda destylowana 1000 ml

Poditaze LA (Luria-Bertani Agar) niskosolne pH 7,5

% agar bakteriologiczny 15 g (BTL)
s ekstrakt dradzowy 59 (BTL)
s pepton K 10 g (BTL)
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¢ chlorek sodu 5 g (POCH)
% woda destylowana 1000 ml

Pazywka LB (Luria-Bertani) niskosolna pH 7,5

«» ekstrakt dradzowy 59 (BTL)

s pepton K 10 g (BTL)
+« chlorek sodu 5g (POCH)
% woda destylowana 1000 mi

Pozywki i podtoza uzyte do hodowli drazdzy P. pastoris

Pazywka YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

s ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
s pepton K 20 g (BTL)
s 20% roztwor glukozy 100 ml

+ woda destylowana 1000 mi

Podiaze YPD zestalone agarem

% ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
s pepton K 20 g (BTL)
« agar bakteriologiczny 20 g (BTL)
s 20% roztwor glukozy 100 ml

% woda destylowana 900 ml

Podiaze YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitolilvrayl
s ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
% pepton K 20 g (BTL)
¢ sorbitol 182,2 g (Appli€n)
< agar bakteriologiczny 20 g (BTL)
% 20% roztwér glukozy 100 ml

% woda destylowana 900 ml
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Podize BMGY/BMMY (Buffered Glycerol-complex Medium/Buffed Methanol-
complex Medium)
% ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
% pepton K 20 g (BTL)
s 13,4% roztwor YNB (Yeast Nitrogen Base) 00Iml (Sigma)
s 0,02% roztwor biotyny 2 ml (Sigma)
s 10% roztwor glicerolu / 5% roztwor metanolu 100 mli
% woda destylowana 700 ml
% roztwor buforowy 1 M KHPOJ/KH,PO, 0 pH 6,0 100 ml

Podiove MWG

1 warstwa (warstwa spodnia):

s ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
s pepton K 20 g (BTL)
% agar bakteriologiczny 20 g (BTL)
s 20% roztwor glukozy 100 ml

+ woda destylowana 900 ml

2 warstwa (warstwa wierzchnia):

% ekstrakt dradzowy 10 g (BTL)
s pepton K 20 g (BTL)
% agar bakteriologiczny 20 g (BTL)
% woda destylowana 1000 ml
s tributyryna 10 ml (Flak

Wszystkie paywki i podtoza po sporadzeniu ich zawiesin lub roztworéw w
wodzie o odpowiedniej czysta i ustaleniu wiaciwego pH (jéli byto to wymagane)
byty autoklawowane w temp 1Z1, pod cénieniem 1,2 bara, przez 20 min. W
przypadku podigy i pozywek zawieracych 20% roztwoér glukozy, roztwoér ten byt
autoklawoawany osobno i odpowiednia jegosdladodawana byla do pozostatych
skfadnikow, ktore byty osobno autoklawowane.

Podtaza zawierajce agar, po autoklawowaniu i ostygeiu do temperatury 50-

60C, byly rozlewane do sterylnych plastikowych plyt@etriego. Plytki te po
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zestaleniu podia i wysuszeniu w temperaturze®@7byly od razu wykorzystane do
wykonania posiewéw lub byty przechowywane w lodéwctemperaturze 4°8.

4.5 Dodatkowe sktadniki uzyte do przygotowania paywek i podtozy

W przypadku cgici z opisanych w pracy dwiadczér (Rozdziat 5. Wyniki i
dyskusja), przeprowadzenie ich wymagato dodanie wdor pazywek i podiay

nastpujacych sktadnikow:

. roztwoér ampicyliny (PolfaTarchomin) w jalowej woézd s¢zeniu 100 mg/ml,
. roztwor L-arabinozy (Sigma) w jalowej wodzie g@z&niu 20%,

. roztwor IPTG (Sigma) w jatowej wodzie aggéniu 1M,

. roztwor zeocyny (Invitrogen) w jalowej wodzie @zniu 100 mg/ml.

4.6 Izolacja DNA

<> ExtractMe DNA Yeast Kit (Blirt S.A.)
<> ExtractMe Plasmid DNA Kit (Blirt S.A.)
X ExtractMe DNA Bacteria Kit (Blirt S.A.)

DNA plazmidowe izolowano z ayciem zestawu ExtractMePlasmid DNA-kit,
DNA genomowe bakterii izolowano za pomo&ExtractMe DNA Bacteria Kit,
natomiast DNA genomowe drdzy izolowano za pomaczestawu ExtractMe DNA
Yeast. Zarowno DNA plazmidowe jaki i genomowe DNAkteryjne i dradzowe
izolowano posipujac zgodnie z instrukcjami opisanymi w protokotachtadmonych

przez producenta tych zestawéw (Blirt S.A.).

4.7 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

» ExtractMe DNA Clean up Kit (Blirt)
Zestaw przeznaczony jest do szybkiego i wydajnegayszczania
fragmentow DNA po reakcjach  enzymatycznych. Oczyaae
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producentdoddee stosowano do

oczyszczania produktow PCR.
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Izolacja fragmentéw DNA zelu agarozowego

W celu wyizolowania fragmentu DNA (o padanej dtugéci) z zelu
agarozowego, po rozdziale elektroforetycznym praodk trawienia DNA
enzymem lub enzymami restrykcyjnymi, wytsi jatowym skalpelem fragment
agarozy zawierafy DNA przenoszono do probowki typu Eppendorf i
zamraano (20 min, -2@C). Po uplywie tego czasu, zamatpi fragment
agarozy szatkowano jatowym skalpelem na parafill@&oi¢ poszatkowanego
bloczka agarozy nanoszono na minikolgnfitiracyjna i wirowano przez 5 min,
przy 9600 xg. Kolumre wyrzucano, a DNA znajdgge sie w przegzu
poddawano precypitacji.
Precypitacja DNA

DNA po izolacji z zelu agarozowego lub po reakcjach trawienia
enzymatycznego 0CzysSzCzano | g®rzano przez precypitacj

Do roztworu DNA o0 znanej objosci dodawano tak samy objetosée
izopropanolu, 1/10 objosci 3 M octanu sodu o pH 5,2 i 5-10 wzmacniacza
precypitacji (A&A Biotechnology). Mieszangnworteksowano i umieszczano na
20 h w zamraarce (-20°C). Po uptywie tego czasu prélkrowano przez 10
min przy 9600 x g. DNA, zabarwione na niebiesko od wzmacniacza
precypitacji, osadzato sie w postaci ,kropki” naiedmprobowki. Supernatant
usuwano pipet a nastpnie dodawano 80@l 80% etanolu o temperaturze -
20°C. Probk wirowano przez 3 min przy 9600 o= Supernatant ponownie
usuwano, po czym probéwlkwirowano przez 30 s, przy 9600gx Nastpnie
pobierano pozostaé supernatantu, a otwarprobowk pozostawiano na 20
min w temperaturze pokojowej w celu wysuszenia DNM.ostatnim etapie
DNA zawieszano w 5-10ul jatowego roztworu TE Iub jatowej wody
dejonizowanej i inkubowano przez 1 h w temperatynaeojowej. Oczyszczone
DNA przechowywano w zamzarce (-20°C) do dalszych analiz.

Odczynniki:

% lzopropanol

% 80% Etanol

s Wzmacniacz precypitacji (A&A Biotechnology)
< Jatowy 3 M octan sodu pH 5,2

«  Bufor TE pH 8,0: 10 mM Tris-HCIl,1 mM EDTA
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4.8 Elektroforeza DNA wzelu agarozowym

Elektroforez prowadzono w 1% lub 2%elu agarozowym, w zateosci od
diugcici rozdzielanych cgstek DNA, z dodatkiem bromku etydyny gatnie kaicowe
1lug/ml), w roztworze buforowym 1XTAE, przy ngpiu 10 V/cm diugéci zelu, przez
45 min.

Odczynniki:

X Agaroza Plus (Prona)
<> Bromek etydyny o steniu 1mg/ml (Sigma)
X Roztwor buforowy 50xTAE (pH 7,5):

Tris (Sigma) 242 g
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml
Kwas octowy 57,1 ml
woda destylowana do 1000 ml

X/

X Roztwor do nanoszenia probek DNA w studziergtu:

bickit bromofenolowy 0,25% (wi/v)
sacharoza 409%v)

4.9. Wzorzec dhugéci fragmentow DNA

Podczas rozdzielania produktow trawienia DNA pladowego enzymami
restrykcyjnymi, trawionych i nietrawionych produltéPCR wzelu agarozowym, w
celu oceny diugei uzyskanych fragmentdw DNAzywano jako odngénik wzorzec
diugcsci fragmentow DNA ,O’ GeneRuler 1kB DNA Ladder “skiadagy sk
fragmentow DNA o nastepmgej dtugaci 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 pz (ThermsbdfiScientific).

4.10. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi pra@ano w mieszaninach
0 obgtosci 20 pl. llos¢ dodawanego DNA byta uzaieiona od jego stenia.
Temperatura, czas reakcji i roztwory buforowe bgbbierane zgodnie z zaleceniami
producenta. Producentem enzymow restrykcyjnychifardw stosowanych w reakcjach

trawienia byty firmy Thermo Fisher Scientific i Ne&ngland Biolabs. Do reakciji
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dodawano po 10 U enzymoOw. Stosowane w badaniactymgnzrestrykcyjne
przedstawia tabela 4. Wszystkie reakcje trawieneymmatycznego prowadzone byty w
37°C przez 1h.

Tabela 4. Enzymy restrykcyjne stosowane w badaniach

Enzym restrykcyjny Sekwencja rozpoznania Producent
Ncd 5...CrCATGG...3 Thermo Fisher
3'...GGTAC"C...5’ Scientific
Hindlll 5...AMAGCTT...3 Thermo Fisher
3...TTCGAMA...%Y Scientific
Asul 5...TT"CGAA...3 New England
3'...AAGCNTT...5’ Biolabs
Xbd 5...T"CTAGA...3 New England
3'...AGATCAT...5’ Biolabs
Xha 5...Cr"TCGAG...3 New England
3'...GAGCT"C...5’ Biolabs

4.11 Ligacja DNA

Do konstrukcji rekombinantowych plazmidow ekspraggh: pBADestS9short,
pGAPsygestS9auto, pGAPsygestS9short, p&@A&ES9auto, pGAdestS9short,
pPICZsygestS9auto, pPICZsygestS9short, pR&SES9auto oraz pPICZestS9short
zastosowano odczynniki firmy NEB. Reakdjgacji prowadzono przez dodanie do
mieszaniny reakcyjnej oczyszczonego DNA wektorampidowego oraz DNA insertu
trawionych wczeéniej odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi, buforladigazy DNA
faga T4 zawiergcego w swym skiadzie ATP oraz ligazy DNA faga T4akT

przygotowan mieszanig reakcyjry inkubowano przez 1 hw 17°C.

Skfad mieszaniny ligacyjnej (a4ips¢ koncowa 20ul):
T4 DNA Ligase Buffer (10 x gkony) 2ul
DNA trawionego wektora plazmidowego  pl5

DNA trawionego insertu 5ul
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T4 DNA Ligase (2U/ml) pl

Jatowa woda redestylowana 7ul

4.12 Przygotowanie komérek kompetentnyclEscherichia coli

50 ml paywki LB zaszczepiano 1 ml hodowli komor&scherichia coliTOP10
prowadzonej wczmiej przez 18-20 h w pgywce LB. Hodow¢ komoérek odmiadzano
przez 2 h, wytrzsapc przy 180 rpm w temperaturze 37°C (&&= 0,4). Hodowd
wirowano w wiréwce laboratoryjnej przez 10 min pri946 xg, a uzyskany osad
komoérkowy zawieszano w 25-30 ml jatowego zimneg6 &M roztworu CaGl(4°C) i
umieszczano w lodzie na 16-18 h. Po uptywie tegseZomaorki ponownie wirowano
przez 10 min przy 1046 g w 4°C. Osad komorkowy zawieszano w 8dJatowego
zimnego 100 mM Ca@li umieszczano w lodzie. Tak przygotowane komorki

kompetentne byly gotowe do transformaciji.

4.13 Transformacja komérek kompetentnych Escherichia coli
plazmidowym DNA

Do 20ul mieszaniny ligacyjnej (lub 1Ql plazmidowego DNA) znajdyggej sk
w probéwce typu Eppendorf (1,5 ml) dodawano iDRomérek kompetentnych. coli
i umieszczano probowkna 1 h w lodzie. Po uptywie tego czasu wykonywanok
termiczny, umieszczag probowk w termobloku o temperaturze 42°C na 90 s, po
czym natychmiast przenoszon@ gdo lodu na 2 min. Nagtnie do komorek
kompetentnych dodawano 3@0 jatowej pazywki LB i inkubowano probowk przez
ok. 30 min w 37°C. Po inkubacji, komorki wysiewana 4 ptytki Petriego z podiem
LA zawierapcym ampicylire (stezenie kaicowe 10Qg/ml) w przypadku konstrukciji
rekombinantowych szczepdi colifpBADestS9short E. colipBADestS9auto.
Natomiast w przypadku konstrukcji rekombinantowyshczepow E. coli
niosacych DNA plazmidéw: pGAPsygestS9auto, pGAPsygest&@s
pGAPuestS9auto, pGAd&estS9short, pPICZsygestS9auto, pPICZsygestS9short,
pPICZuestS9auto oraz pPIGEstS9short do komoérek dodawano 30D jatowe]

pozywki LB niskosolnej i inkubowano przez ok. 30 min3¥°C. Komorki wysiewano
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na 4 plytki Petriego z podtem LA niskosolnym zawierggym zeocyrn (skzenie

koncowe 25ug/ml).

4.14 Ekspresja gendw estSQauto i estS9short w komorkach
Escherichia coliTOP10

Komorkami E. coli TOP10/pBADestS9auto E. coli TOP10/pBADestS9short
zaszczepiono 20 ml ppwki LB z ampicylinp (skzenie kaicowe 100 ug/ml) i
inkubowano przez 14-16 h w 37°C w wysarce. Nagpnie odmiodzono hodow!
poprzez przeniesienie inokulum do kolby ekspregypasvieragcej 1000 ml paywki
LB z ampicylirg (stzenie kaxcowe 100ug/ml), rozdzielenie na dwie porcje po 500 ml i
inkubowanie w 30°C przez 2,5 h w wyisarce przy 180 rpm. Ekspresgenu
indukowano przez dodatek 20% L-arabinozy dadawego sizenia w paywce
0,02%, po czym prowadzono hodewdrzez ok. 20 h w 30°C w wytggarce przy 180
rpm. Ostatnim etapem byto wirowanie hodowli w jajmiv kubtach o pojemnrai 0,5l
przez 15 min przy 3125 »>g, a nasipnie oddzielenie supernatantu od osadu

komérkowego.

4.15 Otrzymanie lizatbw  komoérkowych oraz  ekstraktow
bezkomorkowych E. coli TOP10/pBADestS9auto iEscherichia coli
TOP10/pBADestS9short

Osady komorkowe z 50 ml hodowk. coli TOP10/pBADestS9auto E. coli
TOP10/pBADestS9short orag. coli TOP10/pBADMyc-HisA zawieszono w 5 ml
buforu K (20 mM buforu KHPO,/KH,PQO, 0 pH 7,0). Nasipnie pobrano 1 ml kalej z
zawiesin i sonikowano w probowkach umieszczonyckasmi lodowej przez 15 s (5
cykli) z 60 s przery, przy amplitudzie drga 3 um. Pobrano potow lizatow
komorkowych (50Qul), a drug potowe prébek (50Qul) wirowano 10 minut przy 9600

X g. Otrzymane lizaty i estrakty bezkomorkowe analianer metod SDS-PAGE.

4.16 Oczyszczanie biatka EstS9short 1 EstS9Auto nosly
chromatografii metalopowinowactwa w warunkach denatiruj acych

Osady komoérele. coli TOP10/pBADestS9shortk. coli TOP10/pBADestS9auto
zawieszono w 50 ml buforu B5M. Przeprowadzono sacjgkzawiesiny komorek w 5
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cyklach po 20 s przy amplitudzie dfgeb um. Prébki w czasie sonikacji byty
umieszczone w i lodowej. Po sonikacji lizat komérkowy inkubowamozez 30
minut w temperaturze 4°C, w celu rozpuszczenia iokduzyjnych. Kolejnym etapem
byto wirowanie lizatu przez 20 minut przy 14400 i pobranie ekstraktu
bezkomorkowego. W celu kalibracji kolumny ze zdam His-Bind (Novagen), ayto
buforu B5M. Nasipnie na koluma naniesiono ekstrakt bezkomorkowy zawigegj
biatko EstS9short lub biatko EstS9Auto. Wyplukinvanniezwiyzanych ze zlkgem
bialek odbywato s za pomog 50 ml porcji roztworéw buforowych o rogtym
stezeniu imidazolu 5-60 mM: B5M, W20M, W40M, W60M. Elgcbiatek EstS9short
lub EstS9Auto przeprowadzono przyyuaiu roztworu buforowego o @teniu imidazolu
rownym 0,5 M (E500M).

Odczynniki do oczyszczania biatek EstS9short i Esg&uto z wykorzystaniem

kolumny ze ztazem NF*-IDA (HisBindResin, Novagen), o objtosci martwej 5 ml:

+« Bufor B5M (pH = 7,9)
20 mM Tris-HCI
0,5 M NacCl
6 M mocznik
5 mM imidazol
+« Bufor W20M (pH = 7,9)
20 mM Tris-HCI
0,5 M NacCl
6 M mocznik
20 mM imidazol
¢ Bufor W40M (pH = 7,9)
20 mM Tris-HCI
0,5 M NacCl
6 M mocznik

40 mM imidazol

+« Bufor W60M (pH = 7,9)
20 mM Tris-HCI
0,5 M NacCl
6 M mocznik
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60 mM imidazol

+« Bufor E500M (pH =7,9)
20 mM Tris-HCI
0,5 M NacCl
6 M mocznik
500 mM imidazol

Dializa EstS9short i EstS9AuUto

W celu przeprowadzenia dializy preparatow biatekSHshort i EstS9Auto
otrzymanych po oczyszczaniu mejod chromatografii  metalopowinowactwa,
przygotowano trzy kolby buforu dializacyjnego DX abjetosci 2 litréw. Dialize
prowadzono przez nitrocelulozgwbtore, w 4°C, przez 3 doby. Co 24 h woreczek

dializacyjny z preparatem przenoszono do nowegorbufializacyjnego

» Bufor DX: 20 mM Tris-HCI pH 7,5 z 0,1% Triton X-100

» Nitrocelulozowa btona dializacyjna, 32 mm (Sigma)

4.17 Przygotowanie komorek kompetentnych Pichia pastoris i
transformacja plazmidowym DNA

10 ml podiea YPD znajdujcego s¢ w kolbie o obgtosci 100 ml zaszczepiono
pojedyncz koloniag drazdzy Pichia pastorisX-33. Hodowt prowadzono przez 24 h w
temperaturze 30°C, wytagapc (180 rpm) w wytrzgsarce powietrznej. Po uptywie tego
czasu, 250 milswiezego YPD znajdujcego s¢ w kolbie o obgtosci 1000 mi
zaszczepiono 20l 24 godzinnej hodowlPichia pastorisX-33. Hodowt prowadzono
przez ok. 16 h w temperaturze 30°C, wysanc przy 180 rpm. W trakcie hodowli
mierzono gstas¢ optyczry hodowli (przy diugéci fali 600 nm) i po osignicciu
wartasci 1,0-1,3 hodowd zwirowano (5 min, 1500 g, 4°C). Osad komoérek didzy z
250 ml hodowli dwukrotnie przemywano zimsterylry dejonizowag wody (najpierw
250ml, a nasgpnie 125 ml). Nagpnie osad zawieszono w 20 ml 1 M roztworu
zimnego, jalowego sorbitolu i wirowano (5 min, 15@0g, 4°C). Przemyty osad

zawieszono w 0,5 ml 1M zimnego jatowego sorbitoluniieszczono w lodzie. Tak
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przygotowane komorki kompetentne rozporcjowano ou#t do 1,5 ml jatowych
probéwek Eppendorfa.

Do przygotowanych komorek kompetentnyRithia pastorisX-33 dodawano
5 ul DNA plazmidowego w formie liniowej (340g DNA) i inkubowano w lodzie przez
5 minut. Mieszania przenoszono do 0,2 cm kuwety do elektroporacjiof&il)
wczeniej schtodzonej w lodzie. Kuwgt umieszczano w elektroporatorze |
wywotywano puls o parametrach: 1,5 kV, 5 ms. Natyiast po wywotaniu pulsu
dodawano 1 ml zimnego, sterylnego 1 M sorbitoltdbRe przenoszono do 15 ml
jatowej probowki typu Falcon i inkubowano w temperae 30°C przez 2 h bez
wytrzasania. Nagpnie dodawano 1 ml ggwki YPD i inkubowano kolejne 3 h w
temperaturze 30°C wytggapc w wytrzzsarce powietrznej (180 rpm). Po okresie
inkubacji komorki wysiewano na podie YPDS z dodatkiem zeocyny (st.ikowe 100
pug/ml). Pytki z wysianymi transformantami inkubowamo przez 5 dni w temperaturze
30°C.

DNA plazmidéw ekspresyjnych pGAPsygestS9auto, pG@EstS9short,
pGAPuestS9auto, pGAkestS9short przed transform@adfomoérek kompetentnycP.
pastorisX-33 linearyzowano enzymem restrykcyjAyrll w buforze Cut Smart (New
England Biolabs), a DNA plazmidéw pPICZsygestS9aupdICZsygestS9short,
pPICZuestS9auto i pPICestS9short linearyzowano enzymem restrykcyjnyme
rowniez w buforze Cut Smart (New England Biolabs) po cpmecypitowano.

W celu sprawdzenia czy doszto do integracji DNAzpiedowego z DNA
genomowymPichia pastorisX-33, izolowano DNA genomowe rekombinant®ichia
pastoris (rozdziat 4.6), a nagbnie prowadzono reakgcj amplifikacji genow
sygestS9auto, sygestS9sheestSOautmrazaestS9shortna tak uzyskanych matrycach
DNA (rozdziat 4.15).

4.18 Amplifikacja DNA technika PCR

Amplifikacja genu estS9short kodujacego esterag z Pseudomonassp. S9
pozbawione] domeny autotransportera Uktad zaprojektowano tak, aby biatko

posiadato na C-kacu domen oligohistydynovs.
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Profil temperaturowo-czasowy PCR:

Denaturacja wgpna 95°C 120 s

Denaturacja 95°C 60 s

Przylczanie starterow 67°C 60 s 30 cykili
Wydtuzanie starteréw 72°C 120s

Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s

Chtodzenie 4°C

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Odczynnik Obj etosé [ul]

MgCl, (50 mM) 3
FLipS9Nco (10uM) 1
RLipS9- shortHind-His (10 pM) 1
dNTPs (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP) 5
Bufor reakcyjny 10x Hypernova (Blirt S.A.) 5

DNA genomowePseudomonasp. S9 0,5
Polimeraza Hypernova 2,0 Uil (Blirt S.A.) 0,5
Woda dejonizowana 34

50

Amplifikacja genu sygestS9auto, kodujcego esterag z Pseudomonassp. S9 z
peptydem sygnalnym zPseudomonassp. S9, domen Kkatalityczng i domem
autotransportera. Ukftad zaprojektowano tak, aby biatko posiadato @soacu

domer oligohistydynowy.

Profil temperaturowo-czasowy PCR:

Denaturacja wgpna 98°C 30s

Denaturacja 98°C 10s

Przylkczanie starterow 63°C 30s 30 cykli
Wydtuzanie starteréw 72°C 60 s

Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s
Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s

Chtodzenie 4°C
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Sktad mieszaniny reakcyjnej:

QOdczynnik Objetosé [ul]
ForwardSygEstAsull (10 pM) 1
ReverseEstAutoXbal (10uM) 1
dNTPs (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP) 5
Bufor reakcyjny HF (NEB) 10
DNA genomowePseudomonasp. S9 1
Polimeraza Phusion (NEB) 0,5
Woda dejonizowana 31,5

50

Amplifikacja genu aestS9auto, kodugcego esterag skladajaca sie z domeny
katalitycznej i domeny autotransportera. Uktad zaprojektowano tak, aby biatko na N
koncu miato peptyd sygnalny-faktoraSacharomyces cerevisiaea C-kacu domer

oligohistydynovg.

Profil temperaturowo-czasowy PCR:

Denaturacja wgpna 98°C 30s

Denaturacja 98°C 10s

Przylkczanie starterow 63°C 30s 30 cykli
Wydtuzanie starteréw 72°C 60 s

Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s
Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s
Chtodzenie 4°C

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Odczynnik Obj etosé [ul]
Forward aEstAutoXhol (10 pM) 1
ReverseEstAutoXbal (10uM) 1
dNTPs (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP) 5
Bufor reakcyjny HF (Thermo Fisher Scientific) 10
DNA genomowePseudomonasp. S9 1
Polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific) 0,5
Woda dejonizowana 31,5

50

Amplifikacja genu aestS9short, kodupcego esterag z Pseudomonassp. S9
pozbawiomn peptydu sygnalnego Pseudomonasp. S9 i domeny autotransportera
Uktad zaprojektowano tak, aby biatko na Nnka miato peptyd sygnalng-faktora

Sacharomyces cerevisiaga C-kaicu domen oligohistydynovs.
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Profil temperaturowo-czasowy:

Denaturacja wgpna 98°C 30s

Denaturacja 98°C 10s

Przylyczanie starterow 64°C 30s 30 cykili
Wydtuzanie starterow 72°C 60 s

Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s

Wydtuzanie kaicowe  72°C 300 s

Chtodzenie 4°C

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

A\ MOST

Odczynnik Obj etosé [ul]
Forward aEstAutoXhol (10 pM) 1
ReverseEstXbal (10uM) 1
dNTPs (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP) 5
Bufor reakcyjny HF (Thermo Fisher Scientific) 10
DNA genomowePseudomonasp. S9 1
Polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific) 0,5
Woda dejonizowana 315

50
Odczynniki:

% Trifosforany deoksyrybonukleozydéw gNTPs (2 mM dATP, 2 mM dCTP,
2mM dGTP, 2mM dTTP)

+ Polimeraza 10x Hypernova 2 WJ/Blirt S.A.)

«+ Bufor reakcyjny 10x Hypernova (Blirt S.A.)

s 50 mM MgCb

% Polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific)

« Buforreakcyjny HF (Thermo Fisher Scientific)

X/

< 10uM startery oligonukleotydowe stosowane w reakcja€iR (Tabela 5)

X/

+ Jalowa woda dejonizowana
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Tabela 5 Sekwencje i nazwy oligonukleotydow stosowanychremkcjach PCR.
Sekwencje rozpoznania dla enzymow restrykcyjnychdkpslono. Fragmenty
komplementarne do matrycy pogrubiono.

Nazwa Sekwencja
FEstS9Nco
5'CAGTCCATGGCGCCTAATCCTTACACCCATTTCGTCG 3
REstS9-shortHind-His
5'GATCAAGCTTGCGTTGCCCTGCTTCGGTCGG 3’
ForwardSygEstAsull
5'GCGCGTTCGAAMCGATGATCAAACAGACGTTGTTTGTACC
GCTC3
ReverseEstAutoXbal
5'GAGCTCTAGATAGAAGTCCAGCGCAACGCCTACATTAA 3
Forward aEstAutoXhol
5ATGCCTCGAGAAAAGA GCGCCTAATCCTTACACCCATTTC
GTC3’
ReverseEstXbal
5 CATGTCTAGAAGGCGTTGCCCTGCTTCGGTC 3’
ReverseEstXbal
5'CATGTCTAGAAGGCGTTGCCCTGCTTCGGTC 3

4.19 Badanie aktywndci esterolitycznej rekombinantowych komérek
Pichia pastoris X-33/sygestS9autoPichia pastoris X-33/sygestS9short,
Pichia pastorisX-33/aestS9auto iPichia pastorisX-33/aestS9short

Dla uzyskanych po transformacji (punkt 4.14) kolonekombinantowych
drozdzy wykonano posiewy ,na kregk na plytki Petriego z podiem
dwuwarstwowym MWG z zeocyn(100 ug/ml) (punkt 4.4). Ptytki inkubowano przez 3
doby w 30°C. Po uptywie tego czasu poszukiwand gireejgnienia podiaga MWG
(zawierajcego tributyryr) wokot posiewow dredzy, swiadczcych o ich aktywngci

lipolityczne.

4.20 Konstytutywna ekspresja genow sygestS9auto, geptS9short,
aestS9auto oraaestS9short w komorkachPichia pastorisX-33

Dla uzyskanych po transformacji (punkt 4.14) rekomahtowych kolonii
drozdzy wykonano posiewy ,na kresk na ptytki Petriego z podiem YPD z
dodatkiem zeocyny (stenie kaxcowe 100ug/ml). Ptytki inkubowano przez 3 doby w
30°C. Nastpnie komorkami Pichia pastorisX-33 transformowanymi plazmidowym
DNA pGAPsygestS9auto, pGAPsygestS9short, p&SES9auto oraz
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pGAPuestS9short) pobranymi z wybranych posiewow zasiameplO ml porcje
pozywki YPD w 100 ml kolbkach. Hodowle prowadzono wtwegsarce powietrznej w
temperaturze 30°C z wygganiem 180 rpm przez 72 h. Co 24 h pobierano 1,5 ml
probki hodowli i wirowano je przez 10 min przy 9600g. Plyn pohodowlany

oddzielano od osadu komorek dday i uzywano do dalszych analiz.

4.21 Indukowana metanolem ekspresja genow sygestS®a
sygestS9short, aestS9auto oraz aestS9short w komorkach Pichia
pastorisX-33

Dla uzyskanych po transformacji (punkt 4.14) kolodrozdzy wykonano
posiewy ,na kres&’ na ptytki Petriego z podieem YPD z dodatkiem zeocyny (100
ug/ml). Piytki inkubowano przez 3 doby w 30°C. Ngstie komorkami Richia
pastoris X-33 transformowanymi plazmidowym DNA pPICZsygesa8®,
pPICZsygestS9short, pPlG&stS9auto oraz pPIGEstS9short) pobranymi z
wybranych posiewow zaszczepiono 25 ml porcjeypdi BMGY w 250 ml kolbkach i
prowadzono hodowle w wytggarce powietrznej przez 18 h w 30°C, z wysamiem
180 rpm. Po zwirowaniu hodowli drdzy osad komérkowy zawieszono w 50 mi
pozywki BMMY w 500 ml kolbach. Nasgpnie prowadzono hodowle w wyfsarce
powietrznej przez 96 h w 25°C z wydsaniem 180 rpm. Ponadto, co 24 h dodawano do
hodowli 100% metanolu do jego ikmowego sizenia wynosicego 0,5% oraz

pobierano po 1,5 ml prébki z k@ej hodowli do dalszych analiz.

4.22 Badanie ptynéw pohodowlanych oraz plynéw po dentegracji
komorek rekombinantowych Pichia pastorisX-33

Pobierano 1 ml hodowli rekombinantowych zhlgy Pichia pastoris X-33
(punkt 4.16 i 4.17) i wirowano w wirdwce przez 5Smmprzy 3500 xg. Oddzielono
supernatant od osadu komorkowego i badano go stosuglanu p-nitrofenylu jako
substrat esterazy (Materiaty i metody 4.28). Osathdrkowy waono, a naspnie
zawieszano w 1 ml roztworu buforowego 20 mM TristH{Sigma) pH 7,5. W celu
dezintegracji komorek ayto kulek szklanych (212-30(m, Sigma), o masie roéwnej
masie osadu komorkowego. Mieszaniworteksowano przez 10 s, a r@ste
inkubowano 30 s w lodzie (czynftota powtarzano 10 krotnie). Naggnie lizat
komorkowy wirowano przez 5 minut przy 3500 ¢ Aktywnos¢ lipolityczng
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uzyskanego lizatu komorkowego i ekstraktu bezkormédgo badano wobec gtanu
p-nitrofenylu (Materiaty i metody 4.28).

Do 100 ul 20 mM Tris-HCI (Sigma) pH 7,5 dodano 1@ maslanu p-
nitrofenylu (Sigma) oraz 3Qul ptynu pohodowlanego, lizatu komorkowego lub
ekstraktu bezkomdrkowego. Mieszapirinkubowano 30 min w 3. Reaka}
hydrolizy substratu zatrzymano przez dodanie 140 izopropanolu. Naspnie
absorbangj badanych prébek po reakcji enzymatycznej mierzoag dtugdci fali 405
nm. Kontrot stanowity ptyny pohodowlane, lizaty komérkowe i salakty

bezkomorkowe nierekombinantowych dday Pichia pastorisxX-33.

4.23 Oczyszczanie biatka EstS9short wyprodukowanegow
indukowanym systemie ekspresyjnynPichia pastoris

KomorkamiP. pastorisX-33/pPICZestS9short zaszczepiono 150 mkypeki
BMGY (Materiaty i metody 4.4) w 1000 ml kolbach.dwradzono 6 takich hodowli
przez 18 h w 30°C, z wytgganiem 200 rpm. Po zwirowaniu hodowli (10 min, 3%25
g) osady komérkowe zawieszono w 300 ml porcjackypsi BMMY w 2000 ml
kolbach. Nasfpnie prowadzono hodowle w wytzarce powietrznej przez 96 h w 25°C
z wytrzagsaniem 200 rpm. Ponadto, co 24 h do wszystkich Wwbdiodawano 100%
metanol do kAcowego sfzenia wynosacego 0,5%. Uzyskane hodowle zwirowano w
jatowych kubtach o pojemsoi 0,5 | przez 10 min przy 3125g« Ptyn pohodowlany ze
wszystkich hodowliP. pastoris X-33/pPICZestS9short (0atznej obgtos¢ 1,8 1)
poddano zagteniu z wykorzystaniem kasety ultrafiltracyjnej agptywie ,cross-flow”

0 granicznej masie molowej wynase] 30 kDa (VIVA FLOW 50R, Sartorius), a
nastpnie przeprowadzono wymian pazywki hodowlanej na bufor B5. Tak
przygotowany roztwor biatkowy zawiepgaly aEstS9short naniesiono na skalibrowan
buforem B5 koluma ze zi@zem His-Bind (Novagen), a ngphie przeprowadzono
procedug¢ oczyszczania. Wyptukiwanie niezyganych ze zibem biatlek odbywato si
za pomog 50 ml porcji roztworéw buforowych o rogtym stzeniu imidazolu 5-60
mM: B5, W20, W40, W60. Elugj biatka aEstS9short przeprowadzono przyyaiu
roztworu buforowego o ateniu imidazolu rownym 0,5 M (E500). Otrzymany paegt
biatkowy poddano odsalaniu za pomdcasety ultrafiltracyjnej o przeptywie ,cross-
flow” o granicznej masie molowej wynagzj 30 kDa (VIVA FLOW 50R, Sartorius)
stosugc roztwor buforowy 20 mM Tris-HCI o pH 7,5.
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Odczynniki do oczyszczania z wykorzystaniem kolumnyze zidem NP -IDA
(HisBindResin, Novagen), o olatosci martwej 5 ml:

s 20% (w/v) NiCh
% Bufory do oczyszczania:
Bufor B5 (pH =7,9)
0 20 mM Tris-HCI
o 0,5M NaCl
o 5 mM imidazol
Bufor W20 (pH =7,9)
0 20 mM Tris-HCI
o 0,5M NaCl
o 20 mM imidazol
Bufor W40 (pH =7,9)
o 20 mM Tris-HCI
o 0,5M NaCl
0 40 mM imidazol

Bufor W60 (pH = 7,9)
0 20 mM Tris-HCI
o 0,5M NaCl

o 60 mM imidazol

Bufor E500 (pH =7,9)
0 20 mM Tris-HCI
o 0,5M NacCl

o 500 mM imidazol

4.24 Oznaczanie szenia biatka

Stezenie biatka w preparatach po oczyszczaniu zyciem chromatografii
metalopowinowactwa na  kolumnie ze z&m Nf*-IDA  oznaczano

spektrofotometrycznie z zyjciem metody Bradford (Walker, 1996), wykorzystuj
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komercyjnie dosfpny zestaw Quick Start Bradford Protein Assay (BidRi pos¢pujac
zgodnie z instrukgj producenta datzory do zestawu.

4.25 Wzorce masy cysteczkowej biatek uyte podczas elektroferezy
biatek metoda SDS-PAGE

* Unstained Protein Molecular Weight Marker (116;6615; 35; 25; 18,41 14,4
kDa) (Thermo Fisher Scientific)

» PageRulerTM Prestained Protein Ladder (170; 130; 10; 55; 40; 35; 25; 15;
10 kDa) (Thermo Fisher Scientific)

4.26 Rozdziat elektroforetyczny biatek wzelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujacych (metoda SDS-PAGE)

Do 20 ul prébki biatkowej lub 10ul markera masy esteczkowej biatek
dodawano Sul buforu Laemmli i denaturowano prébki termiczniet@vmobloku przez
10 min w 100°C. Nasgpnie nanoszono probki i marker do studzienaiu
poliakryloamidowego, po czym prowadzono rozdziekeloforetyczny w roztworze 1x
Tris-Glicyna, w 5%zelu zagszczagcym i 15%zelu rozdzielajcym, przy nagiciu 25
V/cm dlugaci zelu zagszczagcego i 20 Viecm diugai zelu rozdzielajcego przez 2,5
h. Zel poliakryloamidowy zostat przygotowany w opar@uprzepis w Sambrook i
Russel, 2001, zayciem odczynnikOw wyszczegolnionych w pzsiaym spisie.

Odczynniki:

s 30% roztwor akryloamidow
o Akryloamid (Sigma) 299
o N,N’-metylenobisakryloamid (Sigma) 19
0 woda destylowana do 100 ml

s 1,5M Tris-HCI pH 8,8

1 M Tris-HCI pH 6,8

10% SDS (sol sodowa siarczanu dodecylu)

L)

S

X4

L)

*,

>

L)

*

10% nadsiarczan amonu
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina)

L)

X/
*
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«+ Bufor Laemmli

o] Tris-HCI (Sigma) 0,3 M, pHB6,
o SDS (Sigma) 10% (w/v)
o] DTT (Sigma) 0,5M

o Glicerol 50%4v)

o] Btekit bromofenolowy 0,05% (wi/v)

% Bufor 5 x Tris-glicyna (pH 8,3)

AN\ MOST

0  Tris-HCI (Sigma) 151¢g
o] 10% SDS (Sigma) 50 ml
0o Glicyna 48
o0  Woda destylowana 900 ml
s Roztwor barwiacy
o] Brilliant Blue R (Sigma) 0,25¢g
o] Metanol B0
o] Kwas octowy 10 mi
o Woda destylowana 40 ml
Stosowanezele poliakrylamidowe:
s 12% zel rozdzielajacy bm
o  30% roztwor akryloamidéw 2 mi
o0 woda destylowana 1,6 ml
o] 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 mi
o 10% SDS 0,05 ml
0 10% nadsiarczan amonu 0,05 ml
o TEMED 0,002 ml
s 5% zel zagszczajcy 2 ml
o  30% roztwor akryloamidéw 0,33 ml
0 woda destylowana 1,4 ml
o] 1,0 M Tris-HCI pH 6,8 0,25 ml
o 10% SDS 0,02 ml
0 10% nadsiarczan amonu 0,02 ml
o] TEMED 0,002 ml
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Po zakdczonym rozdziale elektroforetycznym biatekel umieszczano w
pojemniku z roztworem baragym na 15 min. Zabarwionyel ptukano wod

destylowan, a nasjpnie zanurzono w wodzie i gotowano do odbarwiekaia t

4.27 Detekcja biatek za pomagimmunoblottingu

% Western blotting

Uzyskane prébki biatkowe poddawano elektroforeZSSPAGE wzelu
poliakryloamidowym. Nasgpnie pom¢dzy dwiema warstwami bibuty
Whatmana nagzonymi uprzednio buforem do elektrotransferu umdeano
btorne nitrocelulozowy i zel poliakrylamidowy. Prowadzono transfer potsuchy
przez 1 h przy 0,8 mA/chzelu. Po zakaczeniu transferu btan ptukano
trzykrotnie w buforze TBST, a naphie przez 1 h inkubowano, wyiisapc w
roztworze 5% mleka odttuszczonego w buforze TBSIodatkiem przeciwciat
anty-polihistydynowych (rozciezenie przeciwciat wynosito 1:5000), w
temperaturze pokojowej. Po inkubacji bjomitrocelulozowg ptukano
trzykrotnie buforem TBST. Reakcj immunoenzymatyczn wywotywano
roztworem DAB, do pojawienia gina btonie ciemnolzowych pazkow

swiadczcych o pozytywnym wyniku reakcji.
+ Dotblotting

Na btore nitrocelulozowg punktowo nanoszono ptyny pohodowlane, lizaty
komoérkowe i ekstrakty bezkomdrkowe rekombinantowysdtzepdwPichia
pastoris X-33 (jednorazowo maksymalnie {il), powtarzajc t¢ czynndé
dzieskciokrotnie. Nasipnie btorg nitrocelulozowg inkubowano, wytrgsapc w
buforze blokucym przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po inkublalgne
nitrocelulozovg ptukano trzykrotnie buforem TBST, a ngstie przez 1 h
inkubowano, wytrgsapc w roztworze 5% mleka odtluszczonego w buforze
TBST =z dodatkiem przeciwciat anty-polihistydynowyclirozcienczenie
przeciwciat wynosito 1:5000), w temperaturze pokagp Po inkubacji btog
nitrocelulozovg ptukano trzykrotnie buforem TBST. Reakcj
immunoenzymatyczn wywotywano roztworem DAB, do pojawieniagsna

btonie ciemnolgzowych kropelkéwiadczicych o pozytywnym wyniku reakcji.
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Odczynniki:
%  Bibuta Whatmana 3MM (Sigma)

< Btlona nitrocelulozowa, wielk@ porow 0,45um (Sigma)

% Przeciwciatla monoklonalne anty-polihistydynowe, wgkowane peroksydaz
chrzanowy (Sigma)

% Odczynnik do detekcji: 6mg DAB (3,3’-diaminobenzydySigma); 10 ml 0,05
M Tris- HCl o pH 7,6; 0,5 ml 30% #D-

s 30% HO,(Sigma); dodawano 0,1 ml na 9 ml roztworu odczyardk detekcji
DAB rozpuszczonego w 0,05 M Tris-HCI pH 7,6

% Granulowane mleko odttuszczone

s Bufor TBST (pH 7,5): 10 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1%fiton X-100

s Bufor blokugcy: Bufor TBST zawieracy 5% odtluszczone mleko
granulowane

< Bufor do elektrotransferu (pH 7,5): 12,5 mM Tris-HHG@6 mM glicyna, 10%

metanol

4.28 Oznaczanie aktywn§ci enzymatycznej rekombinatowych biatek
EstS9auto, EstS9short aEstS9short

Oznaczanie aktywndci enzymatycznej biatek EstSQauto 1 EstS9short

wyprodukowanych w systemie ekspresyjnynt. coli

Do 100ul 20 mM Tris-HCI pH 7,5 dodano 1d maslanup-nitrofenylu oraz 30
ul preparatu badanego enzymu rekombinantowego. Mgz inkubowano 9 min w
35°C. Reakag} zatrzymano przez dodanie 14Dizopropanolu. Mierzono absorbaacj
probki przy dtugéci fali 405 nm. Jako jednosikaktywnaci (U) badanych enzymoéw
przyjeto ilos¢ enzymu hydrolizujca w ciggu jednej minuty 1 mmol ns&nu p-
nitrofenylu w optymalnej temperaturze i pH, tj. W°€ w 20 mM Tris-HCI o pH 9,0.
Do oznaczania specyficzém substratowej stosowano pochodne estrpwérofenylu

o réznej dtugdci tancucha wglowodorowego.
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Wyznaczanie parametréw kinetycznych enzymu EstS9aatwyprodukowanego w
systemie ekspresyjnynk. coli

W celu zbadania kinetyki hydrolizy rlanu p-nitrofenylu sporzdzono
roztwory mdlanu p-nitrofenylu w acetonitrylu o steniu 1-3 mM. Reakcje hydrolizy
prowadzono w temperaturach odpowiednio 35, 25 C1Bo prébek zawierggych 100
ul buforu 20 mM Tris-HCI pH 7,5 i 1Qul maslanu p-nitrofenylu o odpowiednim
stezeniu, dodawano 3@l roztworu preparatu badanego enzymu rekombinargowe
prowadzono reakcje przez 9 min. Reakcje zatrzymampez dodanie 140ul
izopropanolu. Kade oznaczenie powtarzano trzykrotnie. Kontrole ujenzostaty
przygotowane w ten sam sposob, jednak zamiast ooatenzymu dodano taksany
ilos¢ buforu, w ktorym enzym byt zawieszony. Po zaxeniu rekacji, 10Ql probek
przenoszono do 96-dotkowej mikroptytki i mierzontwsarbangj przy dtugdgci fali 405
nm.

W celu wykonania krzywej wzrocowej, spgdzono roztworyp-nitrofenolu o
stezeniach 0,2-2 mM w acetonitrylu. Mieszaniny przymeano w taki sam sposob jak
kontrok ujemny, tylko zamiast substratu dodawano@d@-nitrofenolu o odpowiednim
stezeniu, a naspnie 100ul probki przenoszono do 96 dotkowej mikroptytki ieTzono
absorbangj przy dtugdci fali 405 nm.

Parametry kinetyczne obliczono przyyaiu programu GraphPadprism.

Oznaczanie aktywndci enzymatycznej biatka aEstS9short wyprodukowanego w

systemie ekspresyjnynP. pastoris

Do 30ul 20 mM Tris-HCI o pH 9,0 dodano 1@ maslanu p-nitrofenylu oraz
30 pl roztworu enzymu. Mieszangrinkubowano 40 min w 6. Reaka} zatrzymano
przez dodanie 7@l izopropanolu. Mierzono absorbaagprzy diugdgci fali 405 nm.
Jako jednostk aktywnaci (U) przygto ilos¢ enzymu hydrolizujca w ciggu jednej
minuty 1 mmol mélanu p-nitrofenylu w optymalnej temperaturze i pH, tj.68°C w 20
mM Tris-HCl o pH 9,0.

Do oznaczania specyficzém substratowej stosowano pochodne estrgwe

nitrofenylu o r@nej dtugdéci tancucha wglowodorowego.
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Wyznaczanie parametrow kinetycznych enzymuEstS9short wyprodukowanego
w systemie ekspresyjnynP. pastoris

W celu zbadania kinetyki hydrolizy rlanu p-nitrofenylu i octanu p-
nitrofenylu, sporzdzono roztwory zwjzkéw w acetonitrylu o ggeniu 10-75 mM.
Reakcje hydrolizy prowadzono w temperaturach 356G°C. Do prébek zawiergych
30l 20 mM Tris-HCI o pH 9,0 i 1@l maslanup-nitrofenylu ydz octanup-nitrofenylu
o odpowiednim steniu, dodawano 30 pul preparatu badanego enzymu
rekombinantowego i prowadzono reakcje przez 40 rRieakcje zatrzymano przez
dodanie 7Qul izopropanolu. Kada z nich prowadzono 3 razy. Kontrole ujemne zostaty
przygotowane w ten sam sposoéb, jednak zamiast ocoathiatka dodancgtsam ilosé¢
buforu, w ktérym bialtko bylo zawieszone. Po zadxeniu rekacji 100ul prébek
przenoszono do 96-dotkowej mikroptytki i mierzontwsarbangj przy dtugdgci fali 405
nm.

W celu wykonania krzywej wzrocowej, spadzono roztworyp-nitrofenolu w
acetonitrylu o stzeniach 0,2- 3 mM. Mieszaniny przygotowano w takinsgposob jak
kontrok ujemny, tylko zamiast substratu dodawano@d@-nitrofenolu o odpowiednim
stezeniu, a nagpnie 10Qu prébki przenoszono do 96 dotkowej mikroptytki igrzono
absorbangj przy dtugdci fali 405 nm.

Parametry kinetyczne obliczono przyyaiu programu GraphPadprism.

Odczynniki:

s 50 mM octarp-nitrofenylu (C2) (Sigma) w acetonitrylu

< 50 mM madlan p-nitrofenylu (C4) (Sigma) w acetonitrylu

s 50 mM kaprylam-nitrofenylu (C8) (Sigma) w acetonitrylu

s 50 mM kapryniarp-nitrofenylu (C10) (Sigma) w acetonitrylu

s 50 mM palmityniarp-nitrofenylu (C16) (Sigma) w heksanie

s 50 mM stearyniap-nitrofenylu (C18) (Sigma) w heksanie

% p-nitrofenol (Sigma)

s 20 mM Tris-HCI pH 7,5 (Sigma)

¢ bufory Brittona-Robinsona pH 2,0-12,0 (co 0,5): sai@nina 1:1:1 40 mM
H3BOs, 40 mM HPQ,, 40 mM CHCOOH; pH ustalano za ponmpblaOH

s 50 mM: CaC}, CdCh, CuCh, MgCl,, NiCl,, ZnCh

s 50 mM: B-merkaptoetanol (Sigma), DTT (Sigma), EDTA, glutatiwv formie

utlenionej i zredukowanej (Sigma)
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4.29 Analiza poprawngci skonstruowanych plazmidow
rekombinantowych

Poprawnéc¢ konstrukcji plazmidéw rekombinantowych sprawdzaoprzez:

% Analiz¢ wielkosci DNA plazmidow rekombinantowych
Wyizolowane DNA plazmidow rekombinantowych pBADe3s8ort,
pGAPestS9auto, pGAPestS9short, p@astS9auto, pGAkestS9short,
pPICZestS9auto, pPICZestS9short, pRI€ZS9auto oraz pPIGEstS9short.
poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w %8u agarozowym w celu
sprawdzenia opinienia migracji w stosunku do odpowiednich wektorow
plazmidowych, tj. pBADMycHisA, pGAPa&B, pPICZA. DNA plazmidowe
wykazupce mniejsza ruchlinkg elektroforetycza w stosunku do DNA
wektoréw plazmidowych wybierano do dalszych analiz.
% Analiz¢ obecndci wklonowania witaciwego insertu DNA w plazmidzie
rekombinantowym za pomadechniki PCR
Przeprowadzano reakci PCR na matrycy DNA plazmidéw
rekombinantowych. Skfad mieszaniny reakcyjnej ovearunki reakcji byty
identyczne jak dla amplifikacji insertow DNA (Maighy i metody 4.18).
Wyniki reakcji PCR analizowano za pomoelektroforezy agarozowej (1-2%
zele agarozowe) (Materiaty i metody 4.8).
¢ Analizg restrykcyjrn
DNA plazmidow rekombinantowych trawiono wybranyminzgmami
restrykcyjnymi (Tabela 6). Wyniki analizowano zanpmxy elektroforezy
agarozowej (1-2%ele agarozowe) (Materiaty i metody 4.8) i uzyskaeory
restrykcyjne poréwnywano z symuladrawienia poszczegolnych plazmidow
rekombinantowych wykonare wyciem programu Clone v. 1.04
% Sekwencjonowanie
W celu jednoznacznego potwierdzenia poprai@noskonstruowania
plazmidéw rekombinantowych, przeprowadzono sekwmrmjanie w firmie
Genomed, przy ayciu zmodyfikowanej metody Sangera bare] na
wykorzystaniu elektroforezy kapilarnej (ABI PRISMe@etic Analyzer 3130xl),
z wykorzystaniem starterow standardowych pBADFodhigpBADReverse dla
plazmidu pBADestS9short, pGAPForward i 3AOX dla aphidéw
pGAPsygestS9auto, pGAPsygestS9short, p&@sSES9auto, pGAdkestS9short
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badz specjalnie w tym celu zaprojektowanych starter@&mawianych w firmie
GENOMED. Wyniki sekwencjonowania analizowano 2zyeiem narzdzia
blast2sequences poréwnaijje z sekwengj DNA insertow wprowadzonych do

wybranych wektoréw plazmidowych na drodze klonowamnilekularnego.

Tabela 6. Enzymy restrykcyjne wykorzystane do agalzyskanych plazmidéw

rekombinantowych.

Nazwa plazmidu Enzymy restrykcyjne
pBADestS9short Ncd i Hindlll
Pst i Hindlll
pGAPaestS9auto
pGAPaestS9short Nca
pGAPsygestS9auto
pGAPsygestS9short
pPICZ aestS9auto
pPICZ aestS9short Ncol
pPICZsygestS9auto
pPICZsygestS9short

4.30 Aparatura

» Aparat do elektroforezy agarozowej (BioComdirect)
» Aparat do elektroforezy poliakryloamidowej (DNA Gdk)
* Autoklaw (PrestigeMedical)
* Czytnik mikroptytek Plate Reader AF2200 (Eppendorf)
* Dezintegrator ultragvickowy SoniPrep 150 MSE (SANYO)
» Elektroporator Gene PulserXcell (BioRAD)
* Komora laminarna MSC-Advantage (Thermo Fisher Sdien
e Lampa UV
* Mikrowiréwka Legend Micro 17R (Thermo Scientific)
e  pH-metr (Mettler Toledo)
* Spektorfotometr — BioSpectrometer kinetic (Eppefidor
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Termoblok — ThermoStat C (Eppendorf)

Termomikser — ThermoMixer C (Eppendorf)

Termocykler Veriti (Applied Biosystem)

Waga (Ohaus)

Worteks (VelpScientifica)

Wirdéwka Sigma 6 K15 (Sigma)

Wiréwka Legend X1R (Thermo Fisher Scientific)
Wytrzasarka Model 4360 (Thermo Fisher Scientific)
Wytrzasarka powietrzna MAXQ 6000 (Thermo Fisher Scieciifi
Wytrzasarka Unitron (Infors)

Zasilacz stabilizowany pdu stalego CS-300V (BioComdirect)
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5.WYNIKI | DYSKUSJA

Wstep

Niniejsza rozprawa doktorska jest kontyngadjada& rozpocztych w trakcie

realizacji mojej pracy magisterskiej. Otrzymane ikym pytania jakie pojawity si w

czasie ich analizy statyesinspiracy do dalszej pracy.

Streszczenie wynikow bada wykonanych w czasie realizacji pracy magisterskiej

oraz przedstawienie najwaniejszych wnioskéw ptyracych z ich analizy

W ramach mojej pracy dyplomowej pracowatam z iztatpsychrotolerancyjnej

bakterii oznaczonym jako S9, znajgtym st w kolekcji mikroorganizmow Katedry

Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politdmiki Gdaiskiej. 1zolat S9 zostat

wyizolowany z probki gleby ze Spitzbergenu i chéeakzowat st aktywndcia

lipolityczna.

W trakcie realizacji pracy magisterskiej:

Ustalono, na podstawie analizy sekwencji nukleotygjofragmentu genu
16S rDNA izolatu S9,ze izolat ten jest szczepem bakterii z rodzaju
Pseudomonas

zidentyfikowano i wyizolowano geastS9odpowiedzialny za wkiwosci
lipolityczne Pseudomonasp. S9;

na podstawie sekwencji nukleotydowej geastS9 uzyskanoin silica
domnieman sekwengj aminokwasow enzymu lipolitycznego EsStS9 z
Pseudomonasp. S9 (Rys. 6) oraz na podstawie tej sekwencjinagzono
dla enzymu EstS9 teoretyczny punkt izoelektryczpl € 4,77) i
przewidywan mag czgsteczkowy (M, = 68 739, 6 Da);

przeprowadzono anatizsekwencji aminokwasowej EstS9, ktéra wykazata,
ze enzym ten skiada ¢siz dwoch domniemanych domen biatkowych:
domeny o aktywnei esterazy/lipazy natgcej do rodziny hydrolaz SGNH
(reszty aminokwasowe ~29-320) fi-domeny autotransportera (reszty
aminokwasowe ~360-626) oraz potencjalnego peptydmanego (reszt

aminokwasowe 1-19) magego mi€ znaczenie w transporcie tego enzymu
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do przestrzeni periplazmatycznej komorki baktét8eudomonasp. S9
(Rys. 5);

 wykonano analig sekwencji aminokwasowej N-koowej domeny
esterazy/lipazy EstS9 i stwierdzono obecna@akonserwowanej triady
katalitycznej Ser38, Aspl62 i His303 oraz zakonseranego motywu
GDSL w otoczeniu katalitycznej reszty seryny, ktggst typowy dla
enzymow lipolitycznych nalacych do rodziny GDSL tj. Il rodziny
enzymow lipolitycznych (Tabela 2),

» skonstruowano rekombinantowy szczep baktegischerichia coli
TOP10/pBADestS9auto, producenta rekombinantowegtkdiEstS9Auto,
tj. biatka EstS9 z dgtzom na C-kaicu domen oligohistydynov,
umazliwiajaca jego efektywne oczyszczanie za pomochromatografii
metalopowinowactwa;

e opracowano wydajp metod oczyszczania biatkka EstS9Auto,
produkowanego w postaci ciatek inkluzyjnych w kokawh E. coli, w
warunkach denaturagych z wyciem chromatografii metalopowinowactwa;

* przeprowadzono renaturacpiatka poprzez dialig a take potwierdzono
aktywnas¢ lipolityczng otrzymanego preparatu oczyszczonego biatka
EstS9Auto.

Niestety w ramach pracy magisterskiej nie udat¢ wiykona pelinej
charakterystyki wisciwosci enzymatycznych EstS9Autogdtpierwszym etapem batla
w ramach mojej pracy doktorskiej byto wykonanieaeglizy (Wyniki i dyskusja 5.1).

Ponadto, kierunek i zakres badarowadzonych w ramach paskej pracy
zostat okrélony w oparciu 0 nagpujaca analiz.

Zgodnie z wiedz jaka posiadatam po zakozeniu pracy magisterskiej w 2012
r., w tym czasie byly znane i scharakteryzowan&otytiwie esterazy natgce do
rodziny GDSL, tj. EstA (~ 23 kDa) Rseudomonasp. 643A (Ciglinski i in. 2007) oraz
PsEstl (~70 kDa) Pseudomonasp. B11-1 (Suzuki i in. 2003). Badany enzym z
Pseudomonasp. S9 wykazat wysokie podohstwo budowy do esterazy PsEstl z
Pseudomonasp. B11-1 (Suzuki i in. 2003) ta# sktadajcej st z N-terminalnej
domeny katalitycznej natgcej do rodziny hydrolaz SGNH i C-terminalnej domeny
autotransportera. Obeditodomen autotransporterowych w obu enzymach sugemije
oba biatka wydzielaneasza pomog systemu sekrecji typu Va (Henderson i in. 2004).
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Jednake wsrod dosgpnej literatury nie ma pracy, ktéra potwierdzatafpyipotez dla
enzymu PsEstl. Dodatkowo, w pracy Suzuki i in. 200Becné¢ domeny
autotransportera w enzymie PSEst1 nie zostata odaoia.

Ponadto, przeprowadzona przeze mnie analiza danehnaturowych
wykazata,ze w przypadku biatek zbudowanych z N-terminalnanday katalitycznej
oraz C-terminalnej domeny autotransportera i trartspranych za pomacva systemu
sekrecji, maliwe 3 trzy r&ne efekty kacowe sekrecji biatka a) biatko w postaci
dwudomenowej kotwiczy siw btonie zewntrznej bakterii, domena Kkatalityczna
zwrdcona jest na zewtrz komorki, b) po przetransportowaniu domeny kbtetnej na
zewnytrz komorki jest ona odcinana przez autoprotolad domeny transportera i
uwalniana dosrodowiska i ¢) po przetransportowaniu na zgtnn komoérki domena
katalityczna uwalniana jest deérodowiska na skutek jej odwia od domeny
autotransportera przez mnproteaz (Henderson i in. 1998). W zgaku z tym
wysunkto dwie hipotezy. Wedtug pierwszej, natywna fornmeyemu lipolitycznego z
Pseudomonasp. S9 skiada sitylko z jednej domeny, tj. domeny katalitycznejoria
jest wydzielana na zewtrz komorki bakteryjnej. Wedtug drugiej, natywnyzgm
lipolityczny z Pseudomonasp. S9 sktada siz dwoch domen, katalitycznej i domeny
autotransportera, ktéra kotwiczy biatko w btoniewmetrznej bakterii, z& domena
katalityczna prezentowana jest na zetrn komorki. Udowodnienie, ktdra z hipotez
jest prawdziwa mge stanowé temat bad@d podstawowych. Jednad, poniewa
nadrzdnym celem zespotu naukowego, do ktéregaanftam w czasie moich studiéw
doktoranckich jest poszukiwanie biotechnologicamigtecznych enzymoéw aktywnych
w niskiej temperaturze (badania stosowane), gtownymierwszym celem pracy
doktorskiej bylo porownanie wdaiwosci biochemicznych dwoch  biatek
rekombinantowych tj. wariantu dwudomenowego (ESt®®A i jednodomenowego
(EstS9short) badanej esterazy (Rys. 5) produkowanycsystemie ekspresyjnym
E. coli. Dodatkowo, oba badane warianty sekwencyjne esteEstS9O § biatkami
fuzyjnymi zawieragcymi C-terminala domer oligohistydynowq (tzw. His-tag).
Domena ta zostala wprowadzona w celu #gimoenia efektywnego oczyszczania
rekombinantowych biatek z wykorzystaniem chromaafigrmetalopowinowactwa.
Ponadto, w obu przypadkach usgiainatywry sekwengj sygnala esterazy S9 (Rys.
5). Pomimo faktu,ze E. coli posiada system Sec (transport biatek do periplazmy

gatunek ten nie jest uznawany jako zdolny do wyejagekrecji biatek na zewtrz
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komorki. Dzkki wspomnianemu rozwrzaniu oba biatka mag by¢ wydajnie
produkowane i gromadzone wextrz komorkiE. coli.

©- e ——————

Rys. 5. Schemat topologiczny biatek: A) natywndkaud&EstS9 B) biatko EstS9Auto, C) biatko
EstS9short. Kolor szary - peptyd sygnalny, pomezaewy - domena katalityczna, zielony -

domena autotransportera, niebieski - domena dsgatynowa.

Kolejnym celem pracy bytlo poréwnanie \tawosci enzymatycznych obu
rekombinantowych wariantow esterazy z $giaosciami innych znanych esteraz
aktywnych w niskiej temperaturze (Tabela 2), a wzsgolndci z wiasciwosciami
esterazy PsEstl (Suzuki i inni. 2003). Cozm@&, enzym PsEstl, tak jak enzym
EstS9Auto, byt take produkowany WE. coli w postaci ciatek inkluzyjnych po czym,
izolowany i oczyszczany w warunkach denatacygh z zastosowaniem chromatografii
metalopowinowactwa. &, dodatkowym waym  powodem  konstrukcji
rekombinantowego szczep&. coli umazliwiajacego wydajg produkcg biatka
EstS9short pozbawionego domeny autotransporterza faktem,ze dojrzate biatko
natywne EstS9 ni® by zbudowane tylko z domeny katalitycznej (Hendersam,
1998), byta ch¢ sprawdzenia czy ten wariant sekwencyjny enzymBSEdidzie
wydajnie produkowany w postaci ,rozpuszczalne]” wytoplazmie E. coli
Skonstruowanie, dgki potaczeniu irzynierii genetycznej i iaynierii biatkowej,
aktywnej enzymatycznie rekombinantowej esterazydayyie produkowanej w dobrze
poznanym gospodarzu bakteryjnym bytobyzyla krokiem w kierunku otrzymania
atrakcyjnego ekonomicznie i biotechnologicznie hialtizatora aktywnego w niskiej

temperaturze.

91


http://mostwiedzy.pl

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

1 VIKOTEEVEENAGSEBAVEE, QA AAPNPYTHFVWFGDELN DAGTFADTGG

PAGSTERFTN

61 RTGPVYLDGS GEVRSLNSTQ | LGGKLG-SA DQTASSSSAV RANNGQPDGN
NVWAVGGYRTD

121 Q LDSI TSTS ATGDRTRAGY LPSNNFRADP NALYYLSGGG NBFLQGRVTS
L PQASAAADR

181 LVSSVQTLQQ AGARYI MWL LPDI GFTPAF NGTPLQAFTS QLSAQFNTEL
VSQLQWWNAN

241 VI PLNI PVLL KETFANPGQF GLATDONLSA TCFSGDSCTE NARYG NSAT
PDPTKLI YND

301 AVBPTEAGQR LI ADYAYSLL SAPWEATLLP QVAQGTLRSH QDELRNQALA
DVENWQGVGO

361 WRAI VAGGGQ HQDFDSQRSG ASADGNGANL NI GGSYRLND AVWRVGLAAGF
YNQKL EAGDH

421 DSDYKLNTYM GTAFAQYQON RWAGDAAVTA GHLDYDSLKR KFQLGVNERG
EKGDTDGYLV

481 AVSGRLGYDI APEASSPWHL SPFVSADFAK VEVDGYSEDG ADSTALTFDD
QSRI SRRLGL

541 G QGKYQ TS QTQVFCGELAH EREYNDDTQD VTMNLNSLPN NRYTLAGYTP
QTNLNRLNLG

601 VSHNLTKDLA LRASYDI RKD DDFTQQAE NV GVALDF

Rys. 6. Sekwencja aminokwasowa enzymu lipolitycon&gtS9 zPseudomonasp. S9
wraz z sekwengj sygnalm zaznaczom kolorem fioletowym, sekwengj domeny
katalitycznej oznaczan granatow czcionly i sekwencj autotransportera oznaczpn
pomaraczowy czcionky. Triack katalityczry SDH zaznaczono na zielono, a motyw GDSL
nazotto.
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5.1 Charakterystyka wiasciwosci biochemicznych esterazy EstS9Auto
produkowanej w komérkach Escherichia coli

Moje badania w ramach pracy doktorskiej rozptaon od przeprowadzenia
charakterystyki wisciwosci biochemicznych esterazy EstS9Auto produkowanej w
komérkachE. coli.

Wszystkie pomiary aktywrigi prowadzono z wykorzystaniem preparatu biatka
EstS9Auto (0,58 mg/ml) z C-koowg domen oligohistydynows, oczyszczonego przy
uzyciu chromatografii metalopowinowactwa na zloze zwizanymi jonami Ni* w

warunkach denaturagych i nastpnie poddanego dializie wobec buforu DX (Rys. 7)
(Materiaty i metody 4.16).

< EstS9Auto

Rys. 7 Wyniki analizy SDS-PAGE. 1 — Wzorzec masystzczkowej biatek (Unstained
Protein Molecular Weight Marker 116-14,4 kDa, Thermkisher Scientific); 2 - Ekstrakt
bezkomdérkowy E. coli TOP10/ pBADestS9auto; 3 - Ekstrakt bezkomoérkowy coli
TOP10/pBADestS9auto po rozpuszczaniu ciat inkluggin 4 - Oczyszczony preparat
enzymatyczny EstS9Auto po renaturacji.

5.1.2 Analiza specyficznsci substratowej EstS9Auto

Pierwszym wykonanym badaniem bylo wyznaczenie dpEaryoici
substratowej preparatu biatka EstS9Auto (Materiatyetody 4.28), w celu okékenia
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diugcici  tancucha wglowodorowego (reszta kwasu monokarboksylowego)
preferowanego substratu. Badania potwierdzity wymikalizy bioinformatycznej
sugerugcy, ze enzym EstS9 jest prawdopodobnie ester&nzym rekombinantowy
EstS9Auto wykazat typoyvdla esteraz preferercfdo hydrolizy estréwp-nitrofenylu
krotkotancuchowych kwas6w monokarboksylowych, przy czym igfezs aktywnaé
wykazywat wobec m@anu p-nitrofenylu (Tabela 7). Esteraza PsEstPseudomonas
sp. B11-1, podobnie jak badany enzym EstS9Autoradi@ryzuje si najwyzsz
aktywnaicia wobec mélanu p-nitrofenylu (Suzuki i in. 2003). Wykonane poej
poréwnanie wiéciwosci  enzymatycznych obu esteraz uwaziglia  wyniki
analogicznych pomiaréw wykonane dla tego substratu.

Tabela 7. Wyniki analizy specyficzém substratowej EstS9Auto wyprodukowanej w
systemie ekspresyjnyi. coli

Substrat Aktywnosé¢ wzgledna [%]
octanp-nitrofenylu (C2) 53+5]1
maslan p-nitrofenylu (C4) 100+ 2,5
kaprylanp-nitrofenylu (C8) 155+£1,9
kaprynianp-nitrofenylu (C10) 6,9+0,8
palmitynianp-nitrofenylu (C16) <0,01
stearyniarp-nitrofenylu (C18) <0,01

5.1.3 Wplyw temperatury na aktywna¢ esterazy EstS9Auto

W celu okrélenia wptywu temperatury na aktywsto esterazy EstS9Auto,
oznaczano aktywrié enzymu wobec métanu p-nitrofenylu w r&nych temperaturach,
w zakresie 5-6TC, w roztworze buforowym 20 mM Tris-HCI, pH 7,5 (Maaly i
metody 4.28). Wyniki zestawiono na rysunku 8. Opma temperatura dla dziatania
enzymu EstS9Auto Pseudomonasp. S9 produkowanego w systemie ekspresyjaym
coli wynosi 35°C. Biatko EstS9Auto jest wysoce aktywneakresie temperatury 20-
40°C (powyej 90% aktywnéci). Uzyskany wynik poréwnano z analogicznymi
wynikami bada dla esterazy PsEstlRseudomonasp. B11-1 produkowanej taé w
systemie ekspresyjnya. coli. Enzym PstEstl wykazywat maksymalaktywnagé w
temperaturze 45°C (Suzuki i in. 2003).
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Dla poréwnania, scharakteryzowane bakteryjne esferaktywne w niskich
temperaturach esterazy wykagupaksymalp aktywnaé w zakresie temperatur 20-
45°C (Tabela 2). Wytkiem jest esteraza EstS (Jiang i in. 2016) oraz 3605
(Esteban-Torres i in. 2014), ktorych optymalne terafury dziatania wynogz
odpowiednio 10°C i 5°C. Podsumowaj temperaturowe optimum aktywdoo badanej
rekombinantowej esterazy nie odbiega od wartéego parametru dla wkszaci
znanych i scharakteryzowanych esteraz aktywnychskig) temperaturze (Tabela 2).
Co warto podkréi¢, badany enzym zachowuje 90% swojej maksymalngpatdsci w

temperaturze 20°C.
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Rys. 8. Wplyw temperatury na aktywdgoenzymu EstS9Auto wyprodukowanego w

systemie ekspresyjnyis. coli.

5.1.4 Wplyw pH na aktywna¢ EstS9Auto

W celu okrélenia wptywu pH na aktywnid esterazy EstS9Auto, oznaczano
aktywna¢ enzymu wobec ni&anu p-nitrofenylu w temperaturze 26, w buforach
Brittona-Robinsona w zakresie pH 2,0-12,0 (Matgriat metody 4.28). Wyniki
zestawiono na rysunku 9. W buforach o pH w zakr2$le5,0 oraz 11,0-12,0 enzym nie
wykazywat aktywnéci.
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Rys. 9. Wplyw pH na aktywrsé enzymu EstS9Auto wyprodukowanego w
systemie ekspresyjnyi. coli.

Badana esteraza wykazuje powy 50% aktywné¢ w zakresie pH 7,5-10,0 z
maksymalg aktywnacia w pH réwnym 9,0. Powsej pH 10 enzym bardzo szybko
traci zdolnd¢ do hydrolizy mélanu p-nitrofenylu. Dla poréwnania, esteraza PsEstl z
Pseudomonasp. B11-1 wykazuje najwgz aktywnaé wobec tego samego substratu
w pH rownym 8,0 (Suzuki i in. 2003). Inne scharajtewane aktywne w niskiej
temperaturze bakteryjne enzymy esterolityczne rémwnwykazup maksymalg
aktywnas¢ w srodowisku o odczynie zasadowym, w zakresie pH 6,240 (Tabela 2).
Wyjatkiem g esterazy Lp3505 i Lp 2631z Lactobacillus plantarumWCFS1, ktére
najwyzszy aktywna¢ wykazup odpowiednio w pH rownym 6,0 i 6,5 (Esteban-Tolires
in. 2014).

5.1.5. Wplyw temperatury na stabilngé¢ EstS9Auto

W celu okrglenia wplywu temperatury na stabilkido esterazy EstS9Auto,
preparat enzymu inkubowano 5 h wzmgch temperaturach (w zakresie 40:0p w
optymalnym pH réwnym 9,0, a naphie mierzono aktywnidé enzymu wobec ni&anu
p-nitrofenylu w 23C (Materiaty i metody 4.28). Wyniki pokazano na ugku 10.
Esteraza EstS9Auto pozostaje stabilna WC6@rzez 3 h. Enzym wykazuje 37%

96


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

aktywnaci po 20 minutowej inkubacji w 9C. Dla porownania, esteraza PsEstl
catkowicie traci aktywn& po 30 minutowej inkubacji w temperaturze réwnefG0
Natomiast, esteraza EstO wykazuje 50% swojej akbyerrpo 2,5 h inkubacji enzymu
w 90°C, a esteraza EstPc po 60 min w 80°C pozostaeaco aktywna (powyej 60%
aktywnaici). Jednak wiksza¢ esteraz traci swejaktywnagé w zakresie temperatury
50-70°C (30 minutowa dulz krotsza inkubacja inaktywuje enzym) (Tabela 2).
Podsumowujc, w porownaniu do znacznej ¢szi esteraz (Tabela 2), EstS9Auto
wykazuje wysok odpornd¢ na wpltyw temperatury wagzej od temperatury optymalnej
dla jej aktywndci. Enzym ten charakteryzuje wgza termostabilrié w porownaniu do
wigckszasci esteraz przedstawionych w tabeli 2. Badany enaygkazuje ~50%

aktywnaici po 3 godzinnej inkubacji w temperaturze 70°C.
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Rys 10. Wptyw temperatury na stabiidoenzymu EstS9Auto wyprodukowanego

w systemie ekspresyjnyi. coli.

5.1.6 Wplyw pH na stabiln&¢ EstS9Auto

W celu okrglenia wplywu pH na stabilid enzymu, preparat esterazy
EstS9Auto inkubowano 1 h w %5, w buforach Brittona-Robinsona o pH w zakresie

2,0-12,0, a nagpnie mierzono aktywrig wobec méanu p-nitrofenylu w temperaturze
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25°C (Materiaty i metody 4.28). Wyniki zestawiono nyasunku 11. W buforach o pH w
zakresie 2,0-5,0 oraz 11,0-12,0 enzym nie wykazyakghwndaci.
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Rys 11. Wplyw pH na stabilsé enzymu EstS9Auto wyprodukowanego w systemie
ekspresyjnynk. col..

Esteraza EstS9Auto zachowuje stabithav roztworach buforowych o pH w
zakresie 8,0-10,0. Najeksz stabilng¢ enzym wykazuje w pH 9,0 i jest to réwaie
wartaés¢ pH, w ktérym EstS9Auto wykazuje optimum aktywoo enzymatycznej
(Rozdziat 5.1.4). Dla porownania, esteraza PsEstl gtabilna w dio szerszym
zakresie pH 2,2-11,9. Jedrakwiele znanych esteraz, podobnie jak badany enzym,
wykazuje déc¢ waski zakres ,pH-stabilni”, np. enzymy EstIM1, LipA i LipP $
stabilne w pH 6-9, zZaEstO i Estl2 w pH 6-10 (Tabela 2).

98


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

5.1.7 Wplyw wybranych jonéw metali na aktywndé esterazy
EstS9Auto

W celu okrélenia wptywu wybranych jonoéw metali na aktywsdoesterazy
EstS9Auto, preparat enzymu inkubowano 1 h w tempera 28C, w roztworze
buforowym 20 mM Tris-HClI o pH 9,0, zawiesggym wybrane chlorki metali
(Materiaty i metody 4.28) o Kmwowym stzeniu 5 mM. Kontra$ stanowit preparat
esterazy EstS9 inkubowany 1 h w°€5w 20 mM Tris-HCIl o pH 9,0. Po okresie
inkubacji mierzono aktywnigé enzymu wobec ns&anu p-nitrofenylu w 28C. Wyniki

zestawiono na rysunku 12.
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Rys 12. Wplyw wybranych jonéw metali na aktywdoenzymu EstS9Auto

wyprodukowanego w systemie ekspresyjniyncoli.

Aktywnos¢ enzymu EstS9Auto hamowana jest w obé&chnow kobaltu, a
takze nieznacznie przez jony niklu, wapnia i manganohibitorami enzymow
lipolitycznych z reguty 8 jony metali c¢zkich (Saxena i in., 1999) (Tabela 2), co
potwierdzito s¢ takze w przypadku esterazy EstS9Auto. Jony magnezuewialkim

stopniu aktywuj badam esterag. Dla poréwnania, na aktyws® esterazy PsEstl
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rowniez nie mialy znacgcego wplywu jony wapnia, magnezu, manganu i kobaltu
(powyzej 70% aktywnéci) (Tabela 2).

5.1.8 Wplyw wybranych zwhzkéw chemicznych na aktywnéé esterazy
EstS9Auto

W celu okrglenia wptywu wybranych zwezkow chemicznych na aktywgo
esterazy EstS9Auto, preparat enzymu inkubowanavltémperaturze 2&, w buforze
20 mM Tris-HCI o pH 9,0, zawiergym roztwory wybranych zwzkow chemicznych
(Materiaty i metody 4.28) o kmowym stzeniu 5mM. Kontro¢ stanowit preparat
esterazy EstS9Auto inkubowany 1 h w@5w 20 mM Tris-HCI o pH 9,0. Po inkubacji
mierzono aktywn& enzymu wobec ndéanu p-nitrofenylu w 28C. Wyniki zestawiono

na rysunku 13.
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Rys. 13. Wplyw niektorych zwekow chemicznych na aktywfioenzymu EstS9Auto
wyprodukowanego w systemie ekspresyjngntoli.

Aktywnos¢ biatka EstS9Auto jest hamowana w obeonaredukowanego i
utlenionego glutationu. Niewielki negatywny wptywa naktywnd¢ esterazy ma

obecnd¢ zwigzku tiolowego:p-merkaptoetanolu. Co ciekawe, inny zZnek tiolowy:
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DTT byt silnym aktywatorem badanego enzymu. Ob&e®DTA zwigksza aktywnét
badanej esterazy. Z wcreejszych bada wynika, ze jony niklu g inhibitorem tego
biatka (Rozdziat 5.1.7). Istnieje movos¢, ze obserwowany pozytywny wptyw EDTA
na aktywne¢ badanego enzymu byt wynikiem chelatowania przeZ A[pnow niklu,
ktére mogty przedostasic do preparatu biatka w czasie oczyszczania praciu
chromatografii metalopowinowactwa (Wicka i in. 2016Dla poréwnania, obecs®
EDTA nie miata znacrego wptywu na aktywrié PsEstl Z°seudomonasp. B11-1
(Tabela 2).

5.1.9 Okre&lenie parametrow kinetycznych EstS9Auto

Wiasciwosci kinetyczne enzymu analizowano wobedkaau p-nitrofenylu jako
substratu (Materiaty i metody 4.28) w trzechmgch temperaturach, tj. 35, 25, 15°C.
Najwyzsze powinowactwo do substratu @aa p-nitrofenylu) enzym EstS9Auto
wykazuje w temperaturze 25°C (niska waétdkm). W 25°C substrat jest szybko i
efektywnie zamieniany w produkt. W tej temperaturanzym EstS9Auto
charakteryzuje si najwyzszz sprawndcia katalityczry (wysoka warté¢ kcat/Km)
(Tabela 8). Co warto zazna&zyynik ten mae mie swoje uzasadnienie. Optymalna
temperatura wzrostu szczepseudomonasp. S9 bdacego zrodiem esterazy EstS9
wynosi 20°C, natomiast szczep ten stabéni® w temperaturze 30°C. Enzym jest
prawdopodobnie przystosowany ewolucyjnie do wydajhkatalizy reakcji w
temperaturze bliskiej optymalnej temperaturze wazrosiikroorganizmu, ktéry go

produkuje.

Tabela 8. Parametry kinetyczne esterazy EstS9Auto

Temperatura Km kcat kcat/Km
[*C] [mM] [s] [sTmM ]
35 0,0368 1,45 39,50
25 0,0095 2,39 252,22
15 0,1617 3,31 20,48

5.2 Produkcja esterazy EstS9short w komérkackscherichia coli

W celu sprawdzenia jaki wptyw na aktywatobadanego enzymuetizie miato

usungcie domeny autotransportera, zaprojektowanéwalczenie i skonstruowano
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rekombinantowy szczepE. coli TOP10/pBADestS9short, producenta esterazy
EstS9short zbudowane]j z Ni@we] domeny Kkatalitycznej esterazy EstS9 z

Pseudomonasp. S9raz C-kacowej domeny oligohistydynowej (Rys. 5).

5.2.1 Konstrukcja plazmidu ekspresyjnego pBADestSO®ort

W celu skonstruowania plazmidu ekspresyjnego pBAB@short,
zawierajcego gen estS9short kodupcy rekombinantow esteragz EstS9short,
wykorzystano technik PCR oraz enzymy restrykcyjiécd i Hindlll, umozliwiajace
wklonowanie tego genu w odpowiedniej orientacji deektora plazmidowego
pBADMycHisA (Materiaty i metody 4.3). Matrycdo reakcji amplifikacji bylo DNA
genomowePseudomonasp. S9 (Materialy i metody 4.1, 4.4, 4.6). Startéo reakciji
PCR: FEstS9Nco i REstS9-shortHind-His zaprojektawdndajc, na ich 5’kacach,
niekomplementarnych do matrycy, sekwencje rozpoznaaia restryktaz Nco
(FEstS9Nco) Hindlll (REstS9-shortHind-His). Uniiwito to efektywne klonowanie
genuestS9shorto wybranego wektora plazmidowego z zachowaniendoiviej ramki
odczytu. Produkt PCR (Materiaty i metody 4.18) azgzono (Materiaty i metody 4.7),
a nasgpnie potrawiono enzymaniNcad i Hindlll. Réwnolegle przeprowadzono reakcj
trawienia DNA wektora pBADMycHisA tymi samymi enzwami restrykcyjnymi
(Materiaty i metody 4.10). Produkty trawienia oczggono (Materiaty i metody 4.7) i
tak przygotowane fragmenty DNA wektora i insertulgano reakcji ligacji (Materiaty i
metody 4.11). Mieszangrligacyjrmg transformowano komorki kompetentge coli TOP
10 (Materiaty i metody 4.13), po czym wysiewano padiaze LA zawierajce 100
ug/ml ampicyliny (Materiaty i metody 4.12 i 4.13)4yiki Petriego z wysianymi
transformantami inkubowano 24 h w 37°C. Uzyskandéorke rekombinantowych
bakterii przesiewano na podi® LA i pozywke LB z ampicylig (Materiaty i metody
4.4). Z komorek szczept. coli TOP10/pBADESstS9short pobranych z hodowli w
pozywce LB izolowano DNA plazmidéw rekombinantowych giriaty i metody 4.6).
Uzyskanie wiéciwego plazmidu rekombinantowego pBADestS9shortwpmrtizano
poprzez analig op&nienia migracji elektroforetycznej wyizolowanego BN
plazmidéw wzelu agarozowym (wybrano plazmidy wykagtg op&nienie w migracji
w zelu agarozowym wzgtlem DNA plazmidu pBADMycHisA), analgzrestrykcyjm
DNA wybranych plazmidow oraz sekwencjonowanie DNAlamowanych insertow
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(Materiaty i metody 4.29). Schemat przedstagagjetapy konstrukcji tego plazmidu
przedstawiono na rysunku 14.

Ncol

HindIII

Produkt pcr

Ncol HindIIX
|

estS9short
877 bp

pBADMycHisA
4094 bp

Ncol

estS9short

"HindIII

pBADestS9short
4909 bp

Rys. 14. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjngg@ADestS9short. Mapy
plazmidéw wykonano za pompSnapeGene Viewer.

5.2.2 Biosynteza esterazy EstS9short w komérkacBscherichia coli

TOP10

Szczep bakteri. coli TOP 10 (Materiaty i metody 4.1) transformowano AN
plazmidu pBADestS9short (Wyniki i wnioski 5.2.1).o8bbwk o obgtosci 1000 ml

prowadzono wedtug procedury opisanej w punkcie kkie i metody 4.14. Po
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zakaczeniu biosyntezy hodowE. coli TOP 10/pBADestS9short wirowano (Materiaty
i metody 4.14), a uzyskany osad komoérkowy wykoraystdo dalszych bada

5.2.3 Oczyszczanie biatka EstS9short metad chromatografii
metalopowinowactwa w warunkach denaturugcych

Komérki osadu z hodowlE. coli TOP10/pBADestS9short (Wyniki i wnioski
5.2.2) poddano dezintegracji poprzez sonikadizyskany lizat komérek w buforze K.
wirowano (Materialy i metody 4.15), a ngshie uzyskany po wirowaniu osad
(nierozpuszczalne fragmenty komoré&k col) i ekstrakt bezkomoérkowy poddano
analizie SDS-PAGE (Materiaty i metody 4.26), w celprawdzenia czy enzym jest
produkowany w postaci rozpuszczalnej (Rys. 15).i&tlzono,ze jednodomenowy
wariant esterazy EstS9short, tak samo jak biatk&®suto, obecne jest w komoérkach
E. coliprawdopodobnie w postaci ciatek inkluzyjnych

W wyniku zastosowania procedury oczyszczania esfergstS9short w
warunkach denaturggych (Materiaty i metody 4.16), a neghie dializy wobec 20 mM
buforu Tris-HCI o pH 7,5 zawierggego 0,1% Triton X-100 (Materiaty i metody 4.16),
otrzymano 18,75 mg preparatu biatka EstS9shortizalhodowli (Materiaty i metody
4.24) (Rys. 154ciezka 4).

“ EstS9short

Rys. 15. Wyniki analizy SDS-PAGE. 1 — Wzorzec massgsteczkowej biatek
(Unstained Protein Molecular Weight Marker 116-14Xa, Thermo Fisher Scientific);
2 — ekstrakt bezkomoérkowyE. coli TOP10/ pBADestS9short; 3 — ekstrakt
bezkomorkowyE. coli TOP10/pBADestS9short po rozpuszczaniu ciat inkloggh; 4

— oczyszczony preparat biatka EstS9short po reagtuna drodze dializy wobec 20
mM Tris-HCI pH 7,5 zawierapego 0,1% Triton X-100.
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5.2.4 Oznaczanie aktywn€ci oczyszczonego preparatu esterazy
EstS9short

Aktywnos¢ oczyszczonego preparatu esterazy EstS9short camacbytla
wzgledem malanu p-nitrofenylu jako substratu (Materialy i metody &)2
Oczyszczony preparat charakteryzowad &iardzo nisk specyficzg aktywndcia
esterolityczg, okoto 0,0025 U/mg oraz niestabiko podczas przechowywania, co
niestety w praktyce uniembwito wykorzystanie go do przeprowadzenia
charakterystyki biochemicznej enzymu.

Co wiecej, pomimo,ze uzyskane gtenie biatka EstS9short (1,25 mg/ml) byto
dwukrotnie wyisze od sizenia biatka EstS9Auto (0,58 mg/ml), to biatko Esis®t
wykazywato tylko 3% aktywnii specyficznej i 6% catlkowitej aktywsa
enzymatycznej biatka EstS9Auto (Tabela 9).

Tabela 9. Poréwnanie otrzymanych preparatéw biajlcbw(EstS9Auto, EstS9short).

Biatko llo §¢ catkowita Catkowita Aktywnos¢ Aktywno$¢
[mg] aktywnosé specyficzna [U/ml]
enzymatyczna [U/MQ biaa)
V]
EstS9Auto 8,7 0,77 0,088 51,06
EstS9short 18,75 0,046 0,0025 3,06

[U] = 1 umol/min (Materiaty i metody 4.28)

5.3 Produkcja esterazy 2seudomonasp. S9 w systemie ekspresyjnym
Pichia pastoris

Oba warianty esterazy Pseudomonassp. S9 tj. EstS9Auto i EstS9short
produkowane byly w systemid. coli w postaci nieaktywnej tj. w ciatkach
inkluzyjnych. W zwizku 2z powyszym, otrzymanie preparatow obu biatek
umazliwiajgcych oznaczenie ich wdaiwosci enzymatycznych wymagato: a)
przeprowadzenia oczyszczania ty#eh biatek w warunkach denatugaych z
zastosowaniem chromatografii metalopowinowactwa, plbzeprowadzenia procesu
renaturacji obu biatek. Podczas renaturacji niegwarancji prawidtiowego przebiegu
procesu fatdowania badanego biatkagdSmogto to by przyczyn niskiej aktywndci
enzymu EstS9short, pomimo jegoetszej produkcji w komoérkack. coli niz biatka
EstS9Auto. Dlatego # dagzac do osagniecia gtbwnego celu, mejprae rozszerzytam
0 przetestowanie innego uktadu ekspresyjnego, tgpem opartego o zastosowanie
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komorek mezofiinych dealzy Pichia pastoris jako gospodarza ekspres;ji
heterologicznych gendéw. Wybor takiego gospodarzalykmwany byt tym, ze
umazliwia on produkcg rekombinantowych biatek pgdzory z ich sekreg do
pozywki, w ktorej prowadzi & hodowk drozdzy, co w teorii powinno utatwia
otrzymanie daych ilosci obu rekombinantowych form esteraBgeudomonasp. S9 i
rozwigzat problemy wynikajce z produkcji rekombinantowych biatek w postaatek
inkluzyjnych.

W zwigzku z powyszym zaprojektowano dwiadczenia umdiwiajace uzyskanie
w komorkach P. pastoris rekombinantowych biatek zawiegaiych na N-kacu
sekweng} sygnalm alfa-faktora zSaccharomyces cerevisiagnazliwiajaca transport
rekombinowanych biatelEstS9Auto (domena katalityczna, domena autotratesjgoi
domena oligohistydynowa) iaEstS9short (domena katalityczna i domena
oligohistydynowa) na zewgtrz komorki (Rys. 16).

Ponadto, postanowiono sprawgzczy wilasna sekwencja sygnalna obecna w
esterazie EstS9 me by wykorzystana do sekrecji rekombinantowych biatek
SygEstS9Auto (domena katalityczna, domena autqgiatesa | domena
oligohistydynowa) i SygEstS9 (domena katalityczdainena oligohistydynowa) przez
komorki drazdzy P. pastoris Wykorzystanie bakteryjnej natywnej sekwencji saigej
do udanej sekrecji proteazy Thermus aquaticu¥ T-1 produkowanej wP. pastoris
zostalo opisane przez izka i wspotpracownikow (Qidzka i in. 2003). Identyfikacja
nowej ,dziatajcej w komérkachP. pastori§ sekwencji sygnalnej nadatoby dodatkpw

wartas¢ nowasci naukowej realizowanej przeze mnie pracy badajwcze

A e———— L ———
B)

e ——— e
9

b —— e 4
D)

e ——

Rys. 16. Schemat topologiczny biatek: A)EStS9Auto, B) SygEstS9Auto, C)
aEstS9short, D) SygEstS9short. Kolor szary - SY@sg$wy peptyd sygnalny z EstS9),
alpha (peptyd sygnalng-faktora z S. cerevisiag kolor pomaraczowy - domena
katalityczna, kolor zielony - domena autotranspastekolor niebieski - domena
oligohistydynowa.
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5.3.1 Produkcja esterazy zPseudomonassp. S9 w konstytutywnym
systemie ekspresyjnynPichia pastoris

Zaprojektowano uktady ekspresyjne do produkcji rexte rekombinantowych
wariantow sekwencyjnych adaptowanej do zimna ezsyeraPseudomonasp. S9 w
komorkachPichia pastorisX-33 (Materiaty i metody 4.2). Jako wektor ekspyag
wybrano plazmid pGAPaB, w ktérym obce geny klonowaneg spod kontrod
promotora transkrypcji genu dehydrogenazy aldeh@diosfoglicerolowego (Eap)
zapewniagcego konstytutywsn ekspresj klonowanego genu w komérkaéh pastoris
rosmcych na podtiauYPD z glukoz stanowica zrodto wegla (Materiaty i metody 4.3).

W celu skonstruowania rekombinantowych plazmidéw spe&syjnych
pGAPsygestS9auto, pGAPBstS9auto, pGAPsygestS9short oraz pGeddeS9short
(Rys. 17-20) wykorzystano techwikPCR oraz odpowiednio dobrane enzymy
restrykcyjne. Eksperymenty klonowania insertow DNd#o wektora pGAP#B
zaprojektowano tak aby wyprodukowane biatka rekoabiowe posiadaty dodatkowo
domer oligohistydynow na C-kacu.

5.3.1.1 Konstrukcja plazmidéw ekspresyjnych pGAPsygestautoS9 i
pGAPsygestS9short

W celu skonstruowania plazmidow ekspresyjnych (Rysi 18), zawieracych
gen sygestS9autokodupcy esterag z Pseudomonasp. S9 z jej whasn sekwendj
sygnaln i C-koncowa domenmn oligohistydynows (Rys. 16) oraz gersygestS9short
kodugcy esterag EstS9 z wlasn sekwengj sygnalm, domen katalityczry i C-
koncowa domen oligohistydynow, lecz pozbawio sekwencji autotransportera (Rys.
16), wykorzystano techn¢kPCR oraz enzymy restrykcyjiesul i Xbal, umazliwiajace
wklonowanie genow w odpowiedniej orientacji do wekt pPGAPAB (Materiaty i
metody 4.3). Matryg do reakcji amplifikacji byto DNA genomowBseudomonasp.
S9. Startery do reakcji PCR: ForwardSygEstAsull, véReeEstAutoXbal,
ReverseEstXba zaprojektowano dadapa ich 5’kacach, niekomplementarnych do
matrycy, sekwencje rozpoznania dla restrykfesil (ForwardSygEstAsull,) iXbal
(ReverseEstAutoXbal, ReverseEstXba) (Materiaty itadg 4.18). Umaliwito to
efektywne klonowanie gendsygestS9autoraz sygestS9shomio wybranego wektora

plazmidowego, z zachowaniem ramki odczytu.
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Produkty PCR o wielkai 1934 pz $ygestS9aujoi 956 pz ygestS9short
oczyszczono (Materiaty i metody 4.7), a gasie potrawiono enzymanfisul i Xbal.
Réwnolegle przeprowadzono reaktjawienia DNA wektora pGAPZB tymi samymi
enzymami restrykcyjnymi (Materiaty i metody 4.1@yodukty trawienia oczyszczono
(Materiaty i metody 4.7) i tak przygotowane fragrtyeBNA wektora i insertu poddano
reakcji ligacji (Materialy i metody 4.11). Mieszani ligacyjrg transformowano
komorki kompetentn&. coli TOP 10 (Materiaty i metody 4.12-4.13) i wysiewamn®
podiaze LA niskosolne zawieragge 25ug/ml zeocyny (Materialy i metody 4.4). Ptytki
Petriego z wysianymi transformantami inkubowanoh2# 37°C. Uzyskane kolonie
rekombinantowych bakterii przesiewano na pedtd A niskosolne i pgywke LB
niskosolm z dodatkiem zeocyny (Materialy i metody 4.4). Zmdaek E. coli
TOP10/pGAPsygestS9auto E. coli TOP10/pGAPsygestS9short hodowanych w
pozywce LB niskosolnej, izolowano DNA plazmidow rekoiméntowych (Materiaty i
metody 4.6). Uzyskanie wdaiwych plazmidéw rekombinantowych potwierdzano
poprzez analig op&nienia migracji elektroforetycznej DNA wyizolowartyc
plazmidéw w zelu agarozowym (wybrano plazmidy dgmione w migracji wzelu
agarozowym wzglddem DNA plazmidu pGAP&B), analiz restrykcyj wybranych
plazmidéw oraz sekwencjonowanie DNA wklonowanyckeimidéw (Materiaty i metody
4.29). Schematy konstrukcji plazmidow ekspresyjny@GAPsygestS9auto i
pGAPsygestS9short przedstawiono na rysunkachl®7 i
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Asull
Produkt pcr

Asull Xbal
Xbal

Insert (sygestS9auto)

Asull (485)

pGAPsygestS9auto

4727 bp

Myc Xbal (2403)

Rysunek 17. Schemat konstrukcji plazmidu ekspreggnpGAPsygestS9auto. Mapy

plazmidéw wykonano za pomgperogramu SnapeGene Viewer.
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Asull
Produkt pcr

Asull Xbal
Xbal

Insert (sygestS9short)

SA

Rysunek 18. Schemat konstrukcji plazmidu ekspreggn pGAPsygestS9short.

Mapyplazmidéw wykonano za pompprogramu SnapeGene Viewer.

5.3.1.2 Konstrukcja plazmidow ekspresyjnych pGARestS9auto i
pGAPaestS9short

W celu skonstruowania plazmidow ekspresyjnych p@#$eS9auto oraz
pGAPuestS9short (Rys. 19 i 20), zawia@jch gen aestS9auto kodupcy
rekombinowan dwudomenow esteraz z Pseudomonasp. S9 dodatkowo z sekwencj
sygnaln a-faktora zSacharomyces cerevisia@ N-kacu biatka i C-kacowg domen
oligohistydynow (Rys. 16) oraz genaestS9shortkodupcy wylagcznie domea
katalityczry esterazy EstS9 z sekwengygnala a-faktora zS. cerevisiagna N-kacu
biatka i C-kaicowys domen oligohistydynow (Rys. 16), wykorzystano techrilPCR
oraz enzymy restrykcyjnXhad i Xba, umazliwiajagce wklonowanie obu genéw w
odpowiedniej orientacji do wektora pGABRZ. Matrye do reakcji amplifikacji byto
DNA genomowePseudomonasp. S9. Startery do reakcji PCR: ForwgEdtAutoXhol,

110


http://mostwiedzy.pl

ReverseEstAutoXbal i ReverseEstXba zaprojektowandaglc na ich 5kacach,
niekomplementarnych do matrycy, sekwencje rozpoanaia restryktaz Xha
(ForwardiEstAutoXhol) i Xba (ReverseEstAutoXbal, ReverseEstXba) (Materiaty i
metody 4.18). Umdiwito to efektywne klonowanie genowaestS9auto oraz
oestS9shortlo wybranego wektora plazmidowego, z zachowanamkr odczytu.

Produkty PCR o wielkaxi 1864 pz ¢estS9autpi 885 pz gestS9shojtoczyszczono
(Materiaty i metody 4.7), a naginie potrawiono enzymanXhad i Xba (Materiaty i
metody 4.10). Rownolegle przeprowadzono reakgwienia DNA wektora pGAPB
tymi samymi enzymami restrykcyjnymi (Materiaty i tody 4.10). Produkty trawienia
oczyszczono (Materiaty i metody 4.7) i tak przygeéme fragmenty DNA wektora |
insertu poddano reakcji ligacji (Materiaty i metody11). Mieszanig ligacyjmn
transformowano komoérki kompetentke coli TOP 10 (Materiaty i metody 4.12-4.13) i
wysiewano na podie LA niskosolne zawierage 25 ug/ml zeocyny (Materiaty i
metody 4.4). Piytki Petriego z wysianymi transfontaami inkubowano 24 h w 37°C.
Uzyskane kolonie rekombinantowych bakterii przesieavna podtze LA niskosolne i
pozywke LB niskosolm z dodatkiem zeocyny (Materialy i metody 4.4). Zads
komorek E. coli TOP10/pGAlestautoS9 i E. coli TOP10/pGARestS9short
hodowanych na pywce LB niskosolnej izolowano DNA plazmidéw
rekombinantowych (Materiaty i metody 4.6). Uzysleanwiaciwych plazmidow
rekombinantowych  potwierdzano  poprzez  araliz op&nienia  migraciji
elektroforetycznej DNA wyizolowanych plazmidéw welu agarozowym (wybrano
plazmidy opénione w migracji wzelu agarozowym wzgtem DNA plazmidu
pPGAPZuB), analiz restrykcyjry wybranych plazmidow oraz sekwencjonowanie DNA
wklonowanych insertow (Materiaty i metody 4.29).h8maty konstrukcji plazmidow
ekspresyjnych pGAdestautoS9 i pGAdestS9short przedstawiono na rysunkach 19 i
20.
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Produkt pcr

Xhol Xhol Xbal
Xbal

Insert {estS9auto)

pGAPZa B

Xhol (736)

pGAPaestS9auto
T4910 bp

TEF1 promoter

6xHis
Myc Xbal (2586)

Rys. 19. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjnggeAPuestS9auto.

plazmidéw wykonano za pomgperogramu SnapeGene Viewer.
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@ Produkt pcr

Xhol Xhol Xbal
Xbal

pGAPZa B Y

GAP Pro,

Insert (aestS9short)

Xhol (736)

pGAPaestS9short
3932 bp

Xbal (1608)

AOX1 terminator

Rys. 20. Schemat konstrukcji wektora ekspresyjngg®APoestS9short. Mapy
plazmidéw wykonano za pomgprogramu SnapeGene Viewer.

5.3.1.3 Biosynteza biatelkEstS9short,aEstS9Auto, sygEstS9short oraz
sygEstS9Auto w komaorkachPichia pastoris

Rekombinantowe szczepyichia pastoris uzyskano transformag komorki
kompetentne Pichia pastoris X-33 liniowg formg DNA  plazmidéw
pGAPsygestSQautairll, pGAPsygestS9shoAlrll, pGAPaestS9aut®vrll i
pGAPuestS9shorfvrll. Transformag; komorek P. pastoris X-33 przeprowadzono
wykorzystupc meto@ elektroporacji (Materialy i metody 4.17). Uzyskakelonie
rekombinantowych dealzy przesiewano na podie YPD stale oraz podie YPD
ptynne z dodatkiem 100g/ml zeocyny (Materiaty i metody 4.4). Z hodowliyphej
uzyskanych rekombinantow wyizolowano DNA genomowtateriaty i metody 4.6).
W celu potwierdzenia integracji DNA plazmidow eksgyjnych z DNA genomowym

komorek Pichia pastoris X-33, przeprowadzono reakcimplifikacji genu esterazy
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Al

(Materiaty i metody 4.18) na matrycy DNA genomoweagzymanych rekombinantow.
We wszystkich przypadkach potwierdzono integradp)NA rekombinantowych
plazmidéw pGAPsygestS9auto, pGAPsygestS9short, p@égtB9auto i
pGAPuestS9short z DNA genomowyRichia pastorisX-33 (Rys. 21). Na Rysunku 21
przedstawiono wyniki amplifikacji genowsygestS9autosygestS9shartaestS9short
oraz aestS9autona matrycach genomowego DNA wyizolowanych z wylcan

szczepoéw rekombinantowydtichia pastorisX-33.

1. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline), 2. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA plazmidowego
pGAPsygestS9short nr 1, 3. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris X-33/pGAPsygestS9short nr 2; 4.
Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA plazmidowego pGAPsygestS9short nr 3; 5. Kontrola ujemna (reakcja amplifikacji genu
sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris) 6. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA plazmidowego
pGAPaestS9short nr 1; 7. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris X-33/pGAPaestS9 short nr 2. ; 8. Marker
wielko$ci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 9. Produkt amplifikacji genu aestautoS9 na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pGAPaestautoS9 nr
1; 10. Produkt amplifikacji genu aestautoS9 na matrycy DNA genomowego P. pastoris pGAPaestautoS9 nr 2; 11. Produkt amplifikacji genu
aestautoS9 na matrycy DNA genomowego P. pastoris pGAPaestautoS9 nr 3; 12. Produkt amplifikacji genu aestautoS9 na matrycy DNA
genomowego P. pastoris pGAPaestautoS9 nr 4; 13. Produkt amplifikacji genu sygestautoS9 na matrycy DNA genomowego P.
pastoris/pGAPsygestautoS9 nr 1, 14. Produkt amplifikacji genu sygestautoS9 na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pGAPsygestautoS9 nr 2.

15. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline), 17. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA plazmidowego
pGAPsygestS9auto nr 3, 18. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris X-33/pGAPsygestS9auto nr 4; 19.
Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA plazmidowego pGAPsygestS9auto nr 5; 20. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb
(Bioline), 21. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA plazmidowego pGAPaestS9short nr 3; 21. Produkt amplifikacji genu
sygestS9short na matrycy DNA plazmidowego pGAPasygestS9short nr 2; 22. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA
genomowego P. pastoris/pGAPsygestS9short nr 5; 23. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris
PGAPsygestS9short nr 6; 24. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris pGAPsygestS9short nr 7; 25.
Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA plazmidowego pGAPaestS9short; 26. Produkt amplifikacji genu aestS9shortna matrycy DNA
genomowego P. pastoris/pGAPaestautoS9 nr 2.

Rys. 21. Wynik rozdziatu elektroforetycznego a&lu agarozowym produktéw amplifikacji gendw:
sygestS9sharsygestSQautmestS9shortaestS9autaa matrycy DNA genomowego rekombinantowych
szczepOwP. pastoris X-33/pGAPsygestS9auto,P. pastoris X-33/pGAPygestS9shorf. pastoris X-
33/pGARiestS9auto P. pastorisX-33/pGARiestS9short. Strzatka wskazuje vdiavy produkt PCR.
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Aktywnos¢ enzymatyczg rekombinantowych szczepdWw. pastoris badano na
ptytkach z podieem dwuwarstwowym MWG zawiergjym tributyryre (Materiaty i
metody 4.4; 4.19). Uzyskane szczepy rekombinantoweee wykazywaly
zewnytrzkomorkowej aktywngci esterolitycznej.

Szczepy rekombinantowe hodowano woymce YPD (Materiaty i metody 4.20).
Nastpnie, badano ptyny pohodowlane lizaty komorkowekstrakty bezkomoérkowe
uzyskane po dezintegracji komorek rekombinantowgecbzdzy za pomog kulek
szklanych (Materiaty i metody 4.22) wobec daau p-nitrofenylu jako substratu
(Materiaty i metody 4.27). Zarowno ptyny pohodowdajak i lizaty oraz ekstrakty
bezkomoérkowe nie wykazywaly aktywdw enzymatycznej esterazy. Réwnolegle
metod, dotblot (Materialy i metody 4.27) sprawdzano, dagika rekombinantowe
aEstS9shortaEstS9Auto, sygEstS9short oraz sygEstS9Autmlsecne w badanych
frakcjach. Przeprowadzona analiza dotblot nie wgkanbecngéci rekombinantowych
wariantow sekwencyjnych esteraPgeudomonasp. S9 w ptynach pohodowlanych,
lizatach i ekstraktach bezkomdrkowych rekombinatchwvkomorekP. pastoris Na
podstawie przedstawionych wynikéw stwierdzome, system ekspresyjny oparty o
konstytutywry ekspresj heterologicznych gendw wykorzysiay promotor genu
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerolowegead® w komérkachPichia pastorisX-
33 nie pozwolit na otrzymanie rekombinantowych ékabEstS9short,aEstS9Auto,
sygEstS9short oraz sygEstS9Auto. Wynik ten byt aksgkcy, w swietle informaciji,ze
enzymy lipolityczne z powodzeniem byty produkowamesystemie konstytutywnym
P. pastoris(Jallouli i in. 2017; Wongwatanapaiboon i in. 20Mfang i in. 2012).
Niepowodzenie tego eksperymentu zmusito mnie ddamasvienia nad madiwa
przyczyry braku produkcji jakiegokolwiek ze wspomnianychtéika Wynik sugerowat,
ze pomimo ranic w  sekwencji aminokwasowej rekombinanantowyciatelx,
przyczyna musi bywspolna i mae wynika np. z ich maliwej funkcji biologicznej. Z
informacji zebranych w czasie przegl literaturowego wynikaze esterazy i lipazy
uznawane $ za czynniki wirulencji wielu bakterii, m.in. z readju Pseudomonas
(Hausmann i in., 2010). Przyktadem iedby¢ esteraza EstA P. aeruginosgWilhelm
I in., 2011). Opisane we wgtie przyktady (Rozdziat 3.10) dapodstaw do wysnucia
hipotezy, ze bialko EstS9 zPseudomonassp. S9 mee by takze czynnikiem
wirulentnym, ktory dlaPichia pastorigest ,toksycznym” biatkiem. W takim przypadku
wyjsciem umaliwiajgcym produkat biatek ,toksycznych” dla komoérek gospodarza

jest wykorzystanie systemu ekspresiji, gdzie profukbcego biatka nagiuje dopiero
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po uzyskaniu diej biomasy komorek, na skutek indukcji ekspresfijacego je genu
pod wplywem czynnika dodanego do hodowligdst postanowitam przeprowadzi
proke biosyntezy wymienionych biatek w indukowanym metam systemie ekspresji
P. pastoris bazugcym na wykorzystaniu promotora transkrypcji genudlgcego
oksydaz alkoholows (Paoxi). System ten z powodzeniem pashu do produkcji
enzymow lipolitycznych wP. pastoris(Eom i in. 2013; Ferrer i in. 2009; Huang i in.
2013; Yu i in. 2007; Jiang i in. 2007; Minning n.L998; Yu i in. 2009; Wang i in.
2008; Choi i in. 2004; Sriyapai i in.2015).

5.3.2 Produkcja esterazy zPseudomonassp. S9 w indukowanym
systemie ekspresyjnynPichia pastoris

Zaprojektowano uktady ekspresyjne do produkcji m=th wariantow
sekwencyjnych adaptowanej do zimna esteraBseudomonasp. S9 w komorkach
Pichia pastoris X-33 (Materialty i metody 4.2). Jako wektor eksgiag wybrano
plazmid pPIC&A, w ktdorym obce geny klonowane pod kontrole promotora genu
kodugcego oksydaz alkoholowy | (Paoxi)) zapewniajcego indukowasm metanolem
ekspresj klonowanego genu w komorkaéh pastoris(Materiaty i metody 4.3). W celu
skonstruowania rekombinantowych plazmidow ekspregy] pPICZsygestS9auto,
pPICZuestS9auto, pPICZsygestS9short oraz plRESES9short (Rys. 22-25)
wykorzystano technik PCR oraz odpowiednio dobrane enzymy restrykcyjne.
Eksperymenty klonowania insertbw DNA do wektora @RIA zaprojektowano tak,
aby wyprodukowane biatka rekombinantowe posiadatpdatkowo domen

oligohistydynowg na C-kaicu (Rys. 16).

5.3.2.1 Konstrukcja plazmidow ekspresyjnych pPIC4estS9auto i
pPICZ aestS9short

W celu skonstruowania plazmidow ekspresyjnych pRESIS9auto |
pPICZoestS9short (Rys. 22 i 23), zawie@jch gen aestS9auto kodupcy
rekombinowan dwudomenow esteraz z Pseudomonasp. S9 z sekwengjsygnaln
a-faktoraS. cerevisia@ma N-kaicu biatka i C-kécowg domen oligohistydynowg (Rys.
16) oraz oestS9shortkodupcy wylacznie domee katalityczry esterazy EstS9 z
sekwenci sygnaln o-faktoraS. cerevisiaena N-kaicu biatko i C-kaicowg domer
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oligohistydynow¢ (Rys. 16), wykorzystano enzymy restrykcyji¢hd i Xbal,
umazliwiajgce przeklonowanie gendwestS9auto i aestS9short z plazmidow
ekspresyjnych pGAdestS9auto i pGAdestS9short do wektora pPIGE.

DNA plazmidéw ekspresyjnych pGARB&stS9auto i pGARzstS9short (Wyniki i
dyskusja 5.3.1.2) potrawiono enzymandhd i Xba (Materiaty i metody 4.10).
Rownolegle przeprowadzono reakdjawienia DNA wektora pPIGZA tymi samymi
enzymami restrykcyjnymi (Materiaty i metody 4.10Rrodukty trawienia DNA
wszystkich plazmidow rozdzielono elektroforetyczmiezelu agarozowym (Materiaty i
metody 4.8), po czym izolowano zelu wiaciwe] wielkasci fragmenty DNA i
oczyszczono (Materiaty i metody 4.7). Tak przygatow fragmenty DNA insertu i
wektora poddano reakcji ligacji (Materialty i metodyll). Mieszanig ligacyjm
transformowano komoérki kompetentke coli TOP 10 (Materiaty i metody 4.12-4.13) i
wysiewano je na podke LA niskosolne zawiergge 25ug/ml zeocyny (Materiaty i
metody 4.4). Piytki Petriego z wysianymi transfontaami inkubowano 24 h w 37°C.
Uzyskane kolonie rekombinantowych bakterii przesieavna podtze LA niskosolne i
pozywke LB niskosolr z dodatkiem zeocyny (Materiaty i metody 4.4). Zmdrek
E. col/pPICZuestS9auto iE. coli/pPICZnestS9short hodowanych w pavce LB
niskosolnej izolowano DNA plazmidéw rekombinantowy@Vateriaty i metody 4.6).
Uzyskanie wiaciwych plazmidow rekombinantowych potwierdzano ear analiz
op&nienia migracji elektroforetycznej DNA wyizolowartycplazmidéw w zelu
agarozowym (wybrano plazmidy afgdone w migracji wzelu agarozowym wzgtlem
DNA plazmidu pPIC&A), analiz restrykcyjy tak wybranych plazmidow
rekombinantowych oraz sekwencjonowanie DNA wklonoygh insertéw (Materiaty i
metody 4.28). Schematy konstrukcji plazmidow ekspgre/ch pPIC4&estS9auto i
pPICZnestS9short przedstawiono na rysunkach 22 i 23.
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Rys. 22. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjnggRiCZunestS9auto. Mapy

plazmidéw wykonano za pomgprogramu SnapeGene Viewer.
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Rys. 23. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjnggiCZuestS9short. Mapy

plazmidéw wykonano za pomgprogramu SnapeGene Viewer.

5.3.2.2 Konstrukcja plazmidéw ekspresyjnych pPICZggestS9auto i
pPICZsygestS9short

W celu skonstruowania plazmidéw ekspresyjnych pRgEstS9auto i

pPICZsygestS9short

(Rys 24-25),

zawigtgch gen sygestS9auto kodupcy

dwudomenow esteraz z Pseudomonasp. S9 z jej wlasn sekwencja sygnajnna

N-koncu biatka i C-kacowg domen oligohistydynow (Rys. 16) orazsygestS9short,
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kodujgcy esterag sygEstS9shorz wiasm sekwencg sygnalm na N-kacu biatka,
domeny katalityczry, C-kaicows domemn oligohistydynows, lecz pozbawiom
sekwencji domeny autotransportera (Rys. 16) wyksieayo enzymy restrykcyjnsul

i Xba, umazliwiajgce przeklonowanie genosygestS9aut¢l918 pz) isygestS9short
(940 pz) z plazmidéw ekspresyjnych pGAPZsygestIDaytGAPZsygestS9short do
wektora pPICZA.

DNA plazmidow ekspresyjnych pGAPZsygestS9Qauto i AP@sygestS9short
(Wyniki i dyskusja 5.3.2.2) potrawiono enzymamsul i Xba (Materiaty i metody
4.10). Réwnolegle przeprowadzono regktjawienia DNA wektora pPICGZA tymi
samymi enzymami restrykcyjnymi (Materiaty i metodlyt 0). Produkty trawienia DNA
wszystkich plazmidéw poddano rozdziatowi elektretycznemu wzelu agarozowym
(Materiaty i metody 4.8), po czym izolowanozelu wiaciwej wielkasci fragmenty
DNA i oczyszczono (Materialy i metody 4.7). Tak ygptowane fragmenty DNA
insertu i wektora poddano reakcji ligacji (Mateyiat metody 4.11). Mieszanin
ligacyjng transformowano komoérki kompetentie coli TOP 10 (Materiaty i metody
4.12-4.13) i wysiewano je na pode LA niskosolne zawierage 25ug/ml zeocyny
(Materiaty i metody 4.4). Piytki Petriego z wysianytransformantami inkubowano 24
h w 37°C. Uzyskane kolonie rekombinantowych bakmzesiewano na podie LA
niskosolne i paywke LB niskosolne z dodatkiem zeocyny (Materiaty i ot 4.4). Z
komorek E. col/pPICZsygestS9auto E. col/pPICZsygestS9short hodowanych w
pozywce LB niskosolnej izolowano DNA plazmidow rekomantowych (Materiaty i
metody 4.6). Uzyskanie wdaiwych plazmidéw rekombinantowych potwierdzano
poprzez analig op&nienia migracji elektroforetycznej DNA wyizolowartyc
plazmidéw w zelu agarozowym (wybrano plazmidy dgmione w migracji wzelu
wzgledem DNA plazmidu pPIC&A), analiz restrykcyjra wybranych plazmidéw
rekombinantowych oraz sekwencjonowanie DNA wproveeyzh insertow (Materiaty
i metody 4.29). Schematy konstrukcji obu plazmidévekspresyjnych
pPICZsygestS9auto i pPICZsygestS9short przedstawiarrysunkach 24 i 25
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Rys. 24. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjnegdCZsygestS9short. Mapy

plazmidéw wykonano zapomg@rogramu SnapeGene Viewer.
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Rys. 25. Schemat konstrukcji plazmidu ekspresyjnpBtCZsygestS9auto. Mapy
plazmidéw wykonano za pomgperogramu SnapeGene Viewer.
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5.3.3 Biosynteza biatleknEstS9short, aEstS9Auto, sygEstS9short oraz
sygEstS9Auto w indukowanym metanolem systemie eksggyjnym
Pichia pastoris

Rekombinantowe szczepyP. pastoris, potencjalnych producentéw biatek
aEstS9shortgEstS9Auto, sygEstS9short oraz sygEstS9Auto, uzyskeamsformujc
komorki  kompetentne P. pastoris X-33 liniowg formg DNA plazmidéw
pPICZsygestSQautemd, pPICZsygestS9shoRmd, pPICZuestSQautd?md oraz
pPICZuestS9shorPmd. Transformagj komorek P. pastoris X-33 przeprowadzono
wykorzystupc meto@ elektroporaciji (Materialy i metody 4.17). Uzyskakelonie
rekombinantowych dealzy przesiewano na podie YPD state oraz podie YPD
ptynne z dodatkiem zeocyny (10@/ml). Z komodrek draedzowych z hodowli ptynnej
izolowano DNA genomowe (Materiaty i metody 4.6). &&1u potwierdzenia integracji
DNA plazmidowego z DNA genomowym komoér€k pastorisX-33, przeprowadzono
reakcp amplifikacji genu esterazy (Materiaty i metody &).1na matrycy DNA
genomowego otrzymanych rekombinantow. We wszysthkictypadkach doszio do
integracji DNA plazmidow (pPICZsygestautoS9, pPI1ggEstS9Oshort,
pPICZuestautoS9 oraz pPIGEstS9short) z DNA genomowyR pastorisX-33 (Rys.
261 27).
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1. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 2. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 1; 3.
Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA plazmidowego pPICZaestS9short (kontrola dodatnia); 4. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA
genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 1; 5. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 2; 6.
Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 3; 7. kontrola ujemna (reakcja amplifikacji genu sygestS9short na
matrycy DNA genomowego P. pastoris) 8. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA plazmidowego pPICZsygestS9short (kontrola dodatnia); 9. Marker
wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 10. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 2; 11. Produkt
amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 3; 12. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego
P. pastoris/pPICZaestS9short nr 4; 13. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 5; 14. kontrola ujemna (reakcja
amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris); 15. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P.
pastoris/pPICZaestS9short nr 6; 16. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 7.

17. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 18. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P.
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pastoris/pPICZsygestS9short nr 4; 19. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 5;
20. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 6; 21. Produkt amplifikacji genu
sygestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 7; 22. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA
genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9short nr 8; 23. Produkt amplifikacji genu sygestS9short na matrycy DNA plazmidowego
pPICZsygestS9short (kontrola dodatnia); 24. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 25. Produkt amplifikacji genu aestS9short na
matrycy DNA plazmidowego pPICZaestS9short; 26. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P.
pastoris/pPICZaestS9short nr 8; 27. Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 9; 28.
Produkt amplifikacji genu aestS9short na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9short nr 10.

Rys. 26. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego welu agarozowym produktéw
amplifikacji genow sygestS9shorbraz aestS9shortna matrycach genomowego DNA
rekombinantowych szczepowR. pastoris X-33/pPICZsygestS9short oraR. pastoris
X-33/pPICZestS9short. Strzatka wskazuje $diavy produkt PCR.
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1. Marker wielko$ci DNAHypper leader 1kb (Bioline); 2. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 6A;
3. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 41; 4. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy
DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 34; 5. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 20;
6. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 45; 7. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy
DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 37 8.Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA plazmidowego pPICZaestS9auto (kontrola
dodatnia); 9. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 10. Produkt amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P.
pastoris/pPICZaestS9auto nr 24; 11. Kontrola ujemna (reakcja amplifikacji genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris); 12. Produkt amplifikacji
genu aestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZaestS9auto nr 27; 13. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego
P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 1; 13. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 2; 14. kontrola
ujemna (reakcja amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris); 15. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA
plazmidowego pPICZsygestS9auto (kontrola dodatnia).

16. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 17. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr
1; 18. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA plazmidowego pPICZaestS9auto(kontrola dodatnia); 19. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na
matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 2; 20. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego
P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 3; 21. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 4; 22. Kontrola
ujemna (reakcja amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris); 23. Marker wielkosci DNA Hypper leader 1kb (Bioline); 24. Produkt
amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 5;25. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA
genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 6; 26. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 7;
27. Produkt amplifikacji genu sygestS9auto na matrycy DNA genomowego P. pastoris/pPICZsygestS9auto nr 8.

Rys. 27. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego #glu agarozowym produktow
amplifikacji gendéwsygestS9autorazaestS9autma matrycach genomowego DNA
rekombinantowych szczepd pastorisX-33/ pPICZsygestautoS®, pastorisX-
33/ pPICZsygestautoS9. Strzatka wskazujeseway produkt PCR

W celu selekcji komérek rekombinantowych szczepbwastorisX-33 o wysokiej

aktywndaici esterolitycznej wykonano kilka batla

Po pierwsze, w oparciu o metogrzesiewow przedstawion przez Pichapak S. i
wsp. (2015) polegaga na porOéwnaniu wzrostu uzyskanych rekombinantowych
komorek P. pastoris X-33 na podieach zawierajcych zeocyn w skzeniach
koncowych: 100, 250, 500 i 1000y/ml wyselekcjonowano rekombinanty, w ktérych
prawdopodobnie doszto do kilkukrotnej integracji ANplazmidowego z DNA
genomowym drdzy. Spdrod wszystkich uzyskanych rekombinantowych szczepéw
P. pastorisX-33, okoto 60% byto wysoce opornych na zeacyt000ug/ml). Szczepy
te hodowano w pgywce z metanolem (Materiaty i metody 4.4). Nastie, badano
aktywnas¢ esterolityczg ptyndw pohodowlanych, lizatow komdrkowych i ek&b@awv
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bezkomorkowych uzyskanych po dezintegracji komaedombinantowych szczepow
drozdzy za pomog kulek szklanych (Materiaty i metody 4.22) wobec shaau p-
nitrofenylu jako substratu (Materiaty i metody 4)28Badania te nie pozwolity na
jednoznaczne potwierdzenie aktywob esterolitycznej w badanych probkach, gdy
uzyskane wartei absorbancji dla tych probek byly tylko nieznaezmwyisze w
stosunku do wartei absorbancji kontroli, ktére stanowity ptyny patowlane, lizaty
komorkowe i ekstrakty bezkomorkowe nierekombinarggavszczep®. pastorisX-33.
Dlatego te, metod dotblot (Materialy i metody 4.27) réwnolegle spdmano, czy
biatka rekombinantoweEstS9shortpEstS9Auto, sygEstS9short oraz sygEstS9Agto s
obecne w badanych prébkach. Podsumawuyvykonane badania (dotblot) pozwolity
stwierdzt, ze indukowany system ekspresyjny oparty o komerkpastorisumazliwit
produkcg dwoch rekombinantowych biatekEstS9Auto (Rys. 28) aEstS9short (Rys.
31), natomiast nie potwierdzonae doszio do produkcji biatek rekombinantowych
SygEstS9Auto i SygEstS9short. Co ama wynik dotblot (Rys. 31) wskazuje na
obecnd¢ biatka aEstS9short w ptynie pohodowlanym rekombinantowegozepu
P. pastoris Natomiast biatkoaEstS9Auto obecne jest w lizacie komorkowym
rekombinantowego szczepu pastoris(Rys. 28) Ponadto, nie potwierdzono obeéaoio
biatkaaEstS9Auto w ekstrakcie bezkomorkowym (Rys. 29).pdédstawie tego wyniku
mozna wysn@é przypuszczenieze biatko aEstS9Auto nie jest transportowane na
zewnytrz komorki. Analizujc ten wynik w oparciu o0 zebrane dane literaturovweema
wysurgé hipotez, ze enzym ten prawdopodobnie zakotwiczony jest wibtdmdz w
scianie komorkowej drzdzy (Wilhelm i in. 2011; Rutherford 2006). 48, podgto
probe uwolnienia biatkaocEStS9Auto. Wykorzystano w tym celu szereg techijik,
zastosowano szok osmotyczny (1M chlorek sodu) knzymatycza (litykaza),
detergent mary wpltyw na rozpuszczaldéd biatek membranowych (Triton X-100),
czynnik chaotropowy wpltywagy na rozpuszczaldé biatek hydrofobowych (6 M
mocznik i 20 mM imidazol), dczac je z powtarzacym st zabiegiem zamrania i
rozmraania komorek w celu naruszendaiany komorkowej i metag dezintegracji
komorek dradzowych za pomagkulek szklanych. Wspomniane eksperymenty zostaty
zaprojektowane w oparciu o anglimformacji o metodach dezintegracji komérek, a
takze metodach magych na celu zwkszenie rozpuszczaléd biatlek membranowych
umieszczonych w nagiujacychzrdodtach internetowych:

a) (https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/propirification/extracti

on clarification/solubility studies/index.html#9alt
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b) https://www.mcdb.ucla.edu/Research/Jacobsen/LabWseBSFOthers/GE

Seminar.pdf
c) http://www.bio-rad.com/en-pl/applications-techndkxjprotein-

electrophoresis-sample-preparation/protein-solzdiilon

Uzyskane w ten sposéb lizaty komérkowe i ekstrakigzkomorkoweP.
pastorigpPICZoEstS9auto analizowano za pomodechniki Western blotting
(Materiaty i metody 4.27) (Rys 30). Pomimo zastoapia ré@nych metod nie wykryto
bialka aEstS9auto w ekstraktach bezkomdrkowych. Dalsze rbadaz powodu
ograniczé czasowych wynikagcych z priorytetu kontynuowania badaad drugim
biatkiem aEstS9short, po konsultacji z promotorem zostaly igemone. Pytanie o
obecné¢ tego biatka w scianie komorkowej pozostaje otwarte. W przyseio
odpowied ta ma zosta uzyskana w czasie badaad maliwoscia wykorzystania
odkrytej domeny autotransportera enzymu EstS9 dwikpenia enzymow wcianach
komorkowych bakteriE. coli. W literaturze znal& mozna wiele przyktadéw celowego
kotwiczenia enzymow lipolitycznych na powierzchminkorki. Wymiené mazna m.in.
wykorzystanie nieaktywnej formy esterazy EstAPseudomonas aeuroginosdo
immobilizacji na powierzchni komorki lipaz B. subtilisi S. marscence@Rutherford i
in., 2006; Wilhelm i in., 2011; Bielen i in., 2014l)akie rozwizanie pozwala traktowa
calh komoérk jako ,biokatalizator” w procesie biosyntezy wybyah bioproduktow.

Rys. 28. Detekcja obecfm biatka rekombinantowegaEstS9Auto w plynach pohodowlanych (gorny
rzad) rekombinatowych dealzy P. pastorisX-33/ pPICZ&estS9auto oznaczonych numerami 6A, 41, 34,
20, 37, 45, 24, 27 oraz lizatach komdrkowych (datmg) rekombiantowych dealzy P. pastorisX-33/
pPICZuestS9auto oznaczonych numerami 6Al, 34, 20, 37, 45L, 24, 27.. P- ptyn pohodowlany
P. pastorisX-33 (gérny rad), R - lizat komérkowyP. pastorisX-33 (dolny rzd).
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Rys. 29. Wynik analizy Western blotting lizatu i stdaktu bezkomorkowegd®. pastoris X-38
pPICZuestS9auto. 1 - Marker wielka biatlek Page Ruler TMP restained Protein Ladd@é@e(mo Fisher
Scientific): 10 - 170 kDa; 2 - biatko wzorcowe zndery oligohistydynowy; 3 - ekstrakt bezkomorkowy
P. pastoris X-3B pPICZuestS9auto; 4 - lizRt pastoris X-38 pPICZuestS9auto. Strzatka wskazuje
wihasciwy prazek odpowiadajcy biatkuoEstS9auto.

MB I'L I'EB TL TEB ML MEB sL SEB

Rys. 30. Wynik analizy Western blotting lizatow kérkowych i ekstraktow bezkomdrkowych.
pastoris X-33/ pPICZestS9auto traktowanych kolejno: L - litykazT - 2% Triton X-100,

M - 6M mocznik z 20mM imidazolem, S - 1M NaCl. MBmarker biatkowy Page Ruler TMP restained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific): 10 - KD;Indeks dolny L- lizat; indeks dolny EB - eledtt
bezkomarkowy. Strzatka wskazuje idavy prazek odpowiadajcy biatkacEstS9auto.
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Rys. 31 Detekcja obecfm biatka rekombinantowegaEstS9short w lizatach komorkowych
(gorny rad-indeks dolny L), ekstraktach bezkomérkowyéto@kowy rad - indeks dolny E)

i ptynach pohodowlanych (dolnyad - indeks dolny P) rekombinatowych dday P. pastoris
X-33/pPICZestS9short oznaczonych numerami, kolejno 1, 2, 8, 4, 8, 9, 10. Gorny 4d:
P.— liza typ P. pastorisX-33, srodkowy rzd: R:- ekstrakt bezkomorkow#. pastorisX-33,
dolny rad: B - ptyny pohodowlané®. pastorisX-33; K, - biatko z domea oligohistydynovy
(kontrola pozytywna).

Obecna¢ biatka aEstS9short w piynie pohodowlanym rekombinantowych
komorek P. pastoris umazliwita podjecie dalszych bada mapcych na celu jego
charakterysty&k wiasciwosci enzymatycznych. Hodowl komorek P. pastoris
X-33/pPICZiestS9short o objosci 1800 ml prowadzono wedtug procedury opisanej w
punkcie Materiaty i metody 4.23. Po zakaeniu biosyntezy hodowlP. pastoris
X-33/pPICZestS9short wirowano, a uzyskany ptyn pohodowlankomgystano do

dalszych bada

5.3.3.2 Oczyszczanie biatkaaEstS9short metoed chromatografii
metalopowinowactwa

Ptyn pohodowlany komorekP. pastoris X-33/pPICZestS9short poddano

zakzeniu przy uyciu kasety ultrafiltracyjnej o przeptywie ,crosfv” o granicznej
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masie molowej wynoszej 30 kDa (Materiaty i metody 4.23). W wyniku oszgzania
przy wyciu chromatografii powinowactwa na zto ze zwazanymi jonami niklu oraz
dializy wobec 20 mM buforu Tris-HCI o pH 7,5 z wykgstaniem w tym celu kasety
ultrafiltracyjnej otrzymano 1,115 mg biatkeéEstS9short z 1,8 litra hodowli didzy
(Rys 32), (Materiaty i metody 4.24). Wfawosci uzyskanego preparatu biatkowego
aEstS9short przedstawiono w Tabeli 10. Analiza etdktetyczna w zelu
poliakrylamidowym (Materiaty i metody 4.26) wykaaabbecné dwoch biatek o
roznej wielkdsci, zblizonych masg czasteczkovy do wyliczonej teoretycznie masy
biatka aEstS9short (Rys 32pwiadczyé to maze o niecatkowitym usunciu peptydu
sygnalnega-faktora S. cerevisiag biatka. Prawdopodobnie w otrzymanym preparacie
biatkowym znajdyj si¢ dwie formy rekombinantowej jednodomenowej esteraz/
sekwencj sygnaln i bez).

> aEstS9short

Rys. 32. Wyniki analizy SDS-PAGE. 1 - Piyn pohodamy P. pastoris
X-33/pPICZestS9short; 2 — Wzorzec masy asteczkowej bialek (Unstained Protein

Molecular Weight Marker 116-14,4 kDa, Fermentas);- czyszczony preparat biatka
aEstS9short .
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Tabela 10.Wiéciwosci preparatu biatkowegeEstS9short.

Biatko llo$¢ Catkowita Aktywnosé Aktywno§é
catkowita aktywnosé specyficzna [un]
[mg] enzymatyczna [U/M biawa)
[U]
aEstS9short z 1,155 0,08 0,069 5,375
P. pastoris

5.4 Charakterystyka wiasciwosci biochemicznych esterazywEstS9short
produkowanej w komorkach P. pastoris

Wszystkie pomiary aktywr$gi prowadzono z wykorzystaniem preparatu biatka
aEstS9short z C-kecowy domen oligohistydynows, otrzymanego w indukowanym
systemie ekspresyjnyi. pastorisX-33 (Wyniki i dyskusja 5.3.3.2).

We wszystkich badaniach aktywstooznaczano wobec rlanu p-nitrofenylu, z
wyjatkiem okr&lania specyficzngi substratowej i badania kinetyki enzymu, ktéréaby
wykonana rownig z wykorzystaniem octanprnitrofenylu (Materiaty i metody 4.28).

5.4.2 Analiza specyficznsci substratowejaEstS9short

Badano specyficzrié substratow preparatuaEstS9short, w celu okfkenia
diugcici tancucha wglowodorowego preferowanego substratu. Badania natgaze
aEstS9short  wykazuje typaw aktywnad¢ esterazy, tj. hydrolizuje estry
krotkotancuchowych kwas6w monokarboksylowych, przy czym igfezs aktywnaé
wykazuje wobec octanuy-nitrofenylu (Tabela 11). Co ciekawe, w przypadku
rekombinantowej esterazy EstS9Auto, zawigmj oprocz tej samej domeny
katalitycznej take domern autotransportera, wykazanoekszy preferengi badanego

enzymu do hydrolizy mianu p-nitrofenylu jako substratu (Rozdziat 5.1.3, Tab&la
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Tabela 11. Wyniki analizy specyficzéw substratowegEstS9short wyprodukowanej w
systemie ekspresyjnyi. pastoris.

Substrat Aktywnosé wzgledna [%]
octanp-nitrofenylu (C2) 100+2,1
maslan p-nitrofenylu (C4) 79 +3,3
kaprylanp-nitrofenylu (C8) 37,7+0,5
kaprynianp-nitrofenylu (C10) 48+1,2
palmitynianp-nitrofenylu (C16) <0,01
stearyniarp-nitrofenylu (C18) <0,01

5.4.2 Wplyw temperatury na aktywna¢ aEstS9short

W celu okrélenia wptywu temperatury na aktywsio esterazyoEstS9short
produkowanej w indukowanym systemie ekspresyjnyn pastoris, oznaczano
aktywna¢ enzymu wobec ndéanu p-nitrofenylu w r@nych temperaturach, w zakresie
5-60°C, w 20 mM buforze Tris-HCI o pH 7,5 (Materialy ietody 4.28). Wyniki
zestawiono na rysunku 33. Optymalna temperaturaddiaania enzymwEstS9short
wyprodukowanego w systemie ekspresyjriynpastoriswvynosi 60°C.

Uzyskane wyniki porownano z charakterysiykiatka rekombinantowego
dwudomenowego EstS9Auto, wyprodukowanego w systeskEpresyjnymkE. coli
I izolowanego z ciat inkluzyjnych (Wyniki i dyskusp.1.3). Stwierdzonagg otrzymany
preparat rekombinantowej esterazy jednodomenowedykowanej w systemie
ekspresyjnymP. pastoriswykazuje maksymaln aktywnaé w temperaturze o 25°C
wyzszej od tej wyznaczonej dla enzymu EstS9Auto. Wptnaturze wynoszej 35°C,
tj. temperaturze optymalnej dla dziatania enzymtSBAuto wyprodukowanego \&.
coli (Rys. 8), wykazuje on okoto 60% swojej maksymahidywnaci.
Przyczyrm uzyskania rozbismych wynikow dotycgcych wplywu temperatury na
aktywna¢ EstS9Auto produkowanej WE. coli i oEstS9short produkowanej w
P. pastoris maze by obecné¢ mocznika w preparacie EstS9Auto. Czynniki
denaturujce, nawet jdi nie powoduy petnego rozfatldowania struktury biatka
zaburza ja3 w pewnym stopniu, co nie wpltywa na obnienie jego optymalnej
temperatury aktywrigi (Deshapande i in., 2001). Zakres temperaturyktarym
wariant jednodomenowyEstS9short jest aktywny przegisic w kierunku wyszych
temperatur tj. od 50 do 80°C, zatem niezemmn by poréwnywany z enzymami
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esterolitycznymi zebranymi w tabeli 2, gde enzymy wykazujnajwyzszy aktywnaé

w temperaturach 5-46°C. W zygku z tym, zasadne jest porownaniéstS9short z
enzymem EStEP16 (Zhu i in. 2013), ktory naja®s aktywnaé wykazuje rownie w
60°C czy esterazGDSL z termofilnej bakteriFervidobacterium nodosurRt17-B1,
ktora wykazuje aktywni@ w zakresie temperatury 30-80°C, z maksymaln
aktywndaicig w temperaturze rownej 75°C (Yu i in. 2010).
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Rys. 33. Wplyw temperatury na aktywstcenzymuaEstS9short wyprodukowanego w

indukowanym systemie ekspresyjnympastoris

5.4.3 Wplyw pH na aktywna¢ aEstS9short

W celu okrélenia wptywu pH na aktywrig esterazynEstS9short oznaczano
aktywnadi¢ enzymu wobec néanu p-nitrofenylu w temperaturze 26, w buforach

Brittona-Robinsona w zakresie pH 2,0-12,0 (Matgriat metody 4.28). Wyniki
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zestawiono na rysunku 34. W buforach o pH w zakr@s0-5,0 oraz 11,0-12,0 enzym

nie wykazywat aktywngci.
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Aktywno$é wzgledna [%]

30 -

20 - ..I
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Rys. 34. Wpltyw pH na aktywré esterazyEstS9short.

Esteraza oEstS9short wykazuje aktywfsd powyzej 50% maksymalnej
aktywnaci w zakresie pH 7,5-10, z maksymalaktywndcia w pH rownym 9,5.
Powyzej pH 10,5 enzym bardzo szybko traci zdeéthado hydrolizy malanu
p-nitrofenylu. Otrzymane wyniki gs poréwnywalne z tymi uzyskanymi dla esterazy
dwudomenowej EstS9Auto wyprodukowanej w systemiespedsyjnym E. coli,
izolowanej z ciat inkluzyjnych (Wyniki i dyskusjab4).

5.4.4 Wplyw temperatury na stabilng¢ aEstS9short

W celu okrglenia wptywu temperatury na stabikéo esterazyoEstS9short
produkowanej w systemie ekspresyjnanpastoris preparat enzymu inkubowano 5 h
w réznych temperaturach (w zakresie 4QJ) w optymalnym pH réwnym 9,0, a
nastpnie mierzono aktywri@ wobec mélanu p-nitrofenylu w 3%C (Materiaty i

metody 4.28). Wyniki pokazano na rysunku 35. W eala temperatury 40-70°C biatko
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to wykazywato 100% aktywrsci. EsterazaoEstS9short pozostaje stabilna (90%
aktywndgici) w zakresie temperatury 70-90 przez 3 h.

Wyniki te r&nig sie od uzyskanych dla enzymu EstS9Auto wyprodukowanego
w systemie ekspresyjnynkt. coli (Wyniki dyskusja 5.1.5) izolowanego z ciat
inkluzyjnych, ktéry nie jest stabilny w zakresienmgeratury 70-90°C. Wzrost
termostabilnéci enzymu na skutek ynierii biatka polegajcej na usuriciu domeny
autotransportera jest bardzo intergsyj Wariant jednodomenowynEstS9short
wykazuje stabilné w wysokich temperaturach, zatem enzym ten z poemém
maozna porownywa do enzymow z mikroorganizmoéw termofilnych, tj.essizy GDSL
z Fervidobacterium nodosut17-B1, ktéra po 80 minutowej inkubacji w 80°@dr
potowe swojej aktywnéci (Yu i in. 2010), hdz termostabilnej esterazy EStEP16, ktéra
zachowuje swaj aktywna¢ po 6 h inkubacji w temperaturze 90°C (80% aktyyano
(Zhu iin. 2013). Wzrost termostabiléw aEstS9short koreluje ze wzrostem optymalnej

temperatury aktywni enzymu.
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Rys. 35. Wplyw temperatury na stabiddaenzymuaEstS9short wyprodukowanego w

indukowanym systemie ekspresyjnympastoris
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5.4.5 Wplyw pH na stabilné¢ aEstS9short

W celu okrglenia wptywu pH na stabildd enzymu, preparat esterazy
aEstS9short inkubowano 20, 40 i 60 min w@35w buforach Brittona-Robinsona, o pH
w zakresie 2,0-12,0, a naghie mierzono aktywrig wobec mé&anu p-nitrofenylu w
temperaturze & (Materiaty i metody 4.28). Wyniki zestawiono ngsunku 36. W
buforach o pH w zakresie 2,0-5,0 oraz 11,0-12,0ymnnie wykazywatl aktywnei
(wynikéw nie przedstawiono).

Badany enzym zachowuje stabiédow zakresie pH 9,0-11,0, a w pH 7,0-8,0
wykazywat powye] 60% swoje] aktywnixi. oEstS9short wyprodukowany w
P. pastorispozostaje stabilny w szerszym zakresie pHEStS9Auto wyprodukowany

w E. colii izolowany z ciat inkluzyjnych (Wyniki i dyskusja.1.6).
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Rys 36. Wplyw pH na stabildé enzymu oEstS9short wyprodukowanego w

indukowanym systemie ekspresyjnympastoris

5.4.6 Wplyw wybranych jonéw metali na aktywndé¢ aEstS9short

W celu okrélenia wptywu wybranych jondéw metali na aktywtoesterazy
aEsS9short wyprodukowanej W. pastoris preparat enzymu inkubowano 1 h w
temperaturze &, w 20 mM buforze Tris-HCI o pH 9,0, zawieggym chlorki
odpowiednich metali o kwowym s¢zeniu 5 mM (Materiaty i metody 4.28). Konteol
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stanowit preparat esteraafEstS9short inkubowany 1 h w %5, w 20 mM buforze Tris-
HCl o pH 9,0. Po okresie inkubacji mierzono aktywihe@nzymu wobec ni&anu

p-nitrofenylu w 38C. Wyniki zestawiono na rysunku 37.
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Rys 37. Wplyw jonow metali na aktywfioenzymuoEstS9short wyprodukowanego w

indukowanym systemie ekspresyjnympastoris

Aktywnos¢ enzymuoEstS9short hamowana jest w obemigonow niklu i
nieznacznie przez jony kobaltu. Tak jak w przypa8stS9Auto jony tessinhibitorami
enzymu. Jony wapnia i manganu wplywajieznacznie na zwkszenie aktywnri
aEstS9short. Dla poréwnania, te same jony nieznaczaimuj aktywnaé EstS9Auto.
Jednak ze wzgtu na niewielkie rénice mana przypuszcza ze jony te nie maj
wiekszego wplywu na aktywné obu biatek. Ponadto, wyniki wskazujze jony
magnezu g aktywatorem zaréwno d@EstS9short jak i EstS9Auto (Wyniki i dyskusja
5.1.7).

5.4.7 Wplyw wybranych zwiazkéw chemicznych na aktywnéé
aEstS9short

W celu okrélenia wptywu wybranych zwezkéw chemicznych na aktywio
esterazynEstS9short wyprodukowanej w systemie ekspresyjiyrpastoris preparat
enzymu inkubowano 1 h w temperaturz€@5w 20 buforze mM Tris-HCI o pH 9,0,
zawierajcym wybrane zwigzki chemiczne o kicowym stzeniu 5 mM (Materialy i

metody 4.28). Kontrel stanowit preparat esteraagstS9short inkubowany 1 h w %5,
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w buforze 20 mM Tris-HCI, pH 9,0. Po okresie inkajpanierzono aktywné&t wobec

maslanup-nitrofenylu w 38C. Wyniki zestawiono na rysunku 38.
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Rys 38. Wptyw wybranych zwikow chemicznych na aktywgoenzymuoEstS9short

wyprodukowanego w indukowanym systemie ekspresyjRymastoris

Aktywnos¢ esterazy aEstS9short jest hamowana w obe@oEDTA i
utlenionego glutationu. W przypadku ekszaci enzymow lipolitycznych EDTA nie
wptywa na aktywnéc lub jest ich inhibitorem (Saxena i in. 1999; Suzuk., 2003;
Zhang i in., 2007). Olbrzymi wptyw na aktywstoesterazy ma obeco zwigzkow
tiolowych: B-merkaptoetanolu i DTT. Obie substancje silnie ¢ckszap aktywna¢
esterazy. Analiza wykazalae aktywatorem esterazgestS9short jest rownigglutation
w formie zredukowanej.

Dla porownania, enzym EstS9Auto produkowany w systeekspresyjnynt.
coli jest aktywowany w obecto EDTA, a nie jak w przypadkwEstS9short
hamowany. Wynik& to maze z obecngci jondw niklu w preparacie enzymatycznym
EstS9Auto, ktéregchelatowane przez EDTA. Preparat enzymatye#astS9short po
oczyszczaniu byt dializowany z wykorzystaniem kpsdtrafiltracyjnej o przeptywie
»cross-flow” co mogto skutkowazwiekszory czyst@cia preparatu, a Wt znaczco
obnizy¢ koncowe sgzenie jondw niklu w preparacie. Ponadfsmerkaptoetanol nie
wptywat na aktywnéé EstS9Auto, jednak dli@EstS9short jest silnym aktywatorem.
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5.4.8 Okr&lenie parametrow kinetycznycheEstS9short

Wiasciwosci kinetyczne enzymu analizowano wobecskaau p-nitrofenylu i
octanup-nitrofenylu (Materiaty i metody 4.28) w temperate 60°C tj. optymalne]
temperaturze dla dziatania tego enzymu. @rposzerzono o badanie \&avosci
kinetycznych biatka wobec mlanu p-nitrofenylu w temperaturze 35°C w celu
pordwnania uzyskanych parametréw kinetycznych zlogicznymi parametrami
uzyskanymi dla EstS9Auto. Najagze powinowactwo (niska wakio Km) enzym
aEstS9short wykazuje wobec #8enu p-nitrofenylu. EsterazalEstS9short wykazuje
nizsze powinowactwo w temperaturze optymalnej tj. 60w temperaturze nszej
35°C (optymalna temperatura aktywinob enzymu EstS9Auto). W 60°C enzym
aEstS9short charakteryzujes sablizong wartcsciag kcat/Km wobec octanp-nitrofenylu
i maslanu p-nitrofenylu (Tabela 12).

Wartcsci parametréw kinetycznycluEstS9short ¢ znacznie nisze ni te
charakteryzujce EstS9Auto (Tabela 8). Na tej podstawiezn@o przypuszcza ze
usunecie domeny autotransportera negatywnie wgtynna aktywné¢ domeny
katalitycznej badanego enzymu. Bynaze usungcie domeny autotransportera jest
przyczyry nieprawidtowego sfatdowania domeny katalityczreejco za tym idzie w

konsekwencji obrionej aktywndci enzymuaEstS9short (Tabela 12).

Tabela 12. Parametry kinetyczne estekgzgtS9short.

Substrat Temperatura Km kcat kcat/Km
[°C] [mM] [s] [s'TmM ]
maslan p-
nitrofenylu 35 0,727 0,034 0,047
maslan p-
nitrofenylu 60 6,151 0,145 0,024
octanp-
nitrofenylu 60 7,358 0,203 0,028

[U] = 1 umol/min (Materiaty i metody 4.28)
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Zrodtem genu, ktory posiyt do otrzymania zbadanych rekombinowanych
wariantéw sekwencyjnych esterazy EstS9 byt szcagptawanej do zimna bakterii
Pseudomonasp. S9 wyizolowanej z gleby pochade] ze Spitzbergenu. W celu
uzyskania wydajnej produkcji aktywnego biatka wykmtano trzy systemy
ekspresyjne, tj. system ekspresyjny oparty o koimdezofilnego gospodarZa. coli, a
takze systemy konstytutywnej i indukowanej ekspresjidye oparte o wykorzystanie
komorek dradzy P. pastorigako gospodarza ekspresyjnego

Rekombinantowe biatko EstS9Auto w systemie ekspngay E. coli
produkowane bylo w postaci ciat inkluzyjnych, minto z powodzeniem zostato
oczyszczone w warunkach denatgoych 1 denaturowane, a nggshie
scharakteryzowane zostaly jego wdiavosci enzymatyczne. Ze wzglu na
podobigéstwo budowy topologicznej EstS9Auto i enzymu PsEatializowano
wiasciwosci enzymatyczne obu biatek (Tabela 2). Obydwa ernzymykazup
aktywnas¢ w srodowisku lekko alkalicznym, z maksymalaktywndcia w pH 9,0 dla
EstS9Auto oraz pH 8,0 dla PsEstl. Preteriptaliz reakcji hydrolizy estrow
krotkotancuchowych kwasow monokarboksylowych, z najea aktywndciag wobec
maslanu p-nitrofenylu. Jednate biatko EstS9Auto wykazuje najagza aktywnaé
wobec wspomnianego substratu w 35°C, a nie w 45#Cjak wykazano dla PsEstl.
Ponadto, EstS9Auto charakteryzuje snacznie wysz termostabilnécia niz esteraza
PsEstl (Tabela 2). Co warto pod#ré, wiasciwos¢ ta jest wyjtkowo interesujca,
gdyz wicksza¢ aktywnych w niskich temperaturach esteraz tra®jswaktywnaé w
zakresie temperatury 50-70°C (30 minutowazkrotsza inkubacja biatka inaktywuje
enzym) (Tabela 2). W przypadku biotechnologii, Wristh paadana jest tatwa metoda
inaktywacji enzymu po zakozeniu reakcji enzymatycznej a przed kolejnym etape
procesu technologicznego, ta cecha rekombinantoveeggmu EsStS9Auto jest jego
wad.

Dla poréwnania, badania nad rekombinantowym wagiangsterazy EstS9short
tj. esterazy EstS9 pozbawionej domeny autortramsmgr zakaczyly sk
niepowodzeniem. Przeprowadzone badania wykazahgnalogicznie jak dla enzymu
EstS9Auto, wariant jednodomenowy EstS9short prodaky byt w postaci
nieaktywnej (ciatka inkluzyjne) i w celu otrzymanjego aktywnej formy enzym ten

wymagat przeprowadzenia procesu oczyszczania w nkaoln denaturggych i

140


http://mostwiedzy.pl

nastpnie jego renaturacji. Biatko EstS9short wykazywalacznie misz aktywnaé
wiasciwa (0,0025 U/mgaks) W poréwnaniu do EstS9Auto (0,088 U/pgs). Niska
aktywna¢ biatka EstS9short oraz jego niska stabitnov czasie przechowywania
uniemaliwity przeprowadzenie peinej charakterystyki wdmvosci biochemicznych
enzymu.

Problemy z otrzymaniem  aktywnych enzymatycznie araow
rekombinantowych esteraz staty giodstavi do rozszerzenia pracy o wykorzystanie
innych systeméw ekspresyjnych. System ekspresyparty o komorki dredzy P.
pastoris umazliwia produkcg heterologicznych biatlek pgdzory z ich sekreg do
pozywki, co w teorii powinno utatwiaotrzymanie daych ilosci obu form esterazy S9,
a take wykluczy problemy wynikagce z produkcji rekombinantowych biatek w
postaci ciatek inkluzyjnych.

System ekspresyjny umloviajacy konstytutywrn ekspresj heterologicznych
gendéw znajdujcych s¢ pod kontro4 promotora transkrypcji genu dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerolowego €kr) w komoérkachP. pastorisX-33 nie pozwolit na
otrzymanie zadnego z czterech testowanych wariantow rekomhbimayth biatek:
aEstS9shortpEstS9Auto, sygEstS9short oraz sygEstS9Auto. zoaso wiec mazliwy
toksyczny wptyw produkowanych biatek na komoOi pastoris W zwigzku z tym
siegni¢to po rozwjzanie stosowane z gdym powodzeniem do produkcji ,toksycznych”
biatek w komérkach dralzy. Przeniesiono geny odpowiedzialne za produkejw
biatek do wektora pPICZalfaA umlbwviajacego ich kontrolowan ekspresy w
komoérkachP. pastorispod kontrod promotora transkrypcji ger®OXI indukowanego
w obecnéci metanolu w medium hodowlanym. Jak pokazaty wyamneksperymenty,
indukowany system ekspresyjny ushwit produkcje dwoch rekombinantowych biatek,
tj. aEsStS9Auto iaEstS9short natomiast nie potwierdzono, aby doszoekispresii
genowsygestS9autosygestS9shokodujcych biatka rekombinantowe SygEstS9Auto
I SygEstS9short. W zwzku z powyszym wykluczono przydatdé wiasnej sekwencji
sygnalnej enzymu EstS9 do jego produkcji i sekn@@ez komorkacP. pastoris.

W oparciu o uzyskane wyniki dla enzymiEstS9Auto i analig tych
wynikéw w $wietle zebranych danych literaturowych, ina wysuné¢ hipotez, ze
biatko aEstS9Auto prawdopodobnie zakotwiczone jest w biobielz w $cianie
komorkowej dradzy (Wilhelm iin. 2011; Rutherford 2006). Niestetyzpprowadzone
badania nie pozwolity na potwierdzenie tej hipotézze wzgéddéw czasowych oraz

braku koniecznego wypogenia, dalsze badania zostaly zawieszone. W przyszie
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teoria ma zosta zweryfikowana w czasie baglanad maliwoscia wykorzystania
odkrytej domeny autotransportera enzymu EstS9 dwikpenia enzymow wcianach
komoérkowych dradzy. W literaturze znane jest takie wykorzystanie dam
autortransportera (Rutherford i in., 2006; Bielem., 2014) majce szereg zalet w
stosunku do wieloetapowego oczyszczania biatek ynuptpohodowlanego bz z
cytoplazmy, m.in. dzki zakotwiczeniu wscianie komorkowej biatek fuzyjnych z
wybrarpg domen autortransportera mbwe jest stosowanie catych komoérek giay
lub bakterii jako biokatalizatorow maegych mi€ potencjalne zastosowanie w
przemyle biotechnologicznym.

W dalszym etapie bada przeprowadzono charakterysgykwiasciwosci
enzymatycznychuEstS9short. Stwierdzonage otrzymany preparat rekombinantowej
esterazy jednodomenowej produkowanej w systemieprekginym P. pastoris
wykazuje maksymalnaktywna¢ w temperaturze 60°C, a g w temperaturze o 25°C
wyzszej od tej wyznaczonej dla enzymu EstS9Auto. Wpematurze wynoszej 35°C,
tj. temperaturze optymalnej dla dziatania enzymtSBAauto wyprodukowanego \&.
coli, wykazuje on okoto 60% swojej aktywso.

EsterazanEstS9short wykazuje povrg] 50% aktywnéci w zakresie pH 7,5-
10,0 z maksymalnaktywndciag w pH réwnym 9,5. Powsej pH 10,5 enzym bardzo
szybko traci zdoln&& do hydrolizy malanu p-nitrofenylu. Otrzymane wyniki g
poréwnywalne z uzyskanymi dla esterazy dwudomenawyprodukowanej w systemie
ekspresyjnynE. coli, tj. EstS9Auto (optymalne pH = 9,0). Aktyw§toaEstS9short w
srodowisku lekko alkalicznym to wdaiwos¢ enzymu, ktéra nie odbiega od
wiasciwosci innych esteraz (Tabela 2).

EsterazaaEstS9short pozostaje stabilna (90% akty$efopo 3 h inkubacji
enzymu w zakresie temperatury 70G0 Wyniki te znacgco rdznia oEstS9short od
enzymu EstS9Auto, ktéry nie jest stabilny w zal@e@mperatury 70-90°C. Wplyw
usunecia domeny autotransportera na termostabél@mzymu jest bardzo interesay.
Wariant jednodomenowyEstS9short wykazuje stabilfiow wysokich temperaturach,
zatem z powodzeniem rmoa go poréwnywa do enzymow z mikroorganizmow
termofilnych (Yu iin. 2010; Zhu i in. 2013). EnzyafEstS9short zachowuje stabikdo
w zakresie pH 9,0-11,0 gav pH 7,0-8,0 wykazywat powgj 60% swojej aktywnii.
Enzym oEstS9short pozostaje stabilny w szerszym zakresie nz EstS9Auto

wyprodukowany WE. coli.
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Wartasci parametrow kinetycznychEstS9short (Tabela 12) gnacznie nisze
niz te charakteryzgre EstS9Auto (Tabela 8). Na tej podstawieznaoprzypuszcza ze
usunecie domeny autotransportera negatywnie wghlyma aktywné¢ biatka. Dane
literaturowe donosg o scistym powgzaniu procesu skiadania z seksedjiatek w
komorkach bakterii Gram-ujemnych wykorzyamjch w tym celu V mechanizm
sekrecji. Ponadto wskazjze domena ,pasa&ra’ nie jest w petni sfaldowana podczas
procesu sekrecji przez blpmewretrzng, proces faldowania rozpoczyna siatychmiast
po jej wydzieleniu. Mechanizm translokacji biatkaletagcego do rodziny AT poznano
na przyktadzie autotrasportera o aktyweioproteolitycznej EspP E. coli O157:H7.
Na podstawie przeprowadzonych badalowodniono,ze faldowanie C-terminalnego
fragmentu domeny ,pasara’ odbywa si wewmgtrz komorki i jest etapem limitggym
przemieszczaniagpasaera (petnej sekwencji aminokwasowej). Energia mdtna do
przemieszczania i biatka powstaje dgzki czesciowemu foldingowi domeny
.pasaera” (po tym jak domena ta przejdzie przez btevewrctrzng) (Wilhelm i in.,
2011). Na tej podstawie, moa domniemywa&, ze brak domeny autotransporteraz@o
skutkowd nieprawidtowym sfatdowaniem domeny katalityczrogj,maze prowadzi w
konsekwencji do obnonej aktywnéci tego biatka. Preparat enzymatyczny
aEstS9short wyprodukowany w systemie ekspresyjmmnpastoriswykazuje wysz
aktywnas¢ specyficzig (0,069 U/Mgpiaa) Niz EstS9Short wyprodukowany w systemie
ekspresyjnymE.coli (0,0025 U/mgaia), jednak nisz niz wariant dwudomenowy
biatka EstS9Auto wyprodukowany w systemie ekspregyE. coli (0,088 U/mgiaa)-

Przyjmupc, ze enzym EstS9 wydzielany jest za pomo¢ mechanizmu
sekrecji biatek mzna wnioskowd, ze aktywna ,dzika forma” enzymu sktada s
dwoch domen. Wysngt przeze mnie hipotez potwierdzag wyniki bada
przedstawione przez Wilhelma i jego wspotpracownik@&torzy opisug biatko EStA
izolowane zPseudomonasp. PAO1L. Esteraza EstA ulokowana jest w zgEne]
btonie i sklada si z N-terminalnej domeny katalitycznej i C-terminglndomeny
autotransportera (Wilhelm i in., 1999). W zwku z tym oraz poroéwngg i analizugc
wyniki uzyskanych badamazna wnioskowd, ze uzyskane enzymy rekombinantowe
posiadaj ograniczony potencjat biotechnologiczny, m.inwzgledu na problemy z ich
wydajmy produkcp w aktywnej formie we wszystkich przetestowanyclstegnach
bakteryjnych i dredzowych. Mimo wszystko przeprowadzone badania zs@rz
poszerzyly obecny stan wiedzy nad esterazami akigwiw niskiej temperaturze i

nalezacymi do rodziny GDSL. Badany enzym jest trzecimiikiean nalezagcym do tej
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rodziny i drugim, w ktorym wyspuje domena autotransportera oraz pierwszym gdzie
fakt istnienia tej domeny zostat uwegdhiony w czasie prowadzonych badaad
wiasciwosciami badanego enzymu (Wicka i in. 2016). Szczegdiaskakujce okazato
sie wykazanie,ze usungcie domeny AT prowadzi do znagego wzrostu wartei
optymalnej temperatury aktywga i termostabilnéci badanego enzymu. Jest to dobry
punkt do rozpocgxia bada nad wptywem zaplanowanych mutacji w etie mutein
biatka aEstS9short na wspomniane wdavosci i jego aktywné¢ katalityczry w reakcji
hydrolizy malanu p-nitrofenylu.

Ciekawym kierunkiem bada ktory uwaamy ze take warto podj¢, 3 badania nad
wykorzystaniem zidentyfikowanej domeny AT do koteeaia bialek fuzyjnych o
roznorakich aktywnéciach enzymatycznych na powierzchni rekombinantdwyc
komorek E. coli oraz przetestowanie uzyskanych komorek jako pgabmyeh

biokatalizatorow wybranych reakcji enzymatycznych.
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