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Biotehnolo$ki zna¢ajni enzimi iz sojeva roda Pseudomonas:
Identifikacija i rekombinantna ekspresija lakaza i lipaza

REZIME:

Bakterije roda Pseudomonas imaju sposobnost produkcije i razgradnje Sirokog spektra
jedinjenja. Cilj ove doktorske teze bio je da se u kolekciji sojeva roda Pseudomonas identifikuju i
rekombinantno eksprimiraju nove lakaze i lipaze, i evaluira njihov aplikativni potencijal. Sedam
sojeva obuhvaceno je analizom oksidativne i hidroliticke aktivnosti prema pet razlicitih supstrata.
Kod sojeva Pseudomonas putida F6, P. putida KT2440 i P. putida CA-3, utvrdeno je prisustvo gena
koji kodiraju lakaze. Proteini McoCA3, McoKT, Cbp i CopA heterologo su eksprimirani u E. coli
domacinu, prec¢iS¢eni i okarakterisani. Pokazana je njihova aktivnost u Sirokom pH i temperaturnom
opsegu kao i visoka termostabilnost. Ispitana je i sposobnost enzima da razgrade boje koje se koriste
u tekstilnoj industriji, potencijalne zagadivace voda. Celijski ekstrakt koji je sadrzao CopA enzim iz
P. putida F6 pokazao je najznacajniju aktivnost razgradivsi pet od sedam testiranih boja. Kod sojeva
P. aeruginosa PAQO1 i P. chlororaphis B-561, detektovana je lipoliti¢ka aktivnost i utvrden potencijal
za biorazgradnju polimera kao sto su polihidroksialkanoati srednjeg lanca i polikaprolakton, a
degradacioni potencijal soja B-561 potvrden je i u modelu komposta. Homologo su eksprimirana tri
proteina — LipA, PIcB i LipA, ali je zakljuceno da nije doslo do njihove sekrecije.

U ovom radu je pokazano da su Pseudomonas sojevi dobar izvor biotehnoloski znacajnih
enzima lakaza i lipaza. Rekombinantna ekspresija lakaza dala je funkcionalne enzime pogodne za
primenu u razgradnji sintetickih boja iz otpadnih voda. Za primenu rekombinantnih lipaza u
biorazgradnji polimernih materijala neophodna je optimizacija sekrecije, ali divlji sojevi koji
eksprimiraju ove enzime su dovoljno dobri biokatalizatori za njihovu razgradnju.

KLJUCNE RECI: lakaze, lipaze, rekombinantna ekspresija, biorazgradnja, bioremedijacija,
polimeri, tekstilne boje, Pseudomonas

NAUCNA OBLAST: Biologija
UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna biologija prokariota
UDK BROJ: 579.841.1:577.15: 667.526: 502.174.1



Biotechnologically relevant enzymes in strains of Pseudomonas genus:
Identification and recombinant expression of laccases and lipases

SUMMARY::

Pseudomonas strains have the ability to produce and degrade a wide range of compounds. The
main objective of this thesis was to identify, recombinantly express and characterize novel laccases
and lipases from Pseudomonas spp. collection, and to evaluate their application potential. Seven
strains were analyzed for oxidative and hydrolytic activity towards five different substrates. Genes
encoding laccases were detected in P. putida F6, P. putida KT2440 and P. putida CA-3 strains.
Proteins McoCA3, McoKT, Cbp and CopA were heterologously expressed in E. coli, purified and
characterized, exhibiting broad temperature and pH range and high thermal stability. The ability of
enzymes to degrade textile dyes was also examined. All enzymes proved to be very efficient in
degradation of synthetic dyes, with the CopA enzyme from P. putida F6 showing the most significant
activity, degrading five out of seven tested dyes. Lipolytic activity was detected in two strains:
P. aeruginosa PAO1 and P. chlororaphis B-561. The potential for biodegradation of polymeric
materials such as medium chain length polyhydroxyalkanoates and polycaprolactone was
demonstrated, while degradation potential of B-561 was confirmed in the compost system as well.
Three lipases were homologously expressed — LipA, PIcB and LipA, but they were not secreted.

This study showed that Pseudomonas genus is a good source of biotechnologically relevant
enzymes. Recombinant laccase expression yielded enzymes suitable for applicationin the
degradation of persistent synthetic dyes from wastewaters. For the application of recombinant lipases
in the biodegradation of polymers, optimization of the secretion is necessary, however wild type
strains expressing these enzymes are good enough biocatalysts for biodegradation purpose.

KEY WORDS: laccase, lipase, recombinant expression, biodegradation, bioremediation, polymers,
textile dyes, Pseudomonas

SCIENTIFIC FIELD: Biology
SCIENTIFIC DISCIPLINE: Molecular biology of prokaryotes
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1. UVOD

Kontinuirani rast populacije u svetu doveo je do drasti¢nog ubrzanja procesa industrijalizacije.
Nemilosrdna eksploatacija neobnovljivih prirodnih izvora energije, devastacija Suma, smanjenje
raspolozivih poljoprivrednih povrsina, zagadenje zivotne sredine i redukcija biodiverziteta samo su
neke od Stetnih posledica ovog procesa. Kréenje Suma i sagorevanje fosilnih goriva uslovili su
promenu klime na globalnom nivou, kao i poremecaj prirodne ravnoteze neophodan za funkcionisanje
svih bioloskih sistema. OsiromaSeno zemljiste dodatno je degradirano antropogenim uticajem,
akumulacijom ksenobiotika — nusproizvoda industrijskih postrojenja, a povoljni uslovi za zivot
mnogih vrsta naruseni su kako u kopnenim, tako i vodenim ekosistemima.

U danasnje vreme glavni izvori toksi¢nih jedinjenja i zagadivata Zivotne sredine su
petrohemijska postrojenja i izlivi, proces podzemne gasifikacije uglja, otpadna ulja, industrijska
proizvodnja razli¢itih hemikalija, prekomerna upotreba pesticida — insekticida, herbicida i fungicida
u poljoprivredi, kao i zabrinjavajuce koliine plasti¢nog otpada. Samo u poslednjih 50 godina
visestruko je uvecana koncentracija zagadivaca kao $to su: aromati¢ni ugljovodonici —benzen, toluen,
etil-benzen i p-, o- i m-ksilen (BTEX, eng. Benzene, Ethylbenzene, Toluene, Xylene); policikli¢ni
aromati¢ni ugljovodonici (PAHSs, eng. polycyclic aromatic hydrocarbons) — naftalen, antracen i
stiren; hloro- 1 nitrofenoli, polihlorovani bifenili, organski rastvaraci, boje, plastomeri i
organohlorovani pesticidi (Kahlon 2016).

Medutim, za odredene mikroorganizme klimatske promene i zagadenje Zivotne sredine mogu
predstavljati selektivni pritisak i pokrenuti mehanizme koji dovode do adaptacije na novonastale
uslove i tolerancije na polutante. Zagadena zivotna sredina moze biti odli¢an izvor bakterija koje
svojim metabolizmom prevode toksi¢ne supstance u manje sStetne oblike, koji se mogu lakse ukloniti
ili vratiti u prirodan ciklus. Traganje za novim vrstama mikroorganizama i novim biotehnoloski
znacajnim enzimima koji bi mogli da odgovaraju potrebama svetskog trzista, a da pritom zadovolje
kriterijume bezbednosti i isplativosti, predstavlja izazov za mnoge naucnike.

1.1. Rod Pseudomonas

Vrste roda Pseudomonas spadaju medu najbolje izuéene bakterijske vrste. Identifikovao ih je
Migula, krajem 19. veka i opisao kao Gram-negativne, aerobne, Stapi¢aste mikroorganizme koji ne
formiraju spore i krecu se upotrebom polarnih flagela (Lysenko 1961). Otpornost na razli¢ite bioticke
I abioti¢ke faktore, svojstvo formiranja biofilma, kao i sposobnost da koriste sirok spektar organskih
jedinjenja kao izvor ugljenika za svoj rast, omogucila je bakterijama roda Pseudomonas da budu
prisutne svuda, pa i u ekstremnim sredinama. Zbog velike fizioloske raznovrsnosti, odnosno
raznolikosti metabolizma, predstavnici ovog roda odupiru se nepovoljnim uslovima i uspes$no
prilagodavaju razli¢itim izazovima spoljas$nje sredine — niskoj ili visokoj temperaturi i vlaznosti,
nedovoljnoj snabdevenosti okruzenja kKiseonikom i hranljivim materijama, kao i dejstvu antibiotika
(Novik, Savich et al. 2015). Metabolizam pseudomonada predmet je mnogih istrazivanja i ¢esto se
navodi da ove bakterije poseduju znatno vecu metabolicku mrezu u odnosu na druge bakterije sa
genomom sli¢ne veli¢ine (5,5 Mbp — 6,5 Mbp, ~5400 gena) (Tiso, Wierckx et al. 2014). Vrste roda
Pseudomonas uglavnom naseljavaju vodu i/ili zemljiste. Stanovnici su biljaka, i to kao korisne
bakterije koje ih stite od patogenih uticaja ili direktno promovisu njihov rast (PGPR, eng. plant
growth-promoting rhizobacteria), ili kao komensalne bakterije (Rehm 2008). Osim toga, pripadnici
ove veoma rasprostranjene grupe mogu biti biljni, zivotinjski, ali i humani oportunisti¢ki patogeni.
Vrsta P. syringae i njeni patovari izazivaju bakterioze biljaka, dok je vrsta P. aeruginosa izazivac¢
akutnih i hroni¢nih infekcija koje su najé¢esce povezane sa kompromitovanim imunoloskim sistemom
domacina (Novik, Savich et al. 2015, Park, Shin et al. 2015, Xin et al. 2018).



1.2. Znacaj vrsta roda Pseudomonas u biotehnologiji

Predstavnici roda Pseudomonas imaju sposobnost biosinteze i razgradnje velikog broja
razli¢itih jedinjenja. Korisna svojstva pseudomonada mogu se primeniti u razli¢itim biotehnoloskim
procesima: biotransformaciji, sintezi niskomolekularnih jedinjenja i polimera (Rehm 2008).
Biotransformacija je proces koji podrazumeva koris¢enje bioloskih sistema — celih celija
mikroorganizama ili njihovih enzima, kao katalizatora u proizvodnji vrednih jedinjenja (Rehm 2008).
Biokatalizatori mogu pojednostaviti, ili u nekim slucajevima ¢ak i omoguciti, proces proizvodnje
sloZenih jedinjenja ili njihovih intermedijera (Hegazy, Mohamed et al. 2015). U poredenju sa
hemijskim katalizatorima, biokatalizatori pokazuju odredene prednosti: visoku efikasnost u blagim,
ekoloski prihvatljivim uslovima, raznolikost i enantioselektivnost (Fessner and Anthonsen 2009).
Svojstvo enantioselektivnosti je naroCito vazno u procesima organske sinteze, jer se upotrebom
biokatalizatora mogu dobiti ¢isti enantiomeri, ¢ime se unapreduje efikasnost i bezbednost lekova, ali
I jedinjenja koja se koriste u poljoprivredi. Mnogi enzimi, kao i cele ¢elije pseudomonada koriste se
kao biokatalizatori u industrijskim procesima, a primeri ovih enzima koji su trenutno u upotrebi u
biotransformaciji su: aminopeptidaze, dehalogenaze, razlicite dehidrogenaze, monooksigenaze,
oksidaze, lipaze (Tiso, Wierckx et al. 2014). Takode, vrste roda Pseudomonas mogu vrsiti
biotransformaciju razli¢itih aromati¢nih jedinjenja. Najbolje prouceni primeri su konverzija toluena
u 3-metilkatehol (Wery, Da Silva et al. 2000, Hisken, Beeftink et al. 2001, Faizal, Ohba et al. 2007)
I konverzija stirena u (S)-stiren oksid (Park, Biihler et al. 2007, Blank, lonidis et al. 2008). Vrste roda
Pseudomonas koje su u danasnje vreme najvise zastupljene u biotehnologiji i industriji su P. putida,
P. aeruginosa, P. fluorescens i P. chlororaphis. Vrsta P. fluorescens koristi se za sintezu antibiotika
mupirocina koji deluje na meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus i druge Gram-pozitivhe
bakterije (Wang, Cui et al. 2020). P. putida se uglavnom primenjuje u sintezi biosurfaktanata
ramnolipida i biopolimera polihidroksialkanoata (PHA). P. aeruginosa i P. chlororaphis se koriste
za sintezu razlic¢itih fenazinskih jedinjenja, biokontrolnih agenasa u suzbijanju steto¢ina u usevima
(Jin, Zhou et al. 2015, Zhou, Jiang et al. 2016, Peng, Zhang et al. 2018). Vrsta P. aeruginosa je takode
nasla svoju primenu u poljoprivredi, tekstilnoj industriji, industriji papira i pulpe, kao i industriji
eksploziva. Sojevi ove vrste koriste se za proizvodnju razli¢itih jedinjenja kao $to su vanilin,
ramnolipidi i biopigmenti. Veoma su dobar izvor biotehnoloski znac¢ajnih enzima lipaza i proteaza.
Enzimi lipaze iz sojeva ove vrste sastavni su deo komercijalnih sredstava za ¢is¢enje i odmasc¢ivanje
u domacinstvima (Anayo, Peter et al. 2019).

1.3. Znacaj vrsta roda Pseudomonas u zastiti Zivotne sredine

Mnogi predstavnici roda Pseudomonas sposobni su da razgrade aromatic¢na jedinjenja i druge
toksicne zagadivace iz prirodnih i antropogenih izvora, Sto ih ¢ini pogodnim za primenu u
bioremedijaciji. Bioremedijacija se definise kao proces u kome mikroorganizmi, biljke ili njihovi
enzimi uklanjaju zagadivace iz zivotne sredine, vracaju¢i je u prvobitno stanje. Ovaj koncept
podrazumeva biorazgradnju, tj. delimi¢nu ili, veoma retko, potpunu transformaciju toksi¢nih
supstanci koje lako dospevaju u podzemne vode i lance ishrane (Rehm 2008, Gouma, Fragoeiro et al.
2014). Ukoliko su uslovi u datoj sredini povoljni, do¢i ¢e do prirodne atenuacije, procesa
bioremedijacije koji se oslanja na mikroorganizme ve¢ prisutne u tom stanistu, bez potrebe za
spoljasnjom intervencijom. Kada je dostupnost hranljivih materija ograni¢ena, moze se pristupiti
njihovom dodavanju u zemljiste sa ciljem pospeSivanja rasta autohtonih populacija. Ovaj proces
naziva se biostimulacija. Kada je u zemljiste neophodno uvesti mikroorganizme koji nisu
karakteristi¢ni za datu sredinu, ali imaju sposobnost razgradnje odredenog zagadivaca, radi se o
bioaugmentaciji. Bioaugmentacija ponekad podrazumeva upotrebu geneticki modifikovanih
organizama.



U okviru roda Pseudomonas odredenc vrste pokazale su se kao posebno pogodne za
razgradnju hemijskih zagadivaca, odnosno proces bioremedijacije: P. aeruginosa (herbicidi i
pesticidi), P. alcaligenes (policiklicni aromati¢ni ugljovodonici), P. mendocina (toluen),
P. pseudoalcaligenes (cijanid), P. resinovorans (karbazol), P. veronii (prosta aromati¢na jedinjenja
— benzol, indol, piridin i dr.), P. putida (toluen, stiren, m- i p-ksilen) i P. stutzeri (hlorovani
ugljovodonici) (Inouye, Nakazawa et al. 1987, Weissenfels, Beyer et al. 1990, O'Connor, Buckley et
al. 1995, Stoffels, Amann et al. 1998, Shim and Yang 1999, Widada, Nojiri et al. 2002, Nam, Chang
et al. 2003, Hong, Nam et al. 2004, Huertas, Lugue-Almagro et al. 2006, Rehm 2008, Tao, Shen et
al. 2012, Anayo, Peter et al. 2019). Najbolji primeri bakterija koje poseduju kompleksne puteve
razgradnje razli¢itih aromati¢nih ugljovodonika je soj P. putida mt-2 i njegov derivat P. putida
KT2440 (Jiménez, Mifiambres et al. 2002, Loh and Cao 2008). Putevi razgradnje toluena i m-ksilena
kodirani su genima koji se nalaze na plazmidu pWWO0 u P. putida mt-2 i detaljno su prouceni (de
Lorenzo 2008). Sojevi koji razgraduju halogenovane i nitrovane aromati¢ne ugljovodonike izolovani
su iz kontaminiranih sredina, sto ukazuje na njihovu prirodnu sklonost ka razgradnji ovih jedinjenja.
Otpornost na rastvarace je jo$ jedna bitna odlika pseudomonada koje se mogu naéi U zagadenim
sredinama. U jednoj studiji sojevi vrste P. putida uspeli su da prezive visoku koncentraciju toluena
(10 %, v/w) dodatog u zemljiSte, a najvec¢u otpornost na ovaj rastvara¢ pokazao je soj P. putida
DOT-T1E (Huertas, Duque et al. 1998). Nekoliko studija pokazalo je da razli¢iti Pseudomonas sojevi,
kao sto su P. putida, Pseudomonas sp. CAl i Pseudomonas sp. CN1 u okviru konzorcijuma sa
sojevima Agrobacterium tumefaciens, Nocardia sp., Rhizobium sp. i drugim uspes$no razgraduju
herbicid atrazin (Udikovi¢-Koli¢, Scott et al. 2012). Pokazano je i da sojevi P. putida mogu razgraditi
sirovu naftu prisutnu u zagadenom zemljistu (Raghavan and Vivekanandan 1999). Metabolickim
inzenjerstvom moze Se uvecati kapacitet vrsta roda Pseudomonas da razgraduju razli¢ite zagadivace
(Timmis and Pieper 1999, Ramos, Marqués et al. 2011), ali su posledice otpustanja geneticki
modifikovanih organizama u zivotnu sredinu jos uvek nedovoljno ispitane (de Lorenzo 2008).

Vrste roda Pseudomonas su medu najvise proucenim bakterijskim vrstama koje imaju
sposobnost razgradnje plasti¢nog otpada razli¢itog porekla. Potpuna eliminacija plastiénog materijala
podrazumeva razgradnju polimera do monomernih jedinica koje bakterijska ¢elija moze usvojiti i
iskoristiti u svom ¢elijskom metabolizmu (Lucas, Bienaime et al. 2008, Singh and Sharma 2008,
Kolvenbach, Helbling et al. 2014). Enzimi koji ucestvuju u razgradnji plasticnih materijala su
najcesce vancelijski i pripadaju grupi hidrolaza: esteraze, lipaze, kutinaze i poliuretanaze. Ovi enzimi
se mogu naci U razli¢itim vrstama roda Pseudomonas: P. aeruginosa, P. chlororaphis, P. fluorescens,
P. putida, P. protegens, P. stutzeri, a polimeri koje razgraduju su polietilen (PE), polistiren (PS),
poliuretan (PUR), poli(etilen-tereftalat) (PET), poli(etilen-glikol) (PEG) i drugi. Sposobnost
razgradnje plasti¢nih polimera je osobina vrsta roda Pseudomonas koja se moze primeniti u
bioremedijaciji sredina zagadenih ovom vrstom otpada (Wilkes and Aristilde 2017).

1.4. Lakaze
1.4.1. lzvori i bioloska uloga lakaza

Enzim lakaza otkriven je 1883. godine, dok je japanski nau¢nik Hikorokuro Yoshida izu¢avao
o¢vrséavanje bledozute tecnosti (urusiol) na povrsini lak-drveta Rhus vernicifera (jap. urushi — lak-
drvo) u prisustvu vazduha. Proces o¢vrS¢avanja urusiola koji je predstavljao osnovu za dobijanje laka
iz ovog drveta, zapravo je bio katalizovan enzimom lakazom. Lakaza je svoje ime (urusiol oksidaza)
dobila po ovom procesu, koji se i danas koristi u nekim azijskim zemljama.

Lakaze (p-bezenediol:kiseonik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2) su enzimi koji oksiduju §irok
spektar jedinjenja, kao Sto su fenoli, aromati¢ni 1 alifati¢ni amini, redukujuci molekulski kiseonik do
vode (Bassanini, Ferrandi et al. 2021). Ovi enzimi pripadaju familiji multi-bakar oksidaza, koje se
cesto nazivaju 1 plave oksidaze. Lakaze se klasifikuju kao metaloenzimi, jer sadrze, u vecini
slucajeva, Cetiri bakarna jona koji imaju veoma vaznu ulogu u katalitickoj aktivnosti enzima. Domeni



u okviru ovog enzima koji sadrze bakar nazivaju se kupredoksinski domeni (Murphy, Lindley et al.
1997). lako su uglavnom monomeri, ovi enzimi mogu se naci i u formi homodimera, heterodimera,
pa Cak i multimernih kompleksa (Arregui, Ayala et al. 2019). Kao tipi¢ni predstavnici familije
multi-bakar oksidaza, lakaze katalizuju reakcije jednoelektronske oksidacije supstrata. Za kataliticku
aktivnost ovog enzima nisu neophodni kofaktori ili peroksid (Strong and Claus 2011). Intermedijer
koji nastaje u katalitickoj reakciji podleZe neenzimskim reakcijama kuplovanja, $to dalje moze voditi
u tri razlicita tipa reakcija (Slika 1). Za lakaze su karakteristi¢ni slaba specificnost ka supstratu i
variranje u katalitickoj aktivnosti u zavisnosti od izvora enzima (Yaropolov, Skorobogat’ko et al.
1994). Aktivnost nekih lakaza se upotrebom medijatora moze proSiriti na supstrate koji inace nisu
specifi¢ni za ovaj enzim.

povezivanje monomernih jedinica

/ u dimere, trimere i polimere

0, + 4 x supstrat 2 H,0 + 4 x supstrat s reakcija depolimerizacije
/ y reakcija isecanja aromatiénog prstena,
P y formiranje hinona
LAKAZA

4 x supstrat

--::‘H'\t: \
= \‘17

0, +4 x medijator 2 H,0 + 4 x medijator

N

Slika 1. Mehanizam reakcije lakaze sa supstratom ili medijatorom. Sema je napravljena po uzoru na $emu iz
rada Stronga i Klausa (Strong and Claus 2011)

Lakaze su Siroko rasprostranjene u prirodi 1 mogu se nac¢i kod bakterija, gljiva, liSajeva, visih
biljaka i insekata (Riva 2006). Bioloske uloge lakaza su razliCite i zavise od izvora enzima, kao i od
faze u kojoj se nalazi organizam koji ih proizvodi. Lakaze vi$ih biljaka u€estvuju u procesu sinteze
lignina, slozenog biopolimera koji ulazi u sastav ¢elijskog zida, kao i u mehanizmu odgovora biljaka
na povrede (Mayer and Staples 2002). Osim lak-drveta, potvrdeno je i da mnoge druge vrste visih
biljaka poseduju lakaze. Ovi enzimi se mogu naci u drvetu breskve, jabuke, kruske, javora, topole,
ali i u kupusu, repi, krompiru i mnogim drugim vrstama (Sharma, Goel et al. 2007, Madhavi and Lele
2009). Medutim, iako ih mnoge biljne vrste poseduju, ovi enzimi nisu okarakterisani, jer ih je veoma
teSko identifikovati 1 precistiti iz biljnih ekstrakata koji sadrze veliki broj razli¢itih enzima sa
oksidativnom aktivnos¢u (Sharma, Goel et al. 2007).

Fungalne lakaze ukljuéene su u odbranu organizma od stresa, formiranje plodonosnog tela,
sporulaciju, biljnu patogenezu, razgradnju lignina i polimerizaciju prekursora melanina (Alcalde
2007, Strong and Claus 2011). Veliki broj gljiva proizvodi lakaze, od kojih su gljive izazivaci belog
truljenja najpoznatiji producenti. Medu bazidiomicetama isticu se vrste Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium i Coprinus cinereus koje proizvode
razli¢ite izoforme ovog enzima (Arregui, Ayala et al. 2019). Kako je uloga fungalnih lakaza
uglavnom vezana za razgradnju lignina, vec¢ina ovih lakaza pripada vancelijskim enzimima. Neke
gljive poseduju unutarcelijske lakaze, a Cesto se u jednom organizmu mogu naci oba tipa ovog
enzima. Osim toga, pronadene su i lakaze koje su ukotvljene u ¢elijski zid. Unutarcelijske i
periplazmaticne lakaze najverovatniije ucestvuju u transformaciji niskomolekularnih fenolnih



jedinjenja koja se mogu naci u celiji. Smatra se da je lokalizacija enzima uslovljena njenom
fizioloSkom ulogom i da odreduje sa kojim ¢e supstratima enzim imati interakciju (Baldrian 2006).

Bioloska uloga lakaza kod lisajeva je da obezbede dovoljne koli¢ine ugljenika u saprofitnoj
fazi, u uslovima nepovoljnim za fotosintezu (Beckett, Ntombela et al. 2015). Lakaze insekata imaju
vaznu ulogu u o¢vrS¢avanju i pigmentaciji kutikule, kao i u imunom sistemu i procesima zarastanja
rana (Dittmer and Kanost 2010, Du, Yan et al. 2017). Ovi enzimi pronadeni su kod rodova Manduca,
Drosophilia, Papilo, Calliphora, Lucilia, Oryctes, Sacophanga i drugih (Madhavi and Lele 2009).

Bakterijske lakaze ucestvuju u pigmentaciji, morfogenezi, oksidaciji toksina, homeostazi
bakra i zastiti spora od razli¢itih fizickih i hemijskih faktora (Singh, Bhalla et al. 2011). Prva
bakterijska, multimerna lakaza detektovana je u vrsti Azospirillum lipoferum (Givaudan, Effosse et
al. 1993), sa ulogom u ¢elijskoj pigmentaciji i iskorisS¢avanju fenolnih jedinjenja poreklom iz biljaka
(Faure, Bouillant et al. 1994). Usledila je identifikacija lakaza, kao i enzima sa lakaznom aktivnos$¢u
iz vrsta rodova Bacillus, Streptomyces, Klebsiella, Pseudomonas, Yersinia, Proteobacterium,
Marinomonas i drugih (Arregui, Ayala et al. 2019). Najbolje proucena bakterijska lakaza je CotA
enzim iz vrste B. subtilis koji je sastavni deo spolja$njeg omotaca endospore i ¢ija je uloga biosinteza
braon pigmenta, kao 1 zaStita spora od UV zra¢enja i hidrogen peroksida (Driks 2004).

1.4.2. Struktura lakaza

Najbolje proucene lakaze su poreklom iz gljiva. Lakaze gljiva mogu imati monomernu,
homodimernu i heterodimernu strukturu, ali postoje i izoenzimi kod kojih oligomerizacijom nastaju
multimerni kompleksi. Njihova molekulska masa se kre¢e od 50 kDa do 140 kDa, u zavisnosti od
organizma, mada je tipi¢na fungalna lakaza veli¢ine 60 kDa — 70 kDa. U slu¢aju homodimernih
struktura obe identicne jedinice koje Cine enzim imaju molekulsku masu karakteristicnu za
monomerne lakaze (Baldrian 2006). Ovakvi slu¢ajevi zabelezeni su kod lakaza iz gljiva koje izazivaju
truljenje drveta, kao $to su P. pulmonarius i T. villosa. Fungalne lakaze su obi¢no glikozilovane, $to
uvecava njihovu masu za 10 % —25 %, kod nekih slucajeva i vise od 30 %, a deo koji se sastoji od
ugljenih hidrata osigurava enzimu konformacionu stabilnost i §titi ga od proteolize i inaktivacije
radikalima (Morozova, Shumakovich et al. 2007, Maestre-Reyna, Liu et al. 2015).

Molekulska masa do sada opisanih bakterijskih lakaza kre¢e se oko 50 kDa —70 kDa i vecina
njih pripada monomernim unutarcelijskim enzimima, mada postoje 1 primeri vancelijskih enzima —
kod vrsta roda Streptomyces i kod soja B. tequilensis SN4 (Sondhi, Sharma et al. 2014). CotA lakaza
iz vrste B. subtilis ima tri kupredoksinska domena i sli¢na je CueO enzimu iz E. coli koji regulise
homeostazu bakra (Slika 2A) (Roberts, Weichsel et al. 2002, Enguita, Martins et al. 2003). Vrste iz
roda Streptomyces, Amycolatopsis i Nitrosomonas poseduju lakaze sa dva kupredoksinska domena i
nazivaju se ,,male lakaze* (SLACs, eng. small laccases). Smatra se da se nedostatak jednog domena,
koji je neophodan za kataliticku aktivnost, nadomescuje formiranjem strukture homotrimera
(Slika 2B) (Arregui, Ayala et al. 2019).

Slika 2. A: Lakaza iz B. subtilissa tri kupredoksinska domena: B: lakaza iz S. coelicolor sa dva
kupredoksinska domena (homotrimer). Slika je preuzeta iz rada Aregija i saradnika (Arregui, Ayala et al.
2019).



1.4.3. Aktivho mesto lakaza i mehanizam enzimske katalize

Lakaze poseduju cetiri domena koji se uglavnom sastoje od aminokiselina histidina Koji
vezuju bakar (Slika 3). Za potpunu kataliticku aktivnost enzima lakaze, neophodna su sva Cetiri atoma
bakra po jednoj aktivnoj jedinici proteina, a svaki od njih je povezan sa jednim polipeptidnim lancem.
Bakarni joni imaju kljuénu ulogu u katalitickom mehanizmu lakaza. Na osnovu elektron
paramagnetne rezonantne (EPR) spektroskopije bakarni joni su klasifikovani u tri tipa: Tip 1 (T1), ili
plavi, Tip 2 (T2), ili normalni i Tip 3 (T3), ili kuplovani binuklearni bakarni centar (Messerschmidt
and Huber 1990, Sundaram, Zhang et al. 1997). Bakarni jon T1 ¢ija je apsorpcija svetlosti na talasnoj
duzini od 610 nm, daje lakazama karakteristicnu plavu boju. Sli¢ni enzimi koji ne poseduju ovaj tip
bakarnog jona nazivaju se zute, ili bele lakaze (Chaurasia, Shanker et al. 2013). Bakarni jon T2 se ne
moze detektovati u vidljivom spektru svetlosti, dok T3 apsorbuje na talasnoj duzini od 330 nm
(Arregui, Ayala et al. 2019).

mononuklearni
centar
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—Tip 3
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Slika 3. Struktura aktivnog mesto enzima lakaze. Slika je preuzeta iz rada Agravala i saradnika i preradena
(Agrawal, Venkatesh et al. 2018).
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T1 jon ima trigonalnu orijentaciju, sa dva ocCuvana histidina i jednim cisteinom kao
ekvatorijalnim ligandima, 1 aksijalnim ligandom promenljive prirode, obi€no metioninom u
bakterijskim, i leucinom ili fenilalaninom u fungalnim lakazama. T2 bakar je u koordinaciji sa dva
histidinska ostatka 1 vodom, dok je svaki T3 bakar koordinovan sa po tri histidina 1 premos¢uju¢im
hidroksidom (Slika 3). T2 i T3 bakarni centri formiraju trinuklearni centar koji interaguje sa
egzogenim ligandom (Cole, Tan et al. 1990). Prostorna organizacija mononuklearnog i trinuklearnog
bakarnog centra koji zajedno formiraju aktivno mesto enzima prikazana je na Slici 4.

Slika 4. Prostorna organizacija katalitickog centra lakaze iz gljive T. versicolor. Slika je preuzeta iz rada
Aregija i saradnika (Arregui, Ayala et al. 2019).



Kataliza zapoc€inje oksidacijom organskog supstrata koji donira jedan elektron primarnom
akceptoru, bakarnom jonu T1 u okviru mononuklearnog centra. Supstrat se oksiduje i postaje
ariloksiradikal koji dalje podleze neenzimskim reakcijama kuplovanja (Slika 5). Plavi bakarni jon
prenosi elektron dalje na kiseonik koji se nalazi u trinuklearnom centru i koji se zatim redukuje u
vodu. Nakon ove reakcije supstrat je oksidovan, molekulski kiseonik je redukovan u vodu, a enzim
se regeneriSe (Chaurasia, Shanker et al. 2013). Lakaze katalizuju Cetiri pojedinacne jednoelektronske
oksidacije supstrata sa ¢etvoroelektronskim redukcionim raskidanjem veze u molekulu kiseonika, u
¢emu ucestvuju sva Cetiri atoma bakra.

OH . OH
A 9 \-OH M
OH oH | OH OH
lakaza = OH
7’—? — T a T 0 ————%
0, H,0 m@,
Jisee
SH
4<0
oy~
O
HO
Slika 5. Mehanizam enzimske katalize lakaza. A: Katalizovana oksidacija supstrata i formiranje radikala;

B: Oksidativno kuplovanje radikala i formiranje dimera; C: Polimerizacija; D: Kuplovanje sa jedinjenjima
koja nisu supstrati za lakazu. Slika je preuzeta iz rada Kudange i saradnika (Kudanga, Nemadziva et al. 2017).

1.4.4. Medijatori lakaza

Efikasnost enzimske oksidacije supstrata lakazama zavisi od razlike izmedu redoks
potencijala supstrata i T1 bakarnog centra. U poredenju sa peroksidazama lignina lakaze imaju manji
redoks potencijal, pa se dugo smatralo da ovi enzimi mogu katalizovati samo oksidaciju fenolnih
jedinjenja u okviru lignina (Wong 2009, Rivera-Hoyos, Morales-Alvarez et al. 2013, Pollegioni,
Tonin et al. 2015). Otkri¢e medijatora proSirilo je opseg supstrata za lakaze, narocito supstrata ¢ija
veli¢ina ne dozvoljava prilaz aktivnom mestu enzima, kao i suptrata sa visokim redoks potencijalom.
Medijatori predstavljaju male molekule koji se lako oksiduju i deluju kao redoks intermedijeri izmedu
aktivnog mesta enzima i ne-fenolnog supstrata. Najcesce koris¢eni medijatori su sinteticka jedinjenja
kao Sto je 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) i N-hidroksi-benzotriazol
(HBT), kao i prirodna fenolna jedinjenja siringaldehid (SA) i acetosiringon (AS) (Cafas and
Camarero 2010). Razli¢iti medijatori imaju razliite mehanizme katalize. Oksidacija supstrata
posredovana ABTS-om odvija se reakcijom transfera elektrona, u kojoj se ABTS prvo oksiduje do
radikal katjona (ABTS™), a nakon toga do dikatjona (ABTS?"). N-heterocikli¢ni ili N-OH tip
medijatora (HBT) nakon oksidacije enzimom lakazom formira N-oksiradikal, a potom se deprotonuje
i preuzima benzilni vodonik od suptrata. Na sli¢an nacin reaguju i fenolni medijatori, s tim da se kao
intermedijer formira fenoksiradikal (Hu, Chao et al. 2009, Wong 2009). Efekat medijatora na
oksidativnu aktivnost lakaze varira u zavisnosti od enzima, supstrata i tipa formiranog radikala,
sposobnosti medijatora da se reciklira i stabilnosti enzima u prisustvu datog medijatora (Morozova,
Shumakovich et al. 2007, Wong 2009, Cafas and Camarero 2010, Pogni, Baratto et al. 2015).
Nezavisno od kataliticCkog mehanizma, glavna prepreka u koris§¢enju medijatora je njihova cena, kao
1 ¢injenica da mogu ispoljiti toksicnost 1 inaktivirati lakazu (Kurniawati and Nicell 2007, Weng, Liu
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et al. 2013). lako su lakaze koje ne zahtevaju prisustvo medijatora za svoju kataliticku aktivnost
povoljnije za upotrebu u industriji, sistemi lakaza/medijator predstavljaju izvodljiva reSenja za
industrijske procese. Idealni medijatori su jeftini, efikasni, stabilni, netoksi¢ni, ekoloski su
prihvatljivi, mogu da se recikliraju, uz potencijalnu regulaciju inaktivacije enzima (Morozova,
Shumakovich et al. 2007, Kues and Ruhl 2011).

1.4.5. Supstrati za lakaze

Lakaze oksiduju Sirok spektar supstrata (Baldrian 2006, Reiss, Ihssen et al. 2013). Hidrohinon
I kateholi, kao predstavnici jednostavnih difenola su dobri supstrati za veéinu lakaza, medutim,
2,6-dimetoksifenol (DMP) i gvajakol su znatno pogodniji (Slika 6) (Yaropolov, Skorobogat’ko et al.
1994). Lakaze mogu katalizovati oksidaciju supstituisanih polifenola, siringaldazina, benzentiola,
hidroksi-indola, fenilpropanoida, aromati¢nih i alifati¢énih amina i drugih jedinjenja. Za razliku od
enzima tirozinaza, lakaze ne mogu oksidovati tirozin (Niladevi and Prema 2008, Niladevi, Sheejadevi
et al. 2008, Giardina, Faraco et al. 2010, Majeau, Brar et al. 2010, Jeon, Baldrian et al. 2012). Pored
ABTS-a, siringaldazin i DMP su najceS¢e koriS¢eni supstrati u enzimskim esejima u kojima se
dokazuje aktivnost lakaze (Slika 6). Neki od pomenutih supstrata se zbog visokog redoks potencijala
ne mogu oksidovati direktno lakazama, ve¢ zahtevaju prisustvo ranije pomenutih prirodnih ili
sintetickih redoks medijatora (Morozova, Shumakovich et al. 2007, Cafias and Camarero 2010).
Lakaze takode mogu oksidovati policiklicne aromati¢ne ugljovodonike, azo boje, indigo boje,
pesticide 1 druge Ceste zagadivace zivotne sredine (Majeau, Brar et al. 2010, Christopher, Yao et al.
2014). Sposobnost lakaza da razgraduju toksi¢ne polutante, ali i da sintetiSu netoksi¢na kompleksna
aromati¢na jedinjenja su osnova za primenu ovih enzima u procesu bioremedijacije (Cafias and
Camarero 2010).

OCH3 HgC-\\
OH N
7O3S S 'N=<
=,
jakol N
gvajako \"‘CHg
OH ABTS

H300©/OCH3
NO,
OH NH, N/©/

DMP ©\ H
~N N
- OO
HOOOH NEO3S SOSNE

hidrohinon amido crma 10B

Slika 6. Supstrati za lakazu

1.4.6. Biohemijska karakterizacija lakaza

Lakaze gljiva su kataliticki aktivne prema fenolnim supstratima uglavnom u kiselim
sredinama, a optimalno funkcioniSu na pH vrednostima u opsegu od 3 do 5,5. lako su strukture ovih
lakaza stabilne na pH 7, ovi enzimi nisu aktivni u neutralnim i alkalnim sredinama (Baldrian 2006,
Xu, Wang et al. 2019). Aktivnost bakterijskih lakaza obi¢no je veca u neutralnim u odnosu na alkalne
sredine, sli¢no biljnim lakazama. Najcesce su kataliticki aktivne na pH vrednostima 3—-9 pH optimum
ovih lakaza zavisi od supstrata na koje deluju. Kada su u pitanju fenolni supstrati, kao $to je
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2,3-dimetoksifenol, optimalna pH vrednost za dejstvo lakaza vrsta B. subtilis, B. clausii, i
S. coelicolor su pH 7, pH 8 i pH 9, dok za reakciju sa ABTS-om, sva tri enzima zahtevaju nizu
vrednost pH, odnosno pH 4 (Dubé, Shareck et al. 2008, Brander, Mikkelsen et al. 2014).

Sto se ti¢e optimalne temperature za aktivnost fungalnih lakaza, ona se moZe znadajno
razlikovati u zavisnosti od vrste koja je proizvodi. Temperaturni optimum lakaze izolovane iz vrste
Ganoderma lucidum je 20 °C — 25 °C, a pokazana je njena stabilnost na temperaturama izmedu
10 °C i 50 °C u trajanju od 4 h (Ko, Leem et al. 2001). Lakaza izolovana iz vrste Marasmius
quercophilus stabilna je 1 h na 60 °C, a njena kataliticka aktivnost znatno je uvecana prethodnom
inkubacijom enzima na 40 °C i 50 °C (Farnet, Criquet et al. 2000). Vreme poluzivota lakaze iz gljive
Cerrena unicolor iznosi 10 min na 80 °C (Songulashvili, Jimenéz-Tobon et al. 2012). Lakaze
poreklom iz bakterija aktivne su u Sirokom temperaturnom opsegu (30 °C — 85 °C), sa temperaturnim
optimumom izmedu 45 °C i1 60 °C. Vecina bakterijskih lakaza je stabilna na visokim temperaturama.
Vreme poluzivota lakaze iz vrste B. subtilis iznosi 250 min na temperaturi od 70 °C, a kod vrste
S. viridochromeogenes 30 min na 80 °C. Maksimalna temperatura za aktivnost lakaze iz
B. tequilensis SN4 je 85 °C na pH 8 (Jimenez-Juarez, Roman-Miranda et al. 2005, Brander, Mikkelsen
et al. 2014, Sondhi, Sharma et al. 2014, Trubitsina, Tishchenko et al. 2015).

Bakterijske lakaze otporne su na visoke koncentracije soli i mogu biti aktivne ¢ak i na
koncentraciji od 1 M NaCl, kao $to je to slucaj kod vrsta Marinomonas mediterranea i B. halodurans
(Ruijssenaars and Hartmans 2004, Jimenez-Juarez, Roman-Miranda et al. 2005). Neke bakterijske
lakaze pokazale su visoku toleranciju na razli¢ite organske rastvarace, ukljucujuéi etanol, metanol,
dimetilformamid, acetonitril, aceton i dimetilsulfoksid, kao S§to je to primeceno kod lakaze
bakterijskog soja B. pumilus W3 koja zadrzava vise od 50 % enzimske aktivnosti u meSavinama
organskih rastvaraca i vode (Guan, Luo et al. 2018).

Uopsteno govoreci, vecina lakaza se ponasa slicno u prisustvu nekoliko inhibitora enzimske
aktivnosti. Azid, tioglikolna kiselina (TGA) i dietilditiokarbaminska kiselina (DETCA) inhibiraju
aktivnost lakaze, dok etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA) nepovoljno uti¢e na njenu aktivnost,
ali ne znacajno. Mali anjoni halidi (iskljuc¢ujuci jodide), azid, cijanid i hidroksid vezuju se za T1 1 T2
bakar, Sto za posledicu ima prekid transfera elektrona i inhibiciju aktivnosti enzima. Drugi inhibitori
uklju¢uju jone metala (Hg*?), masne kiseline, sulfhidrilne agense, hidroksiglicin, koji¢nu kiselinu,
kao 1 kvaternarna amonijum jedinjenja. Anjonski i katjonski surfaktanti kao $to su natrijum dodecil
sulfat (SDS, eng. sodium dodecyl sulfate) i cetrimonijum bromid (CTAB) pozitivno utic¢u na
aktivnost lakaza, dok nenaelektrisani surfaktanti kao Tween-80 i Tween-20 ne menjaju aktivnost ovih
enzima (Dalfard, Khajeh et al. 2006, Sondhi, Sharma et al. 2014). Dvovalentni katjoni Ca*?, Cu?,
Ni*2, Co*2i Mn*2u vecini sluéajeva znacajno povecavaju aktivnost lakaza, jer modifikuju fizicko
stanje supstrata, Sto direktno uti¢e na brzinu enzimske reakcije (Mongkolthanaruk, Tongbopit et al.
2012, Sondhi, Sharma et al. 2014, Muthukumarasamy, Jackson et al. 2015).

1.4.7. Znacaj enzima lakaza u biotehnologiji i bioremedijaciji

Lakaze su, zbog svojih osobina, veoma znacajni enzimi koji se primenjuju u mnogim granama
industrije — tekstilnoj, prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmeti¢koj, industriji papira i pulpe, a
ucestvuju i u procesu delignifikacije lignocelulozne biomase, organskoj sintezi i proizvodnji
biogoriva, kao 1 u bioremedijaciji (Yang, Li et al. 2017). Za kataliticku aktivnost ne zahtevaju
prisustvo skupih kofaktora, ve¢ samo kiseonik koji redukuju do vode, te nema toksicnih sporednih
proizvoda reakcije (Strong and Claus 2011). Postoji viSe od 15 komercijalnih proizvoda baziranih na
lakazama koji se koriste u tekstilnoj, prehrambenoj i industriji papira (Rodriguez-Couto 2019).
U prehrambenoj industriji lakaze se koriste se za otklanjanje polifenola, proizvoda spontane
oksidacije u vinu, kao i za poboljsanje kvaliteta testa u pekarskim proizvodima (Si 1995, Durdn, Rosa
et al. 2002). Lakaze se primenjuju i kao Kkatalizatori u proizvodnji lekova i kao sastojci nekih
kozmetickih proizvoda (Kunamneni, Plou et al. 2008).



Vecina lakaza koja je danas u upotrebi u industrijskim procesima poreklom je iz gljiva.
Medutim, nedostatak fungalnih lakaza je njihov nedovoljan prinos u domacinima koji ih proizvode.
Koli¢ine proizvedenog enzima ne mogu da isprate potrebe industrije, jer gljive vrlo ¢esto proizvode
nekoliko izoenzima, pa je potrebno uloziti dodatne napore za precisS¢avanje zeljene forme lakaze
(Arregui, Ayala et al. 2019). S obzirom da su fungalne lakaze glikozilovani enzimi, heterologa
ekspresija je otezana zbog nedostatka neophodne posttranslacione modifikacije proteina u
domacinima poput E. coli (Arregui, Ayala et al. 2019). Njihova optimalna aktivnost u kiselim
uslovima predstavlja joS jednu prepreku za njihovu Siru primenu.

U poslednje vreme, upotreba bakterijskih lakaza je u velikom porastu, zbog izuzetnih
svojstava koja ih ¢ine pogodnijim za upotrebu u razli¢itim biotehnoloSkim i industrijskim procesima
u poredenju sa fungalnim lakazama. Najznacajnija svojstva bakterijskih lakaza koja im omogucavaju
Siroku primenu su stabilnost u Sirokom pH i temperaturnom opsegu, otpornost na vec¢inu najcesce
koris¢enih organskih rastvaraca i stabilnost pri visokim koncentracijama soli (Guan, Luo et al. 2018).
Takode, upotreba bakterijskih lakaza je ekonomicnija zbog Sireg spektra supstrata, proizvodnje vece
koli¢ine enzima u kra¢em vremenskom periodu i jednostavnijeg procesa kloniranja, rekombinantne
ekspresije i dirigovane evolucije (Fernandes, da Silveira et al. 2014, Prins, Kleinsmidt et al. 2015).
Bakterijske lakaze koriste se u izbeljivanju pulpe i papira, obezbojavanju i razgradnji tekstilnih boja
iz efluenata tekstilne industrije i kao biosenzori (Mathews, Smithson et al. 2016). Lakaza iz soja
B. tequilensis SN4 Koristi se za delignifikaciju i izbeljivanje pulpe u prisustvu HBT medijatora
(Sondhi, Sharma et al. 2015). Precis¢ena CotA lakaza iz B. subtilis 168 imobilisana na elektrodi u
okviru biosenzora pokazala je visoku stabilnost i elektrokataliticku aktivnost za kvantitativnu
detekciju hidrohinona (Zhang, Lv et al. 2020).

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAH) spadaju u perzistentne organske zagadivace
zivotne sredine. Ova jedinjenja se ne razgraduju, nerastvorna su u vodi i akumuliraju se u zemljiStu 1
sedimentima, Sto otezava proces bioremedijacije (Ihssen, Reiss et al. 2015). Do danas je prijavljen
veoma mali broj bakterijskih vrsta koje su sposobne da razgrade ove ksenobiotike (Zeng, Lin et al.
2011, Menaka, Lone et al. 2015). Smatra se da enzim lakaza pretvara PAH jedinjenja u hinone, a
potom u ugljen-dioksid. Ukoliko je prisutan HBT medijator, acenaftilen se pretvara u
1,2-acenaftalendion i 1,8-naftalnu kiselinu (Madhavi and Lele 2009). PreCiS¢ena lakaza iz
Bacillus sp. PK4 pretvara 92 % bisfenol A (BPA) u 4-etil-2-metoksifenol kao krajnji proizvod
(Rajeswari and Bhuvaneswari 2016). B. subtilis lakaza razgraduje 4-dihlorofenol. Ovaj nacin
uklanjanja hlorofenola je ekonomski i1 ekoloski vrlo pogodan 1 visoko efikasan biohemijski proces
(Menaka, Lone et al. 2015). Enzim lakaza iz S. cyaneus sposoban je da oksiduje tri mikropolutanta —
bisfenol A, lekove diklofenak i mefenaminsku kiselinu u kiseloj sredini (Margot, Bennati-Granier et
al. 2013).

S obzirom da je prisustvo lakaza u bakterijama otkriveno realativno skoro, jo§ uvek se traze
novi izvori ovih veoma korisnih enzima. Nekoliko bakterijskih lakaza je rekombinantno eksprimirano
u heterologom domacinu i detaljno okarakterisano — CotA lakaza iz B. subtilis, kao i lakaze iz
B. coagulans, B. clausii and B. licheniformis, ali i lakaze iz Streptomyces vrsta — S. coelicolor,
S. cyaneus, S. bikiniensis i S. ipomoea (Martins, Soares et al. 2002, Arias, Arenas et al. 2003, Eugenio,
Hrenandez et al. 2011, Sherif, Waung et al. 2013, lhssen, Reiss et al. 2015, Kandasamy and Uthandi
2021). Kako poseduju veliki potencijal za primenu u razli¢itim oblastima industrijske proizvodnje i
zaStite Zivotne sredine, unapredenje performansi ovih enzima je od velikog znacaja. Na primer,
imobilizacija lakaza je vrlo korisna tehnika koja smanjuje pokretljivost enzima, povecava njegovu
stabilnost i otpornost i omogucava njegovu kontinuiranu upotrebu u biokatalizi. Performanse
bakterijskih lakaza koje su u upotrebi u biotehnoloskim procesima mogu se poboljsati razli¢itim
strategijama koje podrazumevaju upotrebu genetickog inZenjerstva (kloniranje u odgovaraju¢im
heterologim domacinima za proizvodnju enzima u dovoljnim koli¢inama, optimizacija ekspresije),
proteinskog inZenjerstva (poboljSanje kinetike enzima) 1 dirigovane evolucije (poboljSanje aktivnosti
1 stabilnosti enzima). U sklopu bioremedijacije najviSe se proucavaju nacini za efikasno uklanjanje
toksi¢nih nerazgradivih jedinjenja u otpadnim vodama industrijskih postrojenja, ali i zemljisStu.
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Istrazivanja koja ukljucuju bakterijske lakaze, enzime izvanrednih karakteristika, otvaraju
mogucnosti za proSirenje 1 komercijalizaciju njihove upotrebe u buduénosti.

1.4.8. Primena lakaza u razgradnji boja

Do polovine 19. veka sve koris¢ene boje bile su prirodnog porekla, iz biljaka, insekata ili
Skoljki. Nakon otkri¢ca prve sinteticke boje, zapocela je proizvodnja boja na velikoj skali.
Automatizacijom ovog procesa tekstilna industrija i industrija boja dozivele su procvat (Hunger
2003). Tekstilna industrija obuhvata nekoliko proizvodnih procesa: tretiranje sirovih materijala,
proizvodnju tekstila, proizvodnju odeée i zavr$nu obradu i bojenje. Procesi u okviru zavr$ne obrade
— izbeljivanje, bojenje i Stampanje, kao i Sirok spektar boja i 1 pomoc¢nih sredstava koji se koriste,
glavni su izvor zagadivaca u otpadnim vodama ove industrije (Lacasse and Baumann 2003, Savin
and Butnaru 2008). Hemijski reagensi koji se koriste u obradi tekstila su vrlo razli¢iti u pogledu
sastava — od neorganskih i organskih jedinjenja, pa sve do polimera, i zavise od prirode poc¢etnih
sirovina i tipa finalnog proizvoda (Mishra and Tripathy 1993). Tokom procesa bojenja do 60 %
pocetne koli¢ine boje ili njenih derivata ne vezuje Se za tekstil i ispusta se kao efluent (Hessel, Allegre
et al. 2007). Prisustvo boja u vodenom ekosistemu smanjuje prodiranje suncevih zraka u dublje
slojeve, ¢ime se onemogucuje fotosinteza, smanjuje kvalitet vode i rastvorljivost gasova. Boje kao
zagadivaci imaju toksicni, kancerogeni i genotoksi¢ni efekat. Tekstilna industrija predstavlja jedan
od glavnih izvora ozbiljnih ekoloskih problema Sirom sveta, te se u zakonima Evropske unije koji se
ticu industrijskih otpadnih voda neprestano donose nove uredbe koje obavezuju industriju na tretman
otpadne vode (Vandevivere, Bianchi et al. 1998).

Boje se sastoje od hromofore (funkcionalne grupe odgovorne za boju) i elektron-privla¢nih ili
elektron-donorskih supstitutenata koji se nazivaju auksohromi, koji pojacavaju boje I doprinose
njihovoj rastvorljivosti u vodi. Neki auksohromi pojacavaju afinitet boje za vezivanje za tekstil.
Najvaznije hromofore su azo, karbonil, metinska, nitro i hinoidna grupa, a auksohromne grupe su
hidroksilna, sulfonatna, karboksilna i amino grupa. Na oshovu prisutne hromofore boje su
klasifikovane kao azo, antrahinonske, trifenilmetanske, azinske, ksantenske, nitro i nitrozo boje, koje
su uglavnom rastvorne u vodi. Metode za uklanjanje ovih ksenobiotika iz efluenata su razlicite —
fizicke (adsorpcija na razli¢ite nosace, membranska filtracija), hemijske (koagulacija, fotohemijska
oksidacija) i bioloske (dejstvo mikroorganizama). Najefikasnija metoda za uklanjanje ksenobiotika
iz boja je bioloska metoda.

Dve grupe mikroorganizama sa velikim potencijalom za tretman obojenih voda su bakterije i
gljive. Razni sojevi gljiva, medu kojima najviSe gljive koje izazivaju truljenje drveta, kao 1 njihovi
enzimi, detaljno su prouceni u ovom pogledu. Gljive izazivaci belog truljenja koriS¢ene su za
uklanjanje boja, medutim, postoje vazna ograni¢enja njithove upotrebe. Neophodan je dodatak
nutrijenata da bi se obezbedio njihov optimalan rast, a proizvodnja enzima nije konstatna. Takode,
razli¢iti faktori poput koncentracije zagadivaca (boje), poCetnog pH i temperature efluenta kao 1
prisustvo inhibitora koji se mogu nac¢i u efluentima utiCu na proces obezbojavanja (Duran and
Esposito 2000). Da bi se prevazisli ovi problemi, istrazivanja su preorijentisana na samostalne
enzime, ¢ijim se tretmanom toksi¢na jedinjenja transformis$u u manje toksi¢ne proizvode.

Kako je poznato da bakterijske lakaze mogu da razgrade razlicita organska jedinjenja, krenulo
se u izolaciju aerobnih bakterijskih vrsta sposobnih za razgradnju razli¢itih boja. Pokazano je da
enzimi lakaze razgraduju sinteticke boje razli¢itih hemijskih struktura. Efikasnost razgradnje lakazom
zavisi od vrste iz koje je enzim izolovan, redoks potencijala, specificnosti za odredeni supstrat, ali i
od biorazgradivosti same boje. Bakterijske lakaze, uz prisustvo medijatora, imaju veliki potencijal za
razgradnju razli€itih tekstilnih boja i pretvaranja ovih boja u manje toksicna jedinjenja. (Duran and
Esposito 2000, Rai, Bhattacharyya et al. 2005, Legerskd, Chmelova et al. 2016). U prisustvu
medijatora, lakaze bakterija iz rodova Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces i Geobacillus pokazale
su se kao veoma efikasne u razgradnji boja otpornih na abioti¢ke (pH, temperatura, svetlost) 1 bioticke
faktore (mikroorganizmi). Mogu da razgraduju tekstilne boje poput Kongo crvene i bromfenol plave,
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antrahinonske boje remazol brilijant plave R, trifenilmetan boje — malahit zelene, brilijant zelene i
anilin plave, azo boje Sudan oranz G i metil oranZ i druge (Chauhan, Goradia et al. 2017).

Stroze regulative koje se odnose na otpadne vode iz tekstilne industrije podsticu razvoj novih
tehnologija za njihovu bioremedijaciju, te je sasvim o¢ekivano da u narednom periodu bakterijske
lakaze dobiju Siru primenu u ovoj oblasti.

1.5. Lipaze
1.5.1. Izvori i bioloska uloga lipaza

Enzimi lipaze (triacilglicerol acil-hidrolaze, E.C. 3.1.1.3) katalizuju hidrolizu karboksilne
estarske veze triacilglicerola pri ¢emu nastaju slobodne masne kiseline i glicerol (Slika 7). Ovi
enzimi deluju na Sirok spektar supstrata. Supstrati za lipaze su nerastvorni u vodi, pa se enzimske
reakcije odvijaju u dvofaznom sistemu, na granici izmedu faza. Dvofazni sistem nastaje zbog
nemesljivosti organske faze koja sadrzi hidrofobni supstrat i vode unutar koje se ova organska faza
nalazi (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012).

o]
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Slika 7. Hidroliza triacilglicerola na glicerol i masne kiseline. Slika je preuzeta iz rada Jegera i Rica
(Jaeger and Reetz 1998)

U termodinamicki povoljnim uslovima (smanjena aktivnost vode — aw, eng. water activity)
lipaze mogu katalizovati i veliki broj razli¢itih reakcija sinteze, koje se mogu podeliti na dva osnovna
tipa — reakcije esterifikacije i transesterifikacije (Kapoor and Gupta 2012). Esterifikacija je reakcija
u kojoj se, pod dejstvom enzima, masne kiseline povezuju kovalenthom vezom sa alkoholom
formirajuci estar, uz oslobadanje jednog molekula vode. Reakcija transesterifikacije podrazumeva
katalizovanu reakciju izmedu triacilglicerola i alkohola, u kojoj nastaju estri i glicerol. Pojedine lipaze
mogu ispoljiti kataliticku aktivnost karakteristicnu za enzime fosfolipaze, lizofosfolipaze, holesterol
esteraze, kutinaze ili amidaze (Bora, Gohain et al. 2013). Uz to, ovi enzimi mogu katalizovati reakcije
Majklove adicije (Ghasemi, Heidary et al. 2014) i epoksidacije (Aouf, Durand et al. 2014).

Osnovna bioloska uloga lipaza je razgradnja masti. Ovi enzimi su siroko rasprostranjeni medu
zivotinjama, biljkama i mikroorganizmima. Kod Zivotinja lipaze predstavljaju klju¢ne komponente
lipidnog i lipoproteinskog metabolizma (Zechner, Zimmermann et al. 2012), dok u semenu biljaka
hidrolizuju triacilglicerole koji sluze kao izvor energije (Chapman, Dyer et al. 2012). Mikroorganizmi
koriste vancelijske lipaze da hidrolizuju triacilglicerole prisutne u spoljasnjoj sredini a proizvode
razgradnje koriste u svom metabolizmu.

1.5.2. Struktura lipaza i mehanizam enzimske katalize

Prvi predstavnici lipaza ¢ije su strukture razresene devedesetih godina proslog veka su lipaza
iz gljive Rhizomucor miehei (Brady, Brzozowski et al. 1990) i humana pankreati¢na lipaza (Winkler,
d'Arcy et al. 1990). Danas se u bazama podataka moze naéi skoro 200 trodimenzionalnih struktura
ovih enzima iz oko 50 razli¢itih organizama, jer mnoge lipaze mogu zauzimati nekoliko struktura, u
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zavisnosti od konformacije ili supstrata na koji deluju. Pored lipaza iz gljiva Candida antarctica,
C. rugosa, Geotrichum candidum, Penicillium camemberti, P. cyclopium, Yarrowia lipolytica,
Saccharomyces cerevisiae, u bazama podataka se mogu pronaci i strukture lipaza iz bakterija
Bacillus sp., B. subtilis, Pseudomonas sp., P. aeruginosa, B. cepacia, B. glumae, Chromobacterium
viscosum, G. thermocatenulatus, Photobacterium sp., S. marcescens, Staphylococcus hyicus,
S. exfoliatus i druge (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012).

Enzime lipaze odlikuje prisustvo o/p hidrolaznog motiva koji je veoma rasprostranjen kod
hidroliti¢kih enzima i koji se moze na¢i i u srodnim enzimima (karboksilesteraze, kutinaze,
tioesteraze). o/f hidrolazna struktura sastoji se od centralne B-ploce i osam B-lanaca, od kojih je jedan
suprotno orijentisan u odnosu na ostale (Slika 8A). Lanci B3—B8 su povezani a-heliksima, koji su
postavljeni bo¢no u odnosu na centralnu B plo¢u. Varijacije u ovom strukturnom lipaznom domenu
izmedu razli¢itih vrsta poti¢u od razli¢itog broja a-heliksa, B-ploc¢a, od zakrivljenosti B-ploce, duzine
petlji i arhitekture mesta za koje se vezuje supstrat (Pleiss, Fischer et al. 1998, Jaeger, Dijkstra et al.
1999). Lipaze takode karakterise prisustvo disulfidnih mostova koji su odgovorni za stabilnost enzima
I njegovu kataliti¢ku aktivnost (Le, Joo et al. 2012, Yu and Huang 2014). Mnoge lipaze poseduju i
G-X1-S-X 2-G konsenzus sekvencu.

Slika 8. A: 3D o/p hidrolazna struktura karakteristicna za lipaze; a-heliksi predstavljeni su spiralama,
a B-ploce strelicama. Aminokiselinski ostaci kataliticke trijade prikazani su u krugovima. Slika je preuzeta iz
rada Kasas-Godoj i saradnika (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012); B: 3D struktura lipaze iz soja P.
aeruginosa PAQ1, strelicom je obelezena kataliti¢ka trijada. Slika je preuzeta iz rada Berdieva i saradnika
(Berdiev, Ziyavitdinov et al. 2019); C: Kataliti¢ka trijada (Ser-Asp-His) i oksianjonsko udubljenje aktivnog
mesta lipaze iz vrste Archaeoglobus fulgidus u kompleksu sa intermedijerom supstrata. Slika je preuzeta iz
rada Alemide i saradnika (Almeida, Figueiredo et al. 2019)

Jo§ jedna karakteristika enzima lipaza je prisustvo visoko ocuvane kiselinsko-bazno-
nukleofilne kataliti¢ke trijade u okviru aktivnog mesta enzima (Slika 8B). Kataliticku trijadu ¢ine
aminokiseline serin (Ser, nukleofil), aspartat/glutamat (Asp/Glu, kiselina) i histidin (His, baza. Pored
Ser-Asp/Glu-His aminokiselina, jos dve aminokiseline u okviru aktivnog mesta lipaza ucestvuju u
formiranju kompleksa sa supstratom. Ove dve aminokiseline formiraju takozvano oksianjonsko
udubljenje i vodoni¢nim vezama stabilizuju tetraedarni intermedijer supstrata (Slika 8C) (Pleiss,
Fischer et al. 2000, Kumari and Gupta 2013).

Razresenje prvih struktura lipaza omogucéilo je identifikaciju jos jednog mobilnog subdomena
karakateristi¢nog za lipaze, takozvanog poklopca, koji konformacionim promenama regulise pristup
molekula supstrata aktivnom mestu enzima (Anobom, Pinheiro et al. 2014). Poklopac ¢ini amfifilni
peptidni lanac, koji moze biti razli¢itog sastava, oblika i duzine u zavisnosti od porekla enzima. Kod
nekih autora navodi se da je poklopac odgovaran za zaklanjanje aktivnog mesta enzima kada se on
nalazi u vodenom rastvoru i da onemogucava prilaz supstrata. Smatra se da ova struktura uti¢e na
aktivaciju enzima lipaze na granici izmedu hidrofilne i hidrofobne faze, kao i na njegovu selektivnost
(Cherukuvada, Seshasayee et al. 2005, Nagarajan 2012, Anobom, Pinheiro et al. 2014, Borrelli and
Trono 2015). Medutim, neke lipaze, kao sto su lipaze iz vrsta B. subtilis, B. pumilis, B. licheniformis
ne poseduju strukturu poklopca pa tako ne podlezu aktivaciji na granici faza (Mala and Takeuchi
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2008), dok druge, kao lipaza iz vrste P. aeruginosa poseduju ¢ak dva poklopca, od kojih jedan
predstavlja okida¢ za aktivnost drugog poklopca (Slika 9) (Cherukuvada, Seshasayee et al. 2005).

drugi poklopac

prvi poklopac

vezujuéa mesta
u katalitickom dzepu

Slika 9. Simulacija 3D strukture poklopca kod lipaze iz vrste P. aeruginosa. Levo: Konformacija sa otvorenim
poklopcem i otkrivenim Supljinom koja predstavlja aktivno mesto enzima. Desno: Konformacija sa zatvorenim
poklopcem, u kojoj je zona za pristup supstrata umanjena gotovo 100 %. Slika je preuzeta iz rada Cerukuvade
i saradnika (Cherukuvada, Seshasayee et al. 2005).

Aktivno mesto enzima za koje se vezuje supstrat nalazi se unutar dzepa, na vrhu centralne
B-ploce proteina. Na granicama dzepa nalaze se hidrofobni aminokiselinski ostaci koji interaguju sa
hidrofobnim supstratom. Razlike u vezuju¢im mestima lipaza uocene su u zoni hidrofobnih
interakcija, u obliku, veli¢ini i dubini dzepa, kao i u fizicko-hemijskim Kkarakteristikama
aminokiselina u njegovom sastavu (Pleiss, Fischer et al. 1998).

Kataliti¢ki mehanizam enzima lipaza zapocinje reakcijom acilacije. U prvom koraku vrsi se
transfer protona izmedu aminokiselinskih ostataka aspartata, histidina i serina u kataliti¢koj trijadi,
¢ime se vrsi aktivacija katalitickog serina. Posledica ove reakcije je povecanje nukleofilnosti
hidroksilne grupa serina, koja zatim vrsi nukleofilni napad na karbonilnu grupu supstrata. Formira se
tetraedarni intermedijer sa negativno naelektrisanim kiseonikom karbonilne grupe. Oksianjonsko
udubljenje smanjuje energiju aktivacije intermedijera formiranjem bar dve vodoni¢ne veze sa njim.
Sledi reakcija deacilacije, u kojoj se oslobada finalni proizvod i regenerise enzim. Nukleofilni napad
vr§i molekul vode (u reakciji hidrolize) ili alkohol (u reakciji alkoholize) (Casas-Godoy, Duquesne
et al. 2012).

1.5.3. Bakterijske lipaze

Lipoliticka aktivnost mikroorganizama po prvi put je opisana u radu danskog Nobelovca
Kristijana Eijkmana, pre vise od jednog veka. Eijkman je gaje¢i razlicite bakterijske kulture na
govedem loju i agaru primetio pojavu sapuna, odnosno alkalnih soli visih masnih kiselina i glicerola.
Zakljucio je da su za lipoliticku aktivnost odgovorni enzimi poreklom iz bakterija i to iz:
B. pyocyaneus (danas poznata kao P. aeruginosa), S. pyogenes aureus (danas S. aureus),
B. prodigiosus (danas Serratia marcescens), i B. fluorescens (danas P. fluorescens). Kod B. coli
communis (danas E. coli) nije detektovana aktivnost lipaza (Jaeger, Dijkstra et al. 1999).

Danas se zna da je eskpresija gena koji kodiraju lipaze kod bakterija uglavnom regulisana
sredinskim faktorima i da predstavlja celijski odgovor na nedostatak nutrijenata. Kod vecine
mikroorganizama prisustvo lipida i masnih kiselina kao izvora ugljenika indukuje proizvodnju ovih
vanéelijskih enzima, omoguéavajuéi im da rastu u takvoj sredini. Sirok spektar primene lipaza uticao
je na razvoj metoda za izolaciju novih enzima iz razlicitih izvora. Bakterije koje poseduju lipaze

......
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efluenata fabrika za proizvodnju ulja, voda i zemljista zagadenih otpadnim uljem, ili zemljista
zagadenog plasticnim otpadom (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012). Direktna metoda izolacije nije
efikasna kod vrsta koje se ne mogu kultivisati, pa su razvijene nove metode za detekciju gena koji
kodiraju lipaze kod ovakvih mikroorganizama. Ove metode svode se na metagenomski pristup, koji
obuhvata pretrazivanje genomskih biblioteka mikroorganizama umnozavanjem gena koji kodiraju
lipaze upotrebom prajmera koji sadrze sekvence ocuvanih domena karakteristicnih za lipaze.
Alternativa ovoj metodi je funkcionalna metagenomska metoda, u kojoj se metagenom izolovan iz
neke sredine klonira i eksprimira u domacinu, a nakon toga se testira njegova lipoliticka aktivnost
(Lopez-Lopez, E Cerdan et al. 2014).

1.5.4. Mehanizmi sekrecije bakterijskih lipaza

Vecina do sada ispitanih bakterijskih lipaza poreklom je iz vrsta rodova: Bacillus,
Geobacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Burkholderia, Chromobacterium, Achromobacter,
Arthobacter i Alcaligenes (Contesini, Davango et al. 2020). Bakterijske lipaze su ve¢inom vanéelijski
enzimi, a putevi njihove sekrecije najbolje su izu¢eni kod vrsta roda Pseudomonas. Lipaza iz vrste
P. aeruginosa sekretuje se dvostepenim mehanizmom, dok P. fluorescens lipaza koristi jednostepeni
mehanizam. Dvostepeni mehanizam podrazumeva postojanje periplazmati¢nog intermedijera.
S obzirom da je lipaza iz soja P. aeruginosa PAO1 vancelijski enzim, neophodno je da se transportuje
kroz ¢elijsku membranu u vanéelijski prostor da bi vrsio svoju funkciju. Ekspresijom gena lipA koji
kodira vancelijsku lipazu A iz ovog soja dobija se proenzim za ¢iju je aktivaciju neophodno isecanje
vodece peptidne sekvence (Wohlfarth, Hoesche et al. 1992). Pored ove posttranslacione obrade
polipeptida, neophodno je i dejstvo Saperona, enzima Lif foldaze (eng. lipase-specific foldase) , kao
i Dsb proteina (eng. disulfide bond formation) (Slika 10). Lif foldaza savija lipazu u aktivnu
konformaciju, dok Dsb proteini ucestvuju u formiranju disulfidnih veza. Ovi procesi odvijaju se u
periplazmati¢nom prostoru pri transportu enzima u vancelijsku sredinu (Jaeger and Rosenau 2004).
Transport vancelijske lipaze soja P. aeruginosa PAOL vrsi se Xcp sistemom koji je deo sekretornog
puta tip Il (Durand, Bernadac et al. 2003). Lipaza iz vrste P. fluorescens takode poseduje signalnu
sekvencu za transport van celije, ali za razliku od lipaze iz P. aeruginosa PAOL1 ne formira
periplazmati¢ni intermedijer, te se sekrecija obavlja u jednom koraku (Jaeger, Dijkstra et al. 1999).

@ vancelijska lipaza

S

Slika 10. Dvostepeni mehanizam sekrecije vanéelijske lipaze iz vrste P. aeruginosa. Slika je preuzeta iz rada
Rica i Jegera i preradena (Reetz and Jaeger 1998).

Xcp sistem
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1.5.5. Biohemijska karakterizacija lipaza

Biohemijska karakterizacija bilo kog enzima podrazumeva odredivanje uslova u kojima je
njegova kataliticka aktivnost na najvisem nivou (Sangeetha, Arulpandi et al. 2011). lako je
mehanizam Kkataliticke reakcije kod vecine lipaza isti, svojstva ovih enzima (specifi¢nost,
temperaturni i pH profili) razlikuju se u zavisnosti od njihovog porekla. Lipaze biljnog i zivotinjskog
porekla pokazuju najvecu aktivnost u slabo alkalnim sredinama (pH 8-9), dok lipaze iz
mikroorganizama mogu biti aktivne u sirokom opsegu pH vrednosti (pH 3-12). Primeri lipaza koje
su aktivne u Kiselim uslovima su veoma retki i ve¢inom se odnose na lipaze iz gljiva (Aspergilllus
niger), sa jednim izuzetkom medu bakterijama — P. gessardi (Ramani, Chockalingam et al. 2010).
Optimalna temperatura za aktivnost vecine lipaza krece se u opsegu 30 °C — 60 °C, mada postoje i
znacajna odstupanja. Primer je lipaza psihotrofnog soja Pseudomonas sp. KB700A, koja je aktivna i
na temperaturi od —5 °C, dok se kod vrste Pseudomonas sp., izolovane iz komposta, kataliza hidrolize
lipida moze odvijati na temperaturi od 90 °C tokom 13 h (Rathi, Bradoo et al. 2000, Rashid, Shimada
et al. 2001). Za ispoljavanje kataliticke aktivnosti lipaze ne zahtevaju prisustvo kofaktora.
Dvovalentni katjoni kao $to je Ca?" obi¢no imaju pozitivan uticaj na kataliticko dejstvo, dok joni
metala Zn*? i Mg*? blago inhibiraju aktivnost ovih enzima. Joni teskih metala kao $to su Co*?, Ni*?,
Hg*? i Sn*2 znacajno inhibiraju aktivnost lipaza (Macrae and Hammond 1985, Woolley 1994). Osim
u vodenoj sredini, lipaze mogu biti aktivne i u organskim rastvarac¢ima, $to je vrlo povoljna osobina
za upotrebu u biokatalizi (Kumar, Dhar et al. 2016). Lipaze otporne na organske rastvarace su efikasni
biokatalizatori u biosintezi polimera, u reakcijama transesterifikacije, kao i u proizvodnji biodizela
(Dizge, Aydiner et al. 2009, Singh, Singh et al. 2010). Osetljivost lipaza na rastvarace zavisi od
njihove polarnosti. Polarniji rastvaraci destabilizuju lipaze (Ahmed, Raghavendra et al. 2010). Lipaze
iz razlicitih izvora pokazuju razlicit nivo tolerancije na organske rastvarace, stoga je veoma vazno
ispitati ovo svojstvo pre komercijalne upotrebe enzima (Sangeetha, Arulpandi et al. 2011). Surfaktatni
povecéavaju povrsinu vodeno-lipidne interfaze u kojoj se odvija katalitiCka reakcija i na taj nain
podsti¢u hidrolizu supstrata. Medutim, ovaj uticaj zavisi od tipa i koncentracije surfaktanta. Postoje
surfaktanti, kao sto je Tween-80, koji imaju dvojako dejstvo — u niskim koncetracijama mogu
indukovati dejstvo lipaza, dok ih u visokim koncentracijama inhibiraju (Zhang, Zhang et al. 2009).

1.5.6. Selektivnost lipaza

Selektivnost enzima je veoma vazna 0sobina na kojoj se zasniva njegova primena. Pravilnim
izborom enzima moze se usmeriti tok reakcije i dobiti ¢ist proizvod u velikom prinosu. Postoje tri
tipa selektivnosti: selektivnost u izboru supstrata, regioselektivnost i enantioselektivnost
(Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012).

Na osnovu selektivnosti u izboru supstrata, koja podrazumeva dejstvo na ta¢no odreden tip
jedinjenja, recimo, tri-, di- ili monoacilglicerol, lipaze se mogu podeliti na tri-, di- ili monoacilglicerol
lipaze. Monoacilglicerol lipaze su ceste kod bakterija, jer je za njih ovo jedinjenje veoma toksi¢no
(Rengachari, Aschauer et al. 2013). Oblik vezuju¢eg mesta, kao i aminokiseline koje ga Cine,
odreduju afinitet lipaza ka odredenom supstratu. Takode, hemoselektivnost lipaza odreduje sklonost
ovih enzima ka specifi¢noj funkcionalnoj grupi supstrata.

Regioselektivnost se definise kao afinitet lipaza da napadaju estarsku vezu na ta¢no odredenoj
poziciji (primarnu ili sekundarnu) i zavisi od odnosa hidrofobnih i hidrofilnih aminokiselinskih
ostataka u dzepu aktivnog mesta enzima. Na osnovu regioselektivnosti lipaze se mogu podeliti na
sn-1,3 specifi¢ne, koje deluju na primarnu estarsku vezu u molekulu triacilglicerola i sn-2 specifi¢ne
lipaze, koje deluju na sekundarnu estarsku vezu (Slika 11). Vec¢ina lipaza poreklom iz
mikroorganizama pripada sn-1,3 specifi¢nim lipazama (lipaze iz R. oryzae, A. niger, Y. lipolytica,
R. miehei, R. endophyticus, R. delemar, T. lanuginosus, C. antarctica), dok su sn-2 specifi¢ne lipaze
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veoma retke, a primeri su lipaze iz sojeva roda Staphylococcus i soja Geotrichum sp. FO401B. Postoje
I nespecifi¢ne lipaze, koje nasumicno isecaju estarske veze u triacilglicerolu, proizvodeé¢i molekul
glicerolai tri masne kiseline. U ovu grupu enzima spadaju lipaze iz C. rugosa, C. viscosum, S. aureus,
P. fluorescens, B. glumae i B. cepacia (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012).
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Slika 11. Estarske tarske veze na sn-1, sn-2 i sn-3 pozicijama u molekulu triacilglicerola

Enantioselektivnost enzima lipaza podrazumeva afinitet lipaza ka specificnom
enantiomernom obliku (R ili S) hiralnog molekula prisutnog u racemskoj smesi. RazreSavanje
kristalne strukture kompleksa enzim-supstrat, molekulsko modelovanje tetraedarnog intermedijera i
molekularno usidravanje supstrata na aktivno mesto enzima pomogli su u razumevanju
enantioselektivnosti enzima lipaza (Bordes, Cambon et al. 2009). Jedan enantiomerni oblik
odredenog hiralnog molekula moze imati terapeutsko dejstvo, dok drugi moze biti neaktivan ili ¢ak
toksican (Kasprzyk-Hordern and Baker 2012), stoga je veoma vazno poznavati enantioselektivnost
enzima koji se primenjuje.

1.5.7. Znac¢aj enzima lipaza u biotehnologiji i bioremedijaciji

Lipaze predstavljaju grupu biotehnoloski veoma znac¢ajnih enzima. Sirok spektar korisnih
svojstava omogucava primenu ovih enzima u biokatalizi, bioremedijaciji i industriji. Gledano iz ugla
industrije, svojstva kao $to su efikasna kataliza velikog broja razli¢itih reakcija, raznovrsnost
supstrata na koje deluju, kao i ¢injenica da za njihovu aktivnost nisu nephodni skupi kofaktori, ¢ine
Ove enzime veoma pozeljnim za upotrebu u razli¢itim procesima (Casas-Godoy, Duquesne et al.
2012). Bakterijske lipaze odlikuje stabilnost u Sirokom pH i temperaturnom opsegu, termostabilnost,
otpornost na organske rastvarace, izuzetna hemo-, regio- i enantioselektivnost, visok prinos i
jednostavnost geneticke manipulacije (Reetz 2013). Pored toga, ovi enzimi imaju visoku aktivnost u
blagim reakcionim uslovima, netoksi¢ni su i ekoloski prihvatljivi, te su pogodniji za upotrebu od
hemijskih ili sinteti¢kih katalizatora (Javed, Azeem et al. 2018).

Enzimi koji se u danasnje najvise upotrebljavaju u industrijskim procesima su hidrolaze, medu
kojima su proteaze i lipaze, a vec¢ina poti¢e iz mikroorganizama. U prehrambenoj industriji lipaze su
nasle primenu u proizvodnji mle¢nih proizvoda, sira, butera i margarina (modifikacija masti i ulja),
formula za bebe i hrane za bebe (Ferreira-Dias, Sandoval et al. 2013, Peng, Wang et al. 2014,
Chaurasia, Bhandaria et al. 2016). Takode se koriste kao emulgatori, za pobolj$anje ukusa i mirisa
namirnica (Melim Miguel, Martins-Meyer et al. 2013). Visoka termostabilnost i pH stabilnost
omogucile su upotrebu lipaza kao aditiva u proizvodnji deterdZenata i rastvora za hemijsko ¢iscenje.
U farmaceutskoj industriji lipaze se koriste za dobijanje ¢istih enantiomera delovanjem na racemske
smeSe (prostaglandini, cefalosporini, penicilini, nesteroidni antiinflamatorni lekovi), u proizvodniji
surfaktanata i emolijentnih krema. Lipaze su nasle svoju primenu kao biosenzori, u medicinskoj
industriji, tekstilnoj industriji, industriji papira i pulpe, kao i u proizvodnji biodizela (Sumner, Krause
et al. 2001, Li, Du et al. 2007, Sharma and Kanwar 2014). U bioremedijaciji se ovi enzimi koriste u
tretmanu voda sa organskim ostacima i ostacima ulja, kao i otpadnih voda iz razli¢itih industrija
(Salihu and Alam 2015). Jos jedna interesantna upotreba lipaza ukljucuje proizvodnju biopolimera
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(polihidroksialkanoata, polilaktida) (Matsumoto and Taguchi 2013), ali i njihovu razgradnju (Gan,
Yu et al. 1999, Rodriguez-Contreras, Calafell-Monfort et al. 2012).

Poznato je da vec¢ina Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterijskih vrsta poseduje enzime
lipaze (Jaeger 1993). Enzimi koji su najvise u upotrebi poreklom su iz vrsta roda Pseudomonas —
P. aeruginosa, P. fluorescens, P. fragi, P. alcaligenes, roda Bacillus — B. subtilis, B. licheniformis,
B. pumilus, B. alcalophilus, B. coagulans i roda Burkholderia (Melani, Tambourgi et al. 2020).
Termostabilne lipaze iz vrsta P. alcaligenes (Lipomax®) i P. mendocina (Lumafast®) upotrebljavaju
su kao aditivi deterdzenata, dok se lipaze iz vrsta P. aeruginosa, P. cepacia and P. fluorescens
intenzivno koriste u reakcijama sinteze u organskoj hemiji, prevashodno za proizvodnju hiralnih
molekula iz racemskih smesa (Coffen 1997). Takode, veoma vaznu ulogu u biokatalizi imaju i lipaze
iz sojeva roda Streptomyces (Spasi¢, Mandi¢ et al. 2018). Lipaze iz ovih sojeva pokazuju visoku
aktivnost na razlic¢itim temperaturama i pH vrednostima, kao i visoku enantioselektivnost.

Rastuc¢i zahtevi za odrzivim upravljanjem otpadom otvorili su novo polje istrazivanja sa
fokusom na biorazgradnju polimernih materijala. Bakterije iz rodova Pseudomonas i Streptomyces
poseduju enzime lipaze koji efikasno razgraduju biopolimere i pokazuju veliki potencijal za
biorazgradnju polikaprolaktona i polihidroksialkanoata kratkih i srednjih lanaca u laboratorijskim
uslovima. Ove vrste, kao i njihovi enzimi mogu se primeniti u sredinama u kojima je neophodno
ubrzati proces biorazgradnje polimera, kao $to su kuéni, ali i industrijski kompost sistemi (Jaeger and
Rosenau 2004, Chua, Tseng et al. 2013, Ponjavic, Nikolic et al. 2017, Spasi¢, Mandic¢ et al. 2018).

Primena lipaza u biotehnoloskim i industrijskim procesima zahteva proizvodnju enzima u
velikim koli¢inama, $to se uglavnom postize procesom fermentacije. Metode za prec¢iséavanje enzima
zavise od oblasti njegove primene. Pozeljno je da ove metode budu brze i efikasne, jeftine i da daju
visok prinos. TaloZenje, odnosno koncentrovanje proteina amonijum sulfatom, ultrafiltracija i
ekstrakcija organskim rastvarac¢ima su najc¢escée koriséene metode za precis¢avanje enzima. Na ovaj
nacin preciS¢eni enzimi zadovoljavaju kriterijume veéine proizvodnih procesa. Medutim, u
farmaceutskoj industriji koriste se enzimi visoke Cistoce, te su neophodni dalji koraci precis¢avanja
koji podrazumevaju afinitetnu hromatografiju i gel filtraciju (Casas-Godoy, Duquesne et al. 2012).
Jedan od nacina da se poveca stabilnost i aktivnost enzima u biokatalitickim procesima je njegova
imobilizacija. Imobilizacija omogucava da se enzim reciklira i ponovo upotrebljava, sto smanjuje
troSkove proizvodnje (Liu, Lin et al. 2009, Homaei, Sariri et al. 2013). Enzimi lipaze se mogu
imobilisati na razli¢itim hidrofobnim i hidrofilnim nosa¢ima kao $to su silika, alginat, polietilen,
polipropilen, polimetakrilat (Minovska, Winkelhausen et al. 2005, Cheirsilp, Jeamjounkhaw et al.
2009, Salis, Bhattacharyya et al. 2009). Imobilisane lipaze iz vrsta P. fluorescens, P. cepacia i
P. aeruginosa pokazale su znatno bolju aktivnost u katalitickim reakcijama u odnosu na slobodne
enzime (Vishwe and Chowdhary , Cao, Huang et al. 2016, Han, Zhou et al. 2016).

Rekombinantni enzimi koji se koriste u industrijskim procesima uglavnom su poreklom iz
mikroorganizama. Razlog za to je povecan broj sekvenciranih genoma mikroorganizama koji su
omogucili identifikaciju gena za nove varijante enzima. Rekombinantnom ekspresijom povecan je
prinos enzima, ali 1 ponovljivost procesa njihove proizvodnje, Cime su prevazidene glavne prepreke
za upotrebu enzima lipaza u industriji. Vise od polovine rekombinantnih bakterijskih lipaza iz rodova
Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, Serratia i Burkholderia eksprimirano je u E. coli domacinu
(Borrelli and Trono 2015). Poteskoce koje se javljaju kod ovog pristupa su nakupljanje inkluzionih
tela u ¢eliji heterologog domacina, formiranje neadekvatnih disulfidnih veza unutar proteina, odnosno
savijanje proteina u konformaciju koja onemogucava njegovu enzimsku aktivnost (Akbari, Khajeh et
al. 2010, Narayanan, Khan et al. 2010, Bhatwa, Wang et al. 2021). Sa druge strane, enzimi lipaze
mogu se eksprimirati i homologo, medutim, komplikovani mehanizmi sekrecije lipaza iziskuju
dodatne napore za optimizaciju ovog procesa (Gerritse, Hommes et al. 1998, Ahn, Pan et al. 2001).

18



1.5.8. Primena lipaza u biorazgradnji polimera

1.5.8.1. Biorazgradivi polimeri kao alternativi plastici

Tehnoloski napredak omogucio je razvoj petrohemijske plastike, jeftine, lagane, ¢vrste i
izdrzljive, univerzalne sirovine koja je potisnula upotrebu tradicionalno koris¢enih materijala kao sto
su metal, koza i drvo. Svakodnevna upotreba plastike je veoma rasprostranjena, a njena najpozeljnija
svojstva, izdrzljivost i otpornost na spoljasnje uticaje, ujedno predstavljaju i najvecu opasnost za
zivotnu sredinu (Sivan 2011, Prieto 2016). Vecina iskoris¢ene plastike se odbacuje nakon samo jedne
upotrebe, a neadekvatno upravljanje ovim akumuliranim otpadom stvorilo je trajnu kontaminaciju
vodenih i zemljisnih ekosistema (Avérous and Pollet 2012, Bhardwaj, Gupta et al. 2013, Chamas,
Moon et al. 2020). Kada jednom ude u zivotnu sredinu, plasti¢ni otpad se u njoj moze zadrzati
stotinama, pa i hiljadama godina. Prirodni procesi mehanicke i fotohemijske fragmentacije krupnijih
komada raspadnute plastike stvaraju lagane, plutajuce, neunistive ¢estice mikroplastike (< 5 mm) i
nanoplastike (< 1 pm), veoma opasne za sve zive organizme (Espinosa, Esteban et al. 2016). Novije
studije govore o potencijalnom stetnom uticaju mikroplastike i nanoplastike na ¢éelijskom, pa ¢ak i
molekularnom nivou (Prata, da Costa et al. 2020, Rahman, Sarkar et al. 2021, Yee, Hii et al. 2021).

U cilju smanjenja stetnog uticaja nerastvornog plasti¢nog otpada na zivotnu sredinu i zdravlje
ljudi, razvijene su strategije za proizvodnju novih, biorazgradivih polimernih materijala. Glavni
izazov pri dizajniranju ekoloski prihvatljivih polimera je optimizacija njihovih hemijskih, fizi¢kih i
mehanic¢kih svojstava, kao i svojstva biorazgradivosti (Leja and Lewandowicz 2010). Biorazgradivi
polimeri se u danasnje vreme upotrebljavaju kao ekoloska alternativa plastici u izradi ambalaze,
pribora za jelo za jednokratnu upotrebu, ali i u poljoprivredi (Banerjee, Chatterjee et al. 2014,
Albuquerque and Malafaia 2018). Na osnovu porekla, biorazgradivi polimerni materijali se mogu
podeliti na prirodne — polihidroksialkanoati (PHA), polilaktid (PLA), termoplasti¢ni skrob (TPS) i
celuloza, koji se dobijaju iz biomase ili obnovljivih izvora, i sinteticke — polikaprolakton (PCL),
poli(butilen-sukcinat) (PBS) i poli(butilen-adipat/tereftalat) (PBAT). Sinteticki polimeri nastaju iz
fosilnih goriva, najéescée nafte. U danasnje vreme termini ,,biopolimer* i ,,bioplastika“ esto Se tumace
pogresno. Cinjenica da je polimer dobijen iz obnovljivih izvora ne mora nuzno da znaéi da je
biorazgradiv (primer je nerazgradivi visoko supstituisani celulozni acetat). Sa druge strane, odredeni
sinteticki polimeri na bazi nafte, kao §to je PCL, mogu se razgraditi dejstvom enzima nekih
mikroorganizama (Tokiwa, Calabia et al. 2009, Folino, Karageorgiou et al. 2020, Meereboer, Misra
et al. 2020).

Biorazgradnja je dvostepeni proces koji obuhvata fragmentaciju polimera na komponente
manje molekulske mase i mineralizaciju. Fragmentacija polimera odvija se pod dejstvom abioti¢kih
(oksidacija, fotoliza i hidroliza) ili biotickih faktora (enzimska razgradnja). Mehanizam enzimske
razgradnje podrazumeva prianjanje mikroorganizama za povrsinu polimera i sekretovanje enzima
koji se vezuju za polimerni supstrat i katalizuju njegovu hidrolizu na oligomere, dimere i monomere
koji mikroorganizmima sluze kao izvor hranljivih materija (Slika 12) (Tokiwa, Calabia et al. 2009,
Vroman and Tighzert 2009, Mohanan, Montazer et al. 2020). Proces konverzije biorazgradivih
materijala u gasove, vodu, soli i minerale naziva se mineralizacija. Mineralizacija je potpuna onda
kada su svi dostupni izvori ugljenika pretvoreni u ugljen-dioksid ili metan, u zavisnosti od toga da li
se odvija u aerobnim ili anaerobnim uslovima (Kyrikou and Briassoulis 2007). Ukoliko se odvija u
prisustvu kiseonika, proizvodi reakcije su ugljen-dioksid i voda, dok se u nedostatku kiseonika kao
proizvodi reakcije mineralizacije izdvajaju metan i voda (Leja and Lewandowicz 2010, Iwanczuk,
Koztowski et al. 2015).
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Slika 12. Mehanizam razgradnje polimera enzimima mikroorganizama.Slika preuzeta iz rada Artama i Dobla
i preradena (Artham and Doble 2008).

Mehanizam biorazgradnje polimera zavisi od fizickih i hemijskih svojstava materijala i
sredinskih uslova u kojima se ovaj proces odvija. Fizicko-hemijska svojstva materijala koja uticu na
njegovu biorazgradivost su povrsina polimera (povrSinska morfologija, hidrofilna i hidrofobna
svojstva), strukturna uredenost (hemijska struktura, molekulska masa i njena distribucija u okviru
materijala) i visoka strukturna uredenost (temperatura ostakljivanja, temperatura topljenja, modul
elasti¢nosti, kristalinitet i kristalna uredenost). Poliestri sa bo¢nim lancima su uglavnom manje
rastvorljivi od poliestara bez bo¢nih lanaca. Takode, ono $to otezava proces biorazgradnje su velika
molekulska masa, visok kristalinitet i visoka temperatura topljenja polimera. Stepen kristaliniteta je
kljuéni faktor za biorazgradivost polimera, jer enzimi prvenstveno napadaju amorfne regione u
njegovom sastavu. Molekuli su u amorfnom regionu ,,labavo* upakovani, $to ih ¢ini podloznijim za
razgradnju u odnosu na kristalni deo. Brzina razgradnje polimera opada sa povecanjem stepena
kristaliniteta (Tokiwa, Calabia et al. 2009, Vroman and Tighzert 2009, Mohanan, Montazer et al
2020).

1.5.8.2. PHA polimeri

Polihidroksialkanoati (PHA) su grupa prirodnih, alifatiénih poliestara, koje bakterije
proizvode u nedostatku nutrijenata — azota, fosfora, sumpora, kiseonika ili magnezijuma, elemenata
neophodnih za rast, kao i uz visak ugljenika (Steinbtichel 1991, Yu 2001, Du and Yu 2002, Berlanga,
Montero et al. 2006, Samantaray and Mallick 2012). Ovi polimeri nalaze se u obliku unutaréelijskih
hidrofobnih granula veli¢ine 0,2 um — 0,5 pum, koje skladiste ugljenik i energiju. PHA mogu ¢initi
cak 90 % suve celijske mase bakterija (Slika 13A) (Janes, Hollar et al. 1990, Madison and Huisman
1999, Muhammadi, Shabina et al. 2015). Po ponovnom uspostavljanju uslova pogodnih za rast
bakterije akumulirani polihidroksialkanoati se razgraduju unutarcelijskim enzimima depolimerazama
I koriste kao izvor ugljenika i energije (Steinbtichel, Hustede et al. 1992, Byrom 1994).
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Slika 13. A: Bakterije akumuliraju PHA (bele granule) u citoplazmi kao skladiSte ugljenika i energije
u uslovima nutritivnog stresa. Slika je preuzeta sa internet stranice http://www.plastix.it/al-via-la-partnership-
tra-gammarad-italia-e-bio-on/; B: gore — uopstena hemijska formula PHA, x=1-8, n=100-1000; dole — tipi¢ni
predstavnici scl-PHA monomera (scl-HA): 3-hidroksibutirat (3HB) i 3-hidroksivalerat (3HV), kao i mcl-PHA
monomera: 3-hidroksiheksanoat (3HHXx), 3-hidroksioktanoat (3HO), 3-hidroksidekanoat (3HD) i (3HDD) 3-
hidroksidodekanoat. Slika je preuzeta iz rada Lija i saradnika i preradena (Li, Yang et al. 2016).

Vecina do danas izolovanih PHA su primarno linearni poliestri sastavljeni od monomernih
jedinica — estara trihidroksi-alkohola i masnih kiselina, koji u svom sastavu mogu imati 3-5 atoma
ugljenika (PHA kratkog lanca — scl-PHA, eng. short chain length PHA), 6-14 atoma ugljenika (PHA
srednjeg lanca — mcl-PHA, eng. medium chain length PHA) i preko 14 atoma ugljenika (PHA dugog
lanca — Icl-PHA, eng. ledium chain length PHA) (Slika 13B). PHA kratkog lanca su S$iroko
rasprostranjeni i njihov tipi¢ni predstavnik je polihidroksibutirat (PHB). Sa druge strane, PHA
srednjeg lanca su mnogo redi, sinteti$u ih bakterije iz samo nekoliko rodova, a u njihove predstavnike
spadaju polihidroksioktanoat (PHO) i polihidroksidekanoat (PHD) (Wecker, Moppert et al. 2015).

U zavisnosti od tipa monomernih jedinica u sastavu polihidroksialkanoata, kao i njihovog
broja, razlikuju se i fizicko-hemijska svojstva ovih polimera (Van der Walle, De Koning et al. 2001,
Steinbiichel and Litke-Eversloh 2003). Kada se izoluju iz bakterijskih ¢elija PHA kratkih lanaca
imaju strukturu nalik na kristale i podsec¢aju na konvencionalnu plastiku, dok su PHA srednjih lanaca
elastomeri (Suriyamongkol, Weselake et al. 2007).

1.5.8.3. Biorazgradnja PHA polimera

Veoma vazno svojstvo polihidroksialkanoata je biorazgradivost, $to ih ¢ini odli¢nom
alterantivom za konvencionalnu, petrohemijsku plastiku (Lee 1996, Philip, Keshavarz et al. 2007).
Biorazgradnja podrazumeva niz hemijskih reakcija u kojima razli¢iti mikroorganizmi vrse enzimsku
hidrolizu makromolekula do manjih molekula. U enzimskoj razgradnji PHA ucestvuju dva tipa
mikroorganizama: oni koji fizicki razgraduju polimer i oni koji sporedne proizvode nastale
razgradnjom Kkoriste kao izvor hranljivih materija (buterna kiselina, valeri¢na kiselina i druge)
(Meereboer, Misra et al. 2020). Biorazgradnja PHA polimera zavisi od svojstava samog polimera, ali
i od sredinskih uslova kao sto su temperatura, pH, vlaznost, salinitet, izlozenost UV zracima,
prisustvo kiseonika i nutrijenata, vrste prisutnih mikroorganizama itd. Optimalna temperatura za
razgradnju PHA je temperatura koja odgovara mezofilnim mikrorganizmima, nezavisno od toga da
li se razgradnja odvija u aerobnim ili anaerobnim uslovima (Tokiwa, Calabia et al. 2009, Meereboer,
Misra et al. 2020). Kad su pitanju svojstva polimera, posmatraju se morfoloske karakteristike,
hemijska struktura (prisustvo razli¢itih funkcionalnih grupa i njihov odnos hidrofilnosti i
hidrofobnosti) i kristalinitet (Mochizuki and Hirami 1997, Philip, Keshavarz et al. 2007). Odnos
kristalnih i amorfnih regiona u PHA polimeru vrlo je bitan za proces biorazgradnje. PHA polimer je
delimi¢no Kristalizovan (prosec¢ni Kristalinitet se krece 50 % — 60 %), a poseduje i amorfni region
(Jendrossek and Handrick 2002). U prvom koraku biorazgradnje enzimi preferencijalno deluju na
amorfni region PHA polimera. Dejstvom enzima depolimeraza na povrSinu polimernog materijala
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oslobadaju se monomeri ili oligomeri, nakon ¢ega se preostali oligomeri razlazu enzimom oligomer
hidrolazom (Lu, Takahashi et al. 2014). Enzimi koji katalizuju hidrolizu estarskih veza zbog svoje
veli¢ine ne mogu da prodru u unutrasnjost polimera, ve¢ izazivaju isklju¢ivo povrsinsku eroziju (Slika
14A) (Meereboer, Misra et al. 2020). Bakterije koje kolonizuju povrsinu PHA polimera (Slika 14B)
metabolisu nastale monomerne jedinice i usvajaju ih (Delafield, Doudoroff et al. 1965).

Slika 14. Skenirajuca elektronska mikroskopija: A: PHO polimerni film nakon sedam dana razgradnje
bakterijskom kulturom P. chlororaphis PA23-63-1, 100x i 500x uvecanje; B — Kolonizacija povrsine PHO
polimera sojevima P. chlororaphis PA23-63-1 and Acinetobacter Iwoffii. Slika preuzeta iz rada Sarme i
saradnika (Sharma, Mohanan et al. 2019)

Polihidroksialkanoati su podlozniji procesu razgradnje od drugih biopolimera (PLA, PBS,
PBAT) u aerobnim sredinama (zemljiste, kompost, morski ekosistem) i pokazuju dobar potencijal za
razgradnju u anaerobnim sredinama (kanalizacioni mulj, digestori i deponije) (Meereboer, Misra et
al. 2020). Stopa degradacije komada materijala poli(3-hidroksi-butirata) se kre¢e od nekoliko meseci
(u kanalizacionom mulju), do nekoliko godina (u morskoj vodi) (Madison and Huisman 1999).

Do sada je pokazano da nekoliko prokariotskih lipaza ima sposobnost razgradnje PHB i PHA
polimera na bazi -hidroksialkanoi¢ne kiseline, kao S$to su poli(6-hidroksiheksanoat),
poli(4-hidroksibutirat) i njihove blende (Tarazona, Machatschek et al. 2020). Komercijalne lipaze
preciséene iz gljivica C. antarctica, C. rugosa, Mucor javanicus, Rhizopus arrhizus, R. niveus, R.
oryzae i bakterija P. cepacia, P. fluorescens razgraduju PHA polimere (Chang and Sudesh 2013,
Mok, Chang et al. 2016), kao i lipaze iz bakterijskih sojeva P. chlororaphis PA231i A. lwoffii (Sharma,
Mohanan et al. 2019). Rekombinantna lipaza iz soja B. subtilis DI2 takode je pokazala sposobnost
razgradnje PHA polimera.

1.5.8.4. PCL polimeri

lako su polimerni materijali koji se sintetisu iz fosilnih sirovina uglavnom nerazgradivi,
postoje izuzeci, poput polikaprolaktona (poli(e-kaprolakton), PCL), koji je biorazgradiv, netoksi¢an
I biokompatibilan polimer. Ovaj alifati¢ni poliestar moze se dobiti na dva nacina: polikondenzacijom
6-hidroksi-heksanske kiseline i polimerizacijom otvaranja prstena monomera e-kaprolaktona (Slika
15). PCL je semikristalan (prosec¢nog Kristaliniteta ~50 %), lako obradiv polimer koji se rastvara u
Sirokom spektru organskih rastvaraca (Nair and Laurencin 2007). U poredenju sa drugim alifati¢nim
poliestrima odlikuje ga izuzetno niska temperatura ostakljivanja (Tg=—60 °C), niska temperatura
topljenja (Tm=55-60 °C) i visoka temperatura razgradnje (Tq=350 °C). Na sobnoj temperaturi PCL
polimer se nalazi u visokoelasti¢nom, gumastom stanju (Nair and Laurencin 2007, Ghanbarzadeh and
Almasi 2013).
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Slika 15. Sinteza PCL od A: e-kaprolaktona i B: 6-hidroksi-heksanske kiseline. Slika je preuzeta iz rada
Bartnikovskog i saradnika i preradena (Bartnikowski, Dargaville et al. 2019).

Mehanicka svojstva polikaprolaktona sli¢na su svojstvima konvencionalnih, nerazgradivih
sintetickih polimera, a mogu se pobolj$ati meSanjem sa drugim polimerima kao $to su poli(hidroksi-
butirat) (PCL/PHB), skrob (PCL/skrob) ili polilaktid (PCL/PLA) (Avérous, Moro et al. 2000, Liu, Li
et al. 2000, Lovera, Marquez et al. 2007). Zbog mnogih korisnih svojstava ovaj polimer je nasao
svoju primenu u medicini, izradi biorazgradive jednokratne ambalaze i proizvoda za domacinstvo
(Mondrinos, Dembzynski et al. 2006, Vroman and Tighzert 2009).

1.5.8.5. Biorazgradnja PCL polimera

Biorazgradivost polimernog materijala prvenstveno zavisi od tipa ponavljajuc¢e, monomerne
jedinice, kao i vrste hemijske veze koje one ostvaruju unutar polimernog lanca. Monomerne jedinice
u polikaprolaktonu povezane su slabim estarskim vezama koje podlezu abioti¢koj hidrolizi, ali je
usled semikristalne i hidrofobne prirode polimera ovaj vid razgradnje relativno spor i moze trajati i
do nekoliko godina (Arakawa and DeForest 2017). Sa druge strane, u prisustvu enzima hidrolaza, u
koje spadaju proteaze, esteraze, glikozidaze i fosfataze proces razgradnje se znatno ubrzava (Azevedo
and Reis 2005). Mikroorganizmi mogu prepoznati PCL polimer kao analog prirodnog polimernog
jedinjenja kutina (Slika 16) (Murphy, Cameron et al. 1996).

PCL trimer

Monomeri kutina
0]
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Slika 16. Hemijska struktura PCL trimera i monomera kutina. Slika je preuzeta iz rada Suzukija i saradnika
(Suzuki, Tachibana et al. 2020)

Glavni ogranicavajuc¢i faktor za biorazgradnju je visok procenat kristaliniteta polimera. Da bi
se odigrala enzimska hidroliza, polimerni lanci unutar PCL moraju biti dovoljno pokretljivi da bi
prisli aktivnom mestu enzima. Lanci koji se nalaze u amorfnom regionu polimera mogu pristupiti
aktivnom mestu enzima, a reakcije koje se odigravaju na visim temperaturama podsti¢u njihovu
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fleksibilnost. Zbog toga je veoma vazno da enzim koji vrsi hidrolizu bude termostabilan. Pocetni
korak biorazgradnje je adsorpcija enzima na povrSinu polimera i formiranje kompleksa enzim-
supstrat (Slika 12). Nakon toga vrsi se nasumicno isecanje estarskih veza unutar amorfnog regiona
Sto rezultuje selektivnom povrsinskom erozijom polimera (Mochizuki, Hirano et al. 1995, Almeida,
Figueiredo et al. 2019). Danas se zna da enzimi sa esteraznom aktivno$¢u — kutinaze i lipaze imaju
veliki potencijal za upotrebu u enzimskoj hidrolizi PCL polimernog materijala. Pre svega lipaze, ali
I kutinaze mnogih gljiva (A. melleus, P. funiculosum, C. antarctica, C. rugosa, Fusarium solani) i
bakterija (B. pumilus, Lactobacillus plantarum, P. fluorescens, P. cepacia, Thermobifida
cellulosilytica) iz razli¢itih sredina svojim dejstvom ubrzavaju proces razgradnje polimera
polikaprolaktona (Eldsater, Erlandsson et al. 2000, Liu, Li et al. 2000, Pastorino, Pioli et al. 2004,
Vidaurre, Duenas et al. 2008, Blackwell, Haernvall et al. 2018, Khan, Nagarjuna et al. 2019, Shi, Jing
et al. 2020).

Mehanizam i stepen razgradnje polikaprolaktona razlikuje se u zavisnosti od enzima koji na
njega deluje. lako i lipaze i kutinaze razgraduju ovaj polimer, mehanizmi ovog procesa se razlikuju.
Ovi enzimi imaju razlicit pristup lancima unutar polimernog supstrata (Zumstein, Rechsteiner et al.
2017). Jedan od najbolje proucenih enzima koji razgraduju polikaprolakton je komercijalna
Pseudomonas lipaza. Ova lipaza pokazala je visok stepen hidrolize kako PCL homopolimera, tako i
njegovih blendi (Gan, Yu et al. 1999, Liu, Li et al. 2000, Spearman, Irin et al. 2019). Ono $to je
sigurno je da se bioticka, odnosno enzimska hidroliza odvija mehanizmom povrsinske erozije,
heterogenim procesom koji podrazumeva veliki gubitak mase PCL polimera (Gopferich 1996,
Hakkarainen 2002).

1.5.8.6. Kompostiranje

Kompostiranje je jedno od najefikasnijih reSenja za skladiStenje biorazgradivog otpada. Za
razliku od razgradnje u prirodno prisutnim uslovima, razgradnja u kompostu predstavlja proces u
kontrolisanim uslovima, $to podrazumeva pracenje i odrzavanje temperature, vlaznosti i zasi¢enosti
sistema kiseonikom. Kompostabilni polimeri nisu nuzno biorazgradivi u drugim sredinama —
zemljistu, morskim ekosistemima, deponijama. Takode, ni svi biorazgradivi materijali nisu nuzno
kompostabilni. Kompostiranje se moze podeliti na industrijsko i kompostiranje u domacinstvu.
Biopolimeri se uglavnom kompostiraju u industrijskim uslovima, gde se procesuiraju velike koli¢ine
otpada (Meereboer, Misra et al. 2020). Dejstvom mikroorganizama, u aerobnim uslovima, na
temperaturi koja ne premasuje 65 °C —70 °C i vlaznosti ~60 % odvija se enzimska razgradnja
biopolimera, a finalni proizvodi su ugljen-dioksid, voda i biomasa. Kontrolisanje temperature vazno
je iz vise razloga — na temperaturi ispod 55 °C omoguceno je prisustvo patogena, dok se na
temperaturama visim od 65 °C uglavnom deaktiviraju enzimi mikroorganizama. Aeracija kompost
sistema veoma je bitna za odrzavanje njegovog kvaliteta, za mikrobioloSku aktivnost, kontrolisanje
mirisa i uklanjanje viska vlage (Bhave and Kulkarni 2019). Visak vlage moze poremetiti protok
gasova i vezivanje kiseonika, sto dalje remeti metabolizam mikroorganizama, dok njen nedostatak
dovodi do dehidratacije supstrata i narusavanja aktivnosti enzima (Onwosi, Ighokwe et al. 2017).

Kompostiranje u kué¢nim uslovima je trend kome se u poslednje vreme pridaje sve veci znacaj
u razvijenijim zemljama. Ovaj vid kompostiranja predstavlja odrzivo upravljanje organskim otpadom
nastalim u ku¢i, bastama i povrtnjacima. Osim ekoloskih benefita, biorazgradnja otpadnog materijala
u kuénim uslovima predstavlja vid ustede — dobijeni kompost moze se ponovo iskoristiti kao dubrivo
odli¢nog kvaliteta (Vazquez and Soto 2017).
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1.5.8.7. Kompostiranje PHA i PCL materijala

Vecina studija koja je testirala biorazgradnju PHA polimera u kompostu odvijala se u
uslovima industrijskog kompostiranja (na 58 °C), jer je u domacinstvu nemoguce uspostaviti ovako
kontrolisane uslove. Po standardu ISO 14855 (Odredivanje krajnje aerobne biorazgradivosti
plasti¢nih materijala u kontrolisanim uslovima kompostiranja — metoda analize nastalog ugljen-
dioksida), celuloza se razgraduje 92 % za 45 dana, dok se po istom standardu kesa sacinjena od PHA
polimernog materijala razgradi 94 % za 180 dana i nadmasuje biorazgradnju sinteti¢kih polimera na
bazi nafte, kao Sto je PCL (Rosa, Filho et al. 2003, Noda, Green et al. 2005, Seggiani, Cinelli et al.
2015). lako se industrijsko kompostiranje smatra kontrolisanim, i dalje postoje razlike u podacima o
biorazgradnji PHBV (poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) filmova, u kojima se navodi da je
potrebno od 45-200 dana za 90 % — 95 % razgradnje ovog polimera (Chen 2012, Muniyasamy, Ofosu
et al. 2016). Ove razlike su mozda uzrokovane razlikama u izvoru inokuluma (materijala koji u
kompost uvodi mikroorganizme koji ¢e vrSiti razgradnju) (Meereboer, Misra et al. 2020).
U ispitivanju biorazgradnje PHA materijala u kompostu koris¢eni su razli¢iti inokulumi, ali su se
usled nedostatka definisanih standarda o pocetnim uslovima (pH, odnos ugljenik/azot) javile znacajne
razlike izmedu studija. Nekomercijalno kompostiranje u domacinstvu je prirodnija metoda, u kojoj
temperatura i vlaznost nisu kontrolisani, te se kompostiranje odvija sporije nego u industrijskim 1
komercijalnim kompost sistemima. Bez obzira da li se biorazgradnja PHA polimera odvija u
domacinstvu ili u industrijskom kompostu, mehanizmi biorazgradnje polimernih materijala su isti
ako se ovaj proces odvija u istim uslovima (ista temperatura, pH i populacija mikroorganizama). PHA
polimeri kompostirani u domacinstvu pokazuju minimalan stepen biorazgradnje usled nedovoljno
visoke temperature. Sa druge strane, visoke temperature koje se mogu posti¢i u industrijskom
kompostiranju pobolj$avaju biorazgradnju, podsti¢uci neenzimsku i enzimsku hidrolizu. Nestabilnost
uslova u kompost sistemu u domacinstvu otezava proucavanje biorazgradnje PHA polimera i daje
velike razlike u rezultatima izmedu studija (Meereboer, Misra et al. 2020). Na Slici 17 dat je prikaz
biorazgradnje PHB polimera u kontrolisanim uslovima u kompostu, po standardu ISO 20200.

Slika 17. Biorazgradnja PHB polimera u kompostu (po standardu 1ISO 20200); Prikazan je PHB polimer nakon
(sleva na desno): 7 dana, 19 dana, 28 dana i 33 dana. Slika je preuzeta iz rada Sancez-Safont i saradnika
(Sanchez-Safont, Aldureid et al. 2020)

Polikaprolakton i njegovi kopolimeri se pod dejstvom mikroorganizama mogu lako razgraditi u
razli¢itim sredinama. Ve¢ nakon tri nedelje biorazgradnje ovog polimera u sistemu komposta
optimalne vlaznosti (50 % —70 %), na temperaturi od 40 °C primeéuju se znacajne promene. Delovi
PCL filma su potpuno dezintegrisani (Slika 18A).

Slika 18. Biorazgradnja PCL polimera, A: fotografija, sleva na desno: polimer pre pocetka razgradnje, nakon
tri nedelje i nakon cetiri nedelje u kompostu. B: mikrografija, PCL polimer nakon Sest nedelja u kompostu.
Slike su preuzeta iz rada Fukusime i saradnika (Fukushima, Abbate et al. 2010)

Mehanizam razgradnje PCL polimera u kompostu ne razlikuje se od vec ranije opisanog

mehanizma biorazgradnje — povrSinska erozija, sa nejednako razgradenim delovima polimera
(Slika 18B). Nehomogena biorazgradnja je posledica afiniteta enzima ka amorfnim regionima unutar
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PCL polimera. Kristalni delovi podlezu razgradnji kasnije, mada postoje dokazi i o istovremenom
odvijanju razgradnje u oba regiona. Biorazgradnja PCL polimera u kompost sistemu zavisi i od
povrsine na kojoj je ostvaren kontakt enzim—supstrat, odnosno populacija mikroorganizama—supstrat
(Fukushima, Abbate et al. 2010, Fukushima, Tabuani et al. 2010)Stopu biorazgradnje odreduje i
temperatura u kompost sistemu. Razgradnja PCL polimera na sobnoj temperaturi je veoma spora, pa
se ovaj polimer ne razgraduje ni nakon 300 dana u kompostu. Na nesto viSoj temperaturi od 46 °C
PCL polimer gubi 36 % svoje mase nakon 120 dana. Ova pojava objasnjava se neenzimskom
hidrolizom estarskih veza unutar polimera usled povecanja temperature i istovremenim aktiviranjem
mikroorganizama koji usvajaju nutrijente nastale na ovaj nac¢in (Kodama 2013). Kada se posmatra
uticaj povrsine PCL polimera na brzinu enzimske razgradnje u kompostu, moze se re¢i da se u
pocetnim fazama manje cestice (polimer u obliku praha) mnogo brze razgraduju, jer je povrsina
kontakta izmedu enzima i supstrata mnogo veca nego kada je supstrat u obliku filma. Medutim, u
kasnijim fazama biorazgradnje brzina razgradnje postaje potpuno nezavisna od oblika kompostiranog
polimera, jer se poc¢etna fragmentacija polimera pod dejstvom enzima desava dovoljno brzo da izlozi
vecéu povrsinu supstrata daljem dejstvu enzima (Yang, Yoon et al. 2005).
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2. CILJEVI

Ekonomski napredak covecanstva oslanja se na razvoj razli¢itih grana industrije, $to za
posledicu ima stvaranje kompleksnih zagadenja u kopnenim i vodenim ekosistemima. Velike koli¢ine
otpada, koje se svakodnevno taloze, predstavljaju dugoro¢nu opasnost za zivotnu sredinu i zdravlje
ljudi. Bioremedijacija, koja podrazumeva uklju¢ivanje mikroorganizama i njihovih enzima u procese
uklanjanja zagadivaca iz Zivotne sredine, moze predstavljati efikasno resenje za probleme zagadenja
hemijskim jedinjenjima i polimernim materijalima koji se ne mogu spontano razgraditi. Ovaj nacin
remedijacije veoma je znacajan, kako sa ekoloskog, tako i sa ekonomskog stanovista. Veéina enzima
koja je do danas izolovana, okarakterisana i koja se primenjuje u biotchnoloskim procesima i
bioremedijaciji poreklom je iz gljiva. Medutim, primena enzima iz gljiva nosi sa sobom i mnoga
ograni¢enja, koja mogu biti prevazidena upotrebom bakterija i/ili njihovih enzima, te se danas
biotehnoloski procesi i bioremedijacija znatno vise oslanjaju na potencijal bakterijskih enzima.

Enzimi lakaze i lipaze se isticu kao veoma dobri biokatalizatori sa Sirokom primenom u
razli¢itim granama industrije, ali i u procesima bioremedijacije. Lakaze oksiduju Sirok spektar
razli¢itih aromati¢nih jedinjenja, dok lipaze katalizuju hidrolizu lipidnih supstrata. Ovi enzimi za
kataliti¢ku aktivnost ne zahtevaju skupe kofaktore i stabilni su u organskim rastvara¢ima.

Sveobuhvatni cilj ovog rada je identifikacija i rekombinantna ekspresija novih bakterijskih
enzima, lakaza i lipaza iz sojeva roda Pseudomonas i analiza njihovog potencijala za primenu u
bioremedijaciji zagadenih zemljista i voda.

2.1. Specifi¢ni ciljevi

Lakaze

e Odabir bakterija sa oksidativnom aktivno$¢u karakteristicnom za enzime lakaze iz
laboratorijske kolekcije sojeva roda Pseudomonas

e Insilico analiza poznatih sekvenci gena koji kodiraju lakaze u sojevima roda Pseudomonas i
dizajniranje prajmera za njihovo umnoZzavanje

e Kiloniranje i optimizacija rekombinantne ekspresije lakaza odabranih sojeva roda
Pseudomonas u heterologom domacinu

e lzolovanje, precis¢avanje i karakterizacija rekombinantnih enzima

e Ispitivanje aplikativnog potencijala rekombinantnih lakaza u testovima razgradnje
industrijskih zagadivaca Zivotne sredine
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Lipaze

Analiza lipoliticke aktivnosti sojeva roda Pseudomonas iz laboratorijske kolekcije

Analiza aplikativnog potencijala enzima odabranih sojeva za razgradnju prirodnih i sintetickih
polimernih materijala u puferu i u kompostu

Bioinformati¢ka analiza poznatih sekvenci gena koji kodiraju lipaze u sojevima roda
Pseudomonas i dizajniranje prajmera za njihovo umnoZzavanje

Identifikacija gena koji kodiraju lipaze u odabranim sojevima roda Pseudomonas

Kloniranje i optimizacija rekombinantne ekspresije lipaza u homologom domacinu
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Bakterijski sojevi

Tokom izrade ove teze koriSc¢eni su sojevi roda Pseudomonas iz kolekcije Laboratorije za

molekularnu genetiku i ekologiju mikroorganizama, koja je deo Instituta za molekularnu genetiku i
geneti¢ko inzenjerstvo, Univerziteta u Beogradu, kao i referentni sojevi nabavljeni iz kolekcija ATCC

(American Type Culture Collection) i NCIMB (National Collections of Industrial, Food and Marine
Bacteria). Pored njih koris¢ene su i komercijalne Escherichia coli kompetentne ¢elije. Spisak svih
kori§¢enih bakterijskih sojeva prikazan je u Tabeli 1. Priprema kompetentnih ¢elija 1 protokoli za

njihovu transformaciju objasnjeni su u odeljcima 3.5.61 3.5.7.

Tabela 1. Divlji i komercijalni bakterijski sojevi koris¢eni u radu

Bakterijski soj

Pseudomonas
putida

CA-3

F6

S12

Karakteristike soja Oznaka soja

izolovan iz
bioreaktora,
razgraduje stiren,
akumulira
biorazgradive
polimere
polihidroksialkanoate
srednjeg lanca (mcl-
PHA)

NCIMBA41162

izolovan iz zemljista,
poseduje enzime
fenol oksidaze kojima
oksiduje aromati¢na
jedinjenja

izolovan gajenjem na ATCC 700801
stirenu (jedini izvor

ugljenika), otporan na

toksi¢ne organske

rastvarace (stiren,

toluen i oktanol),

sekvenca genoma

poznata
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Referenca

(O'Connor,
Buckley

et al. 1995)
(Nikodinovic-
Runic,
Flanagan

et al. 2009),

(O'Connor,
Witholt et al.
2001),
(McMabhon,
Doyle et al.
2007)

(Tao, Shen et al.
2012),

(Kuepper,
Ruijssenaars et al.
2015)



Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
chlororaphis

Escherichia coli

mt-2

KT2440

PAO1

B-561

XL10-GOLD

izolovan iz zemljista, NCIMB10432
poseduje pWWO0

plazmid, razgraduje

toluen, m-ksilen i p-

ksilen, akumulira

mcl-PHA

derivat soja P. putida ATCC 47054
mt-2 bez pWWO0

plazmida. Nema

faktora virulencije,

bioloski bezbedan za

ubacivanje stranih

gena, sekvenca

genoma poznata,

akumulira mcl-PHA

oportunisticki ATCC 15692
patogen, spontani
mutant originalnog
soja PAO, rezistentan
na hloramfenikol,
sekvenca genoma
poznata. Lipolitic¢ki
enzimi, esteraze i
lipaze, koje sekretuje
u vancelijsku sredinu
pogodni za upotrebu
u biotehnologiji.

bezbedan za upotrebu, moze ATCC 19523
da se gaji na biljnom ulju,

akumulira mcl-PHA

komercijalne,
ultrakompetentne celije
Tet'’A(mcrA)183
A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173, endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Hte [F" proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tet")
Amy Cam']
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(Inouye,
Nakazawa

et al. 1987),
(Nikodinovic,
Kenny et al.
2008)

(Nelson,
Weinel et al.
2002), (Prieto,
de Eugenio

et al. 2007),
(Nikel and

de Lorenzo
2018)

(Wilhelm,
Tommassen
etal. 1999),
(Klockgether,
Munder et al.
2010)

(Walsh,
O’Connor

et al. 2015,
Ruiz, Kenny
et al. 2019)

Agilent, SAD



DH5a komercijalne, Invitrogen,
hemijski kompetentne Nemacka
Celije
F, Alac, U169 (@80
lacZ AM15), supE44,
hsdR17, recAl,
gyrA96, endAl, thi-1,
relAl

XL10-GOLD Invitrogen,
BL21[DES3] komercijalne, hemijski 55962 Nemacka
kompetentne Celije
F-, ompT, hsdSg, (rs’, Mg,
gal, dcm (DE3)

3.2. Vektori i konstrukti

Svi komercijalni vektori, kao i konstrukti koji su koris¢eni u ovom radu prikazani su u
Tabeli 2 i Tabeli 3.

Tabela 2. Vektori kori$¢éeni u radu

Vektor yeeliitf)i:; Relevantne karakteristike Referenca

pGEM-T Easy 3015 bp Amp™, vektor za direkciono kloniranje PCR Promega, SAD
produkata

reeTs e Asomdonmersre (!

et S

*Amp', rezistencija na ampicilin
**Km', rezistencija na kanamicin
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Tabela 3. Konstrukti kori§¢eni u radu

Plazmid Uklonirani gen Referenca

PpGEM-mcoCA3 738 bp mco gen za multi-bakar polifenol ovaj rad
oksidoreduktazu — lakazu iz soja P. putida CA-3

pGEM-mcoKT 741 bp mco gen za multi-bakar polifenol ovaj rad
oksidoreduktazu — lakazu iz soja P. putida KT2440

pGEM-cbp 348 bp cbp gen za protein koji sadrzi jezgro ovaj rad
od 4 zavojnice i vezuje bakar, iz soja P. putida F6

pGEM-copA 896 bp copA gen za multi-bakar oksidazu sa ovaj rad
sistemom za rezistenciju na bakar, iz soja
P. putida F6

pGEM-lipA 561 891 bp lipA gen za lipazu A, iz soja ovaj rad
P. chlororaphis B-561

pGEM-lipA_PAOL1 936 bp lipA gen za lipazu A, iz soja ovaj rad
P. aeruginosa PAO1

pGEM-plcB 987 bp plcB gen za fosfolipazu C, iz soja ovaj rad
P. aeruginosa PAO1

pRSETB-mcoCA3 738 bp mco gen za multi-bakar polifenol ovaj rad
oksidoreduktazu — lakazu iz soja P. putida CA-3

PRSETB-mcoKT 741 bp mco gen za multi-bakar polifenol ovaj rad
oksidoreduktazu — lakazu iz soja P. putida KT2440

pRSETB-chp 348 bp cbp gen za protein koji sadrzi jezgro od 4 ovaj rad
zavojnice i vezuje bakar, iz soja P. putida F6

pPRSETB-copA 1896 bp copA gen za multi-bakar oksidazu sa ovaj rad
sistemom za rezistenciju na bakar, iz soja
P. putida F6

pJB861-lipA_ 561 891 bp lipA gen za lipazu A, iz soja P. chlororaphis ovaj rad
B-561

pJB861-lipA_PAO1 936 bp lipA gen za lipazu A, iz soja P. aeruginosa ovaj rad
PAO1

pJB861-plcB 987 bp plcB gen za fosfolipazu C, iz soja ovaj rad

P. aeruginosa PAO1
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pGEM-T Easy vektor sistem (Promega, Medison, Viskonsin, SAD) prilagoden je za
direkciono kloniranje PCR proizvoda procesom ,,TA ligacije”. Upotrebom polimeraza koje nemaju
3’ — 5’ egzonukleaznu aktivnost dobijaju se PCR proizvodi na ¢ijim se 3’ krajevima nalaze nespareni
dezoksiadenozini (White 1997). Linearizovani vektor poseduje nesparene dezoksitimidine na
3’ krajevima oba DNK lanca i na taj nain osigurano je sparivanje vektora i fragmenta umnozenog
PCR metodom. Takode, vektor poseduje T7 promotor, lac operon, mesto za vezivanje M13 prajmera
(Tabela 5), region za visestruko kloniranje (eng. multiple cloning site, MCS), niz ciljnih sekvenci za
restrikcione enzime, kao i gen za otpornost na antibiotik ampicilin. Mapa cirkularnog vektora
prikazana je na Slici 19A.

$88%

@REa

Sl
B w RBS ATG 6xHis Xpress™ Epitope EK MCS @

Xmnl 2009 1
17
Scal 1890 Nael 2707 Apal wl
\ Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
g BstZl | 43
) 4
PGEM°-TEasy  facz L) Sor | 49
vektor EcoRI | 52
(3015bp) C
Spel 64
EcoRI 70
Notl 7
BstZ| 7
Pstl 88
ori Sall 920
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118
Nsil 127
141 i
T spe i’}
Clal

Pstl

Hindill’

Slika 19. A: pGEM-T Easy vektor, slika je preuzeta sa stranice www.promega.com i preradena, B: pRSET B
vektor, slika je preuzeta sa internet stranice www.thermofisher.com i preradena) C: pJB861 vektor, slika je
preuzeta iz rada Blatnija i saradnika (Blatny, Brautaset et al. 1997)

Za ekspresiju gena koji kodiraju enzime lakaze kori$¢en je vektor pPRSET B. pRSET B vektor
poseduje T7 promotor, DNK sekvencu koja kodira Sest uzastopnih aminokiselina histidina na
N-terminalnom domenu rekombinantnog proteina za olaksano precis¢avanje, MCS, T7 terminator,
kao i gen za otpornost na antibiotik ampicilin (Slika 19B).

Geni koji kodiraju enzime lipaze klonirani su u ekspresioni vektor pJB861 (Slika 19C) koji u
svom sastavu ima Pm promotor, MCS i gen za otpornost na antibiotik kanamicin (Blatny, Brautaset
et al. 1997).

Procesi izolacije, ligacije, transformacije, i restrikcione analize plazmida opisani su u
odeljcima 3.5.2, 3.5.5, 3.5.71 3.5.8.

3.3. Reagensi i kitovi

Hemikalije: Soli, kao $to su NaCl, NazHPO4, KH2PO4, MgSO4, CaClz, NH4Cl, CuSOs, vitamini B
grupe, antibiotici (ampicilin, kanamicin), boje (rodamin B, komazi brilijant plava, bromfenol plava),
hidrolizat kazeina, kao i gvajakol, ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)),
fenilsiréetna kiselina 1 m-tolui¢na kiselina, kupljeni su od kompanije ,,Sigma-Aldrich* (Sent Luis,
Misuri, SAD). Reagensi X-Gal (5-bromo-4-hloro-3-indolil--D-galaktopiranozid) i IPTG (izopropil
B-D-1-tiogalaktopiranozid) kupljeni su od kompanije ,,Thermo Scientific* (Vubern, Masacusets,
SAD), a p-NPP (p-nitrofenil palmitat) od ,,Alfa Aesar” (Hejvril, Masacusets, SAD). Bakto-tripton,
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kvascev ekstrakt, glukoza, bakterioloski agar i druge komponente za medijume kupljeni su od
kompanije ,,Becton Dickinson* (Sparks, Merilend, SAD). Agaroza je kupljena od kompanije
»SERVA Electrophoresis GmbH* (Hajdelberg, Nemacka). U eksperimentima je koris¢eno ekstra
devicansko, hladno cedeno maslinovo ulje ,,Altis* kiselosti 0 — 0,8 % (Grcka).

Kitovi, oligonukleotidi i enzimi: ,,KAPA Taq", ,,KAPA LongRange HotStart“ i drugi kitovi za PCR
kupljeni su od ,,KAPA Biosystems* (Vubern, Masacusets, SAD). Oligonukleotidi (prajmeri) su
kupljeni od kompanije ,,Invitrogen* (Darmstat, Nemacka), a nukleotidi, odnosno dNTP smesa od
kompanije ,,Applied Biosystems* (Foster Siti, Kalifornija, SAD). ,,QIAprep Spin Miniprep®,
»QIAEX II Gel Extraction” i ,,QIAquick PCR purification® kitovi su kupljeni od kompanije
,,QIAGEN* (Hilden, Nemacka). Restrikcioni enzimi kori§¢eni u ovom radu su kupljeni od kompanije
,Fermentas* (Voltam, Masacusets, SAD). ,,pGEM-T Easy Vector System* kit za ligaciju kupljen je
od kompanije ,,Promega‘“ (Medison, Viskonsin, SAD).

Hromatografske kolone kupljene su od proizvodaca ,,GE Healthcare® (Bakinhemsir, Engleska).

3.4. Kultivacija bakterijskih sojeva

3.4.1. Hranljive podloge

LB (eng. Luria Broth): Za pravljenje bogate tecne hranljive podloge u destilovanu vodu su dodati
slededi sastojci: 10 g I'! bakto-triptona, 10 g It NaCl i 5 g I'* kvas¢evog ekstrakta, a sterilizacija je
vrSena u autoklavu 15 min na 121 °C. LB podloga je u ovom radu koriS¢ena za gajenje prekonoénih
kultura sojeva, pripremu stokova za dugorocno €uvanje na -80 °C, ,,0Zivljavanje* ¢elija u procesu
transformacije. Dodavanjem antibiotika ampicilina (100 pg mI™) i kanamicina (30 pg ml'1) vrena je
selekcija sojeva sa odgovaraju¢im vektorima (odeljak 3.2.).

LA podloga (eng. Luria Agar): Ova ¢vrsta podloga pravljena je od istih sastojaka kao i LB te¢na
podloga uz dodavanje 15 g I'* agara. Medijum je sterilisan 15 min na 121 °C. LA podloga kori$é¢ena
je za rast 1 odrzavanje bakterija u Petri Soljama. Selekcija rekombinantnih sojeva vrSena je
dodavanjem razli¢itih antibiotika (u zavisnosti od soja): ampicilina (100 pug ml?), odnosno
kanamicina (30 pug ml1), X-Gal (5-bromo-4-hloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid, 40 pg ml™?) i
IPTG (izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid) 1 mM, finalno,. Hranljiva ¢vrsta podloga je uz dodavanje
odgovarajuceg supstrata koriS¢ena 1 u eksperimentima u kojima je vrSen odabir sojeva na osnovu
enzimske aktivnosti (odeljci 3.7.9.1i 3.7.10.1).

Minimalni medijum MSM (eng. Mineral Salts Medium): Za pripremu ovog medijuma u
destilovanoj vodi se rastvarano je 9 g It NazHPO4x12 H,0, 1,5 g I KH2PO4, 1 g I NH,Cli5g I
hidrolizata kazeina, nakon ¢ega je vrSena sterilizacija u trajanju od 15 min na 121 °C. Pre inokulacije
bakterijskim kulturama medijumu su dodavane slede¢e komponente (prikazane su finalne
koncentracije): 2 % glukoza (w/v) (osim u slu¢aju dodavanja drugog izvora ugljenika), 1 mM MgSOg,
0,25 mM CaClz, 1 mM rastvor elemenata u tragovima (eng. Trace element solution, (Schlegel,
Kaltwasser et al. 1961)) i rastvor vitamina. Rastvor vitamina (eng. Vitamin solution) sadrzao je:
biotin (1,1 mg I'), folnu kiselinu (1,1 mg IY), 4-amino-benzoevu kiselinu (110 mg 1Y), riboflavin
(110 mg I'Y), pantotensku kiselinu (220 mg 1Y), piridoksin hidrohlorid (220 mg I'%), tiamin hidrohlorid
(220 mg I'Y) i nikotinamid (220 mg IY). Ovaj rastvor pripreman je u mesavini 0,5 1 destilovane vode
1 0,5 | etanola visoke ¢istoce i ¢uvan je na temperaturi -20 °C.
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Minimalni medijum M9 (eng. M9 mineral medium): Za pravljenje ove podloge je u destilovanoj
vodi rastvarano 5 g I hidrolizata kazeina. Nakon sterilizacije 15 min na 121 °C, medijum je
kompletiran sa slede¢im komponentama (prikazane su finalne koncentracije): 1x koncentrovani
rastvor M9 soli, 1 % glukoza (w/v) (osim u sluéaju dodavanja drugog izvora ugljenika), 2 mM
MgSOQOs4, 0,25 mM CaCl;, 1 mM rastvor elemenata u tragovima (eng. Trace element solution,
(Schlegel, Kaltwasser et al. 1961) i 1 mM rastvor vitamina (sastav rastvora vitamina dat je u
prethodnom pasusu). Sterilisan stok rastvor M9 soli (5% koncentrovan rastvor) sadrzao je: 192 g 1*
NazHPO4x7 H20, 45 g I KH2PO4, 2,5 g It NaCl i 5 g It NH4CI u destilovanoj vodi.

3.4.2. Uslovi gajenja bakterijskih sojeva i indukcija ekspresije enzima lakaza i lipaza

Minimalni medijumi kori§¢eni su za kultivaciju sojeva kojima su za rast umesto bogate
hranljive podloge nudeni specificni izvori ugljenika, kao $to je 1 % maslinovo ulje (v/v). Takode, u
ovim podlogama gajeni su divlji i rekombinantni sojevi kojima je odgovaraju¢im reagensima
indukovana ekspresija Zeljenih enzima — lakaza i lipaza.

Ekspresija enzima lakaza u divljim sojevima podsticana je dodavanjem fenolnog jedinjenja
5 mM fenilsir¢etne kiseline, kao i 0,35 mM CuSOs (finalno) u kompletiran medijum, dok je za
indukciju ekspresije lipaza koris¢eno 1 % maslinovo ulje (finalno). Sojevi su gajeni 72 h na
temperaturi 30 °C, uz intenzivnu aeraciju na 180 obrt min™,

Dodavanjem antibiotika ampicilina (100 pug mI, finalno) u podloge vriena je selekcija sojeva
transformisanih pGEM-T Easy vektorima i rekombinantnim pRSET B vektorima, dok je kod
rekombinantnih pJB861 vektora dodavan kanamicin (30 pg ml?, finalno). Prekonoé¢na kultura
rekombinantnih sojeva razblaZivana je do 1 % u kompletiranim te¢nim medijumima, a gajenje se
odvijalo na temperaturi od 30 °C za Pseudomonas sp. sojeve i 37 °C za E. coli, uz intenzivnu aeraciju
na 180 obrt min do opticke gustine kulture od 0,5 na 540 nm (Pseudomonas sp.) i 600 nm (E. coli).
Nakon toga, drzani su 5 min na temperaturi od 4 °C. Indukcija ekspresije lakaza vrSena je dodavanjem
1 mM IPTG, finalno, dok je za indukciju lipaza koriS¢en rastvor 2 mM m-tolui¢ne kiseline u 70 %
etanolu (v/v), finalno. Gajenje je nastavljeno na temperaturi od 17 °C slede¢ih 48 h. Izolacija ukupnih
proteina iz bakterijskih kultura opisana je u odeljku 3.7.1.

3.4.3. Cuvanje i odrZavanje bakterijskih kultura

Za dugoro¢no ¢uvanje kultura pripremani su 20 % glicerolski stokovi. Divlji sojevi su preko
no¢i gajeni u LB podlozi, dok je za gajenje rekombinantnih sojeva bilo neophodno dodati
odgovaraju¢i antibiotik (odeljak 3.4.2). Prekono¢na kultura (0,8 ml) meSana je sa 0,2 ml sterilnog
80 % glicerola (v/v). Stokovi su ¢uvani na -80 °C. Za potrebe eksperimenata bakterijske kulture su
vadene iz stoka, zasejavane na ¢vrstu LA podlogu (uz odgovarajuéi antibiotik za rekombinantne
sojeve), inkubirane u toku noc¢i na odgovarajucoj temperaturi (30 °C za Pseudomonas sojeve i 37 °C
za E. coli sojeve) i Cuvane na temperaturi 4 °C. Presejavanje sojeva vrseno je u intervalima od dve
nedelje, u trajanju od nekoliko meseci. Nakon toga, sojevi su ponovo vadeni iz stokova na sveze
podloge.
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3.5. Molekularno bioloske metode
3.5.1. lzolacija ukupne DNK iz bakterijskih sojeva

Izolacija ukupne DNK iz bakterijskih sojeva radena je po metodi Nikodinovi¢ i saradnika
(Nikodinovic, Barrow et al. 2003). Ova metoda je razvijena najpre za bakterije roda Streptomyces, ali
se pokazala kao veoma efikasna za izolaciju DNK iz razli¢itih bakterijskih rodova. Celije su gajene
u LB medijumu preko no¢i na 30 °C uz aeraciju od 180 obrt min. Celijski talog dobijen
centrifugiranjem 5 min na 4000 x g (Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka)
resuspendovan je u rastvoru za lizu (0,3 M saharoza, 25 mM EDTA (eng. Ethylenediaminetetraacetic
acid) i 25 mM Tris-HCI pH 7,5) nakon ¢ega mu je dodato 2 U RNaze A (Fermentas, Voltam,
Masaéusets, SAD) i lizozim (Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD) u koncentraciji od 1 mg ml. Liza je
vrsena inkubiranjem 30 min na 37 °C. Potom je reakciji dodavana desetina njene zapremine
10 % (w/v) SDS (eng. sodium dodecyl sulfate) deterdzenta i 0,5 mg ml™* Proteinaze K (Fermentas,
Voltam, Masacusets, SAD). Inkubacija je nastavljena 90 min na 55 °C uz povremeno mesanje
inverzijom. Na kraju je dodavana tre¢ina zapremine reakcije 5 M NaCl 1 jedna zapremina hloroforma
(Lachner, Neratovice, Ceska) nakon &ega je uzorak inkubiran 30 min na 25 °C uz &estu inverziju.
Nakon centrifugiranja (20 min, 5000 x g, Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka) gornja,
vodena faza je prebacivana pipetom sa Sirokim vrhom u ¢istu epruvetu i dodavana je jedna zapremina
izopropanola (Macron Fine Chemicals™, VWR International, Radnor, Pensilvanija, SAD). DNK je
namotavana na zatopljenu Pasterovu pipetu, prebacivana u ¢istu epruvetu zapremine 1,5 ml i prana
70 % (v/v) etanolom. Nakon pranja i suSenja taloga, DNK je rastvarana u 10 % EB puferu (10 mM
Tris-HCI pH 8,5). Kvalitet i kvantitet izolovane DNK utvrdivani su spektroskopski o€itavanjem
Aozsor2s0 (NanoVue, GE Healthcare, Bakinhemsir, Engleska), kao i agaroznom gel elektroforezom
(odeljak 3.5.4).

3.5.2. lzolacija plazmida

Izolacija plazmida vrSena je iz 2 ml Celijske kulture transformisanih sojeva gajenih preko noc¢i
na 30 °C (Pseudomonas sp.) i 37 °C (E. coli) u teénoj LB podlozi s dodatkom odgovaraju¢ih
antibiotika (odeljak 3.4.2).

Plazmidna DNK izolovana je pomoc¢u QIAprep Spin Miniprep kita (QIAGEN, Hilden,
Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Za proveru uspesnosti izolacije plazmida koriS¢ena je metoda
agarozne gel elektroforeze (3.5.4). Izolovani plazmidi koriS¢eni su u metodama ligacije (3.5.5),
transformacije (3.5.7), restrikcione digestije (3.5.8) i sekvenciranja (3.5.9).

3.5.3. Sinteza DNK u lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) zasniva se na tri procesa
koji se sukcesivno ponavljaju (White 1997):

® in vitro denaturacija dvolan¢ane DNK matrice,

e hibridizacija (aniling od eng. annealing) prajmera sa matricom na o0snovu
komplementarnosti baza

e clongacija prajmera, odnosno umnozavanje ostatka ciljne sekvence aktivnos¢u DNK
polimeraze.
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Za umnozavanje gena Koji kodiraju lakazu iz divljih sojeva roda Pseudomonas koris¢eni su
izrodeni prajmeri 1 ,,touchdown* PCR metoda. U ovoj metodi se u prvih nekoliko ciklusa temperatura
povecava malo iznad pretpostavljene temperature hibridizacije, a onda sledi postepeno spustanje
(najcesce za 1 °C) u narednim ciklusima, sve do zadate ,,touchdown* temperature, na kojoj se odvija
slede¢ih 10 — 15 ciklusa (Don, Cox et al. 1991).

Sva umnozavanja su vrSena u reakcijama zapremine 50 ul na aparatu GeneAmp PCR System
2700 (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD). Koris¢eni prajmeri prikazani su u
Tabeli 5, a PCR programi u Tabeli 4.

Tabela 4. Programi koris¢eni za PCR

Gen Temperatura Vreme Faza reakcije Broj ciklusa
95°C 5 min Denaturacija DNK 1
95°C 30s
55°C 30s A=1°C* Umnozavanje DNK** 8

(svi slgj!f:/ziaroda [CS 1 min
Pseudomonas) 95 °C 30's
47 °C 30s Umnozavanje DNK 25
72°C 1 min
72 °C 5 min Finalna elongacija 1
95°C 2 min Denaturacija DNK 1
mcoCA3 iz »°C 15s
P. putida CA-3 55 °C 155 Umnozavanje DNK 35
i mcoKT iz
P. putida KT2440 72 °C 1 min
72°C 10 min Finalna elongacija 1
95°C 5 min Denaturacija DNK 1
95 °C 30s
cbp iz P. putida F6 55 °C 30s Umnozavanje DNK 35
72°C 30s
72°C 5 min Finalna elongacija 1
94 °C 3 min Denaturacija DNK 1
94 °C 25s
> ‘ﬁ%;z% 50 °C 155 UmnoZavanje DNK 35
72°C 7 min
72 °C 7 min Finalna elongacija 1
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95°C 2 min Denaturacija DNK 1

55°C 15s
lipA iz
P. chlororaphis 72°C 15s Umnozavanje DNK 35
B-561 )
72°C 10 min
72°C 5 min Finalna elongacija 1
95°C 7 min Denaturacija DNK 1
95°C 1 min
lipA iz
P. aeruginosa 55°C 30s Umnozavanje DNK 35
PAO1 )
72°C 1 min
72°C 5 min Finalna elongacija 1
95°C 3 min Denaturacija DNK 1
95°C 30s
plcB iz
P. aeruginosa 65 °C 30s Umnozavanje DNK 35
PAO1 )
72°C 1 min
72°C 5 min Finalna elongacija 1

*Koris¢ena je ,,touchdown* PCR metoda
**Pod umnozavanjem DNK se podrazumeva denaturacija DNK, aniling prajmera i
elongacija.

3.5.3.1. UmnoZavanje gena koji kodiraju lakaze

Geni koji kodiraju lakaze kod sojeva roda Pseudomonas iz laboratorijske kolekcije
umnozavani su upotrebom izrodenih prajmera PS LACF/PS LACR (Tabela 5) u ,,touchdown* PCR
metodi (odeljak 3.5.3). Specifi¢nim prajmerima CA3F/CA3R i KTF/KTR sa uvedenim restrikcionim
mestima BamHI i HindIII (Tabela 5) umnoZavana je lakaza kod sojeva P. putida CA3 i P. putida
KT2440. Za umnozavanje gena cbp i COpA iz soja P. putida F6 kori$¢eni su prajmeri CbpF/CbpR i
CopAF/CopAR sa restrikcionim mestima Nhel I HindIII (Tabela 5). Koris¢eni su KAPA Taq PCR
kit i KAPA Long Range HotStart PCR kit (odeljak 3.3).

KAPA Taq PCR reakciona smesa sadrzala je (prikazane su finalne koncentracije): 1x KAPA
Taq pufer, 1,5 mM MgCl», 1 uM svakog prajmera, 0,2 mM svakog nukleotida, 1 U Taq polimeraze
i 1 ng DNK matrice.

Gen copA je zbog svoje veli¢ine umnozavan KAPA Long Range HotStart DNK polimerazom
(0,625 U, finalno). Prajmeri su razblazeni do 0,5 uM, finalno. Ostale komponente PCR reakcione
smeSe rastvarane su u istim koncentracijama kao 1 u KAPA Taq PCR reakcijama, a program za
umnozavanje gena dat je u Tabeli 4.
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3.5.3.2. UmnoZavanje gena koji kodiraju lipaze

Upotrebom prajmera navedenih u Tabeli 5 umnoZzavani su geni za lipazu A (lipA 891 bp) iz
soja P. chlororaphis B-561, kao i lipazu A (lipA 936 bp) i fosfolipazu C (plcB, 987 bp) iz soja
P. aeruginosa PAO1. PCR reakcije su pripremane na isti nacin kao i reakcije za umnozavanje lakaza
u skladu sa uputstvima proizvodaca kitova (odeljak 3.5.3.1), a programi koris$¢eni za umnozavanje
ovih gena su prikazani u Tabeli 5.

3.5.4. Agarozna gel elektroforeza

Izolovani plazmidi (odeljak 3.5.2), ukupna DNK iz bakterijskih sojeva (odeljak 3.5.1), PCR
proizvodi (odeljak 3.5.3) i proizvodi restrikcione digestije (odeljak 3.5.8) analizirani su
horizontalnom elektroforezom na (0,8 % — 1 % w/v) agaroznim gelovima pripremanim u TBE puferu
(TBE od Tris, Borna kiselina, EDTA). Za pripremu TBE pufera slede¢e komponente rastvorene su u
destilovanoj vodi: 10,9 g It TRIS, 5,56 g I borne kiseline i 0,93 g I EDTA. Etidijum bromid,
interkaliraju¢i agens za fluorescentno obelezavanje nukleinskih kiselina, dodavan je u gel za
elektroforezu u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg ml™. Elektroforetsko razdvajanje vrseno je pri
konstantnom naponu elektri¢nog polja od 8 V po duznom centimetru gela.

Veli¢ina DNK fragmenata je odredivana poredenjem njihove elektroforetske pokretljivosti sa
pokretljivos¢u standarda poznate molekulske mase. Kao markeri molekulskih veli¢ina kori§¢eni su:
100 bp DNA ladder (100 — 3000 bp) i 1 kb DNA ladder (250 — 10000 bp) od proizvoda¢a NIPPON
Genetics EUROPE GmbH (Diren, Nemacka), peqGOLD 100 bp DNA-Ladder Plus (100 — 3000 bp)
od proizvoda¢a VWR International (Radnor, Pensilvanija, SAD), GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder
(75 — 20000 bp) od proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Voltam, Masacusets, SAD).

Razdvajanje uzoraka praceno je kretanjem fronta indikatorske boje (bromfenol plava), a
detekcija uzoraka na gelu vrSena je osvetljavanjem gela ultraljubiCastom svetloS¢u talasne duzine
260 nm na aparatu BioDoc Analyze (Biometra, Getingen, Nemacka).

3.5.5. Ligacija DNK fragmenata

Spajanje umnozenih DNK fragmenata i Zeljenih vektora posredstvom enzima ligaze u
odgovaraju¢em puferu predstavlja proces ligacije, veoma vazan korak u molekularnom kloniranju,
odnosno kreiranju rekombinantne DNK. U ovom radu koriS¢eni su vektor za direkciono kloniranje
pGEM-T Easy i ekspresioni vektori pRSET B i pJB861, opisani u odeljku 3.2. PCR proizvodi i DNK
fragmenti dobijeni tretiranjem restrikcionim enzimima analizirani su agaroznom gel elektroforezom.
Ukoliko su fragmenti odgovarali ocekivanim veli¢inama, isecani su Cistim o$trim skalpelom iz
agaroznog gela i pre¢iS¢avani QIAEX II Gel Extraction kitom (QIAGEN, Hilden, Nemacka) u skladu
sa uputstvom proizvodaca. Vektori i preciS¢eni fragmenti su prvo odvojeno inkubirani 5 min na
50 °C, zatim ostavljani 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga je ligaciona smeSa sa vektorom,
prec¢is¢enim fragmentom i enzimom ligazom u puferu inkubirana 1 h na 25 °C, a zatim preko no¢i na
4°C.

Proces ligacije bitan je i kod prebacivanja Zeljenih gena iz vektora za direkciono kloniranje
(pPGEM-T Easy) u ekspresioni vektor (pPRSET B ili pJB861). Nakon isecanja fragmenta od interesa
iz vektora restrikcionim enzimima (odeljak 3.5.8), vrSena je priprema ekspresionog vektora —
linearizacija i defosforilacija slobodnih krajeva vektora FastAP alkalnom fosfatazom (Thermo Fisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) po uputstvu proizvodaca. Ovaj korak neophodan je kako bi se
umanjila moguénost intramolekulske ligacije samog vektora. Vektori 1 fragmenti su prvo inkubirani
5 min na 50 °C, zatim 5 min na sobnoj temperaturi. Ligacija pripremljenog pRSET B, odnosno
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pJB861 vektora i fragmenta sa kompatibilnim krajevima vrsena je pomocu T4 ligaze (Promega,
Medison, Viskonsin, SAD), reakcija je inkubirana 1 h na 25 °C i preko no¢i na 4 °C.

Ligacione smeSe su nakon inkubacije na 4 °C procesom transformacije ubacivane u
odgovarajuce Celije (odeljak 3.5.6). Konstrukti (Tabela 2, odeljak 3.2) su nakon izolacije iz
transformisanih sojeva proveravani restrikcionom analizom (odeljak 3.5.8) i sekvenciranjem (odeljak
3.5.9).

3.5.6. Priprema kompetentnih ¢elija

U ovom radu su za transformaciju koriséene tri vrste hemijski kompetentnih ¢elija: E. coli
DH5a, E. coli XL10 GOLD i E. coli BL21[DE3] (Tabela 1). Elektrokompetentne P. putida KT2440
¢elije pripremane su za eksperimente transformacije po izmenjenom protokolu (Choi, Kumar et al.
2006).

Komercijalne ultrakompetentne celije E. coli XL10 GOLD sa najvecom efikasnos¢u medu
hemijski kompetentnim ¢elijama, upotrebljavane su u zahtevnijim eksperimentima transformisanja
¢elija velikim plazmidima. Kompetentne E. coli DHS5a ¢elije koris¢ene su za propagaciju
rekombinantnih pGEM-T Easy plazmida sa uba¢enim genima za lakazu i lipazu, dok su za ekspresiju
rekombinantnih proteina koris¢ene E. coli BL21[DE3] ¢elije (Tabela 1).

E. coli DH5a i BL21[DE3] ¢elije pripremane su gajenjem u LB medijumu na 37 °C uz
intenzivnu aeraciju od 180 obrt min™, do opti¢ke gustine kulture od 0,5 na 600 nm (Hanahan 1983).
Nakon toga je ¢elijski rast zaustavljan hladenjem kulture (10 min, 4 °C). Ohladena kultura je talozena
(20 min, 3000 x g, 4 °C, Sorvall SS34, RC-5B Super Speed Centrifuge; Du Pont Instruments, Delaver,
SAD) i ¢elije iz taloga su resuspendovane u istoj zapremini hladnog 0,1 M CaCl i inkubirane 15 min
na ledu. Nakon inkubacije, ¢elije su centrifugirane (10 min, 3000 x g, 4°C, Sorvall SS34, RC-5B
Super Speed Centrifuge; Du Pont Instruments, Delaver, SAD), resuspendovane u 3 ml hladnog 20 %
(v/v) glicerola i 0,1 M CaClz i inkubirane 15 min na 4 °C. Tretiranje sa CaCl: je vrSeno da bi se u
plazmidne DNK za celijsku membranu. Po zavrSenoj inkubaciji, ¢elije su podeljene u alikvote
zapremine 50 pl koji su trenutno zamrzavani u te¢nom azotu i ¢uvani na -80°C do kori$¢enja.

3.5.7. Transformacija kompetentnih celija

Za proces transformacije, hemijski kompetentne E. coli ¢elije (Cuvane na -80 °C) otapane su
postepeno na 4 °C. Alikvotu kompetentnih ¢elija zaremine 50 pl dodavano je 2 pl ligacione smese ili
1 pl rekombinantnog plazmida (odeljak 3.5.5) i reakcija je inkubirana 30 min na 4 °C. Pre dodavanja
ligacione smeSe XL.10-Gold ultrakompetentne ¢elije su po uputstvu proizvodaca inkubirane 15 min
na 4 °C sa 2 pl B-merkaptoetanola. Inkubacija i svi dalji koraci do zasejavanja vrieni su u Falcon®
(Korning, Njujork, SAD) epruvetama sa zaobljenim dnom i dvostepenim zatvaracem podeSenim za
gajenje u aerobnim uslovima, zapremine 14 ml. Nakon toga, ¢elije su izlagane termickom stresu:
45 s na 42 °C, zatim 2 min na 4 °C, a nakon toga ,,0zivljavane* dodavanjem 0,95 ml neselektivnog
bogatog medijuma i inkubirane na 37 °C, uz intenzivnu aeraciju meSanjem na orbitalnom Sejkeru
(200 obrt min™) u trajanju od 1 — 2 h (1 h za XL10-Gold, 2 h za DH50. i BL21[DE3]). Nakon gajenja,
¢elije su obarane u centrifugi 15-20 s na 5 000 x g, 25 °C (Eppendorf Centrifuge 5415 D, Hamburg,
Nemacka), nezno resuspendovane u ~0,2 ml sveze hranljive podloge i utrljavane u selektivne
podloge. Rekombinantni sojevi sa pPGEM-T Easy vektorom su zasejavani na selektivne LA podloge
sa dodatkom ampicilina (100 ug ml2, finalno), IPTG (1 mM, finalno), X-Gal (40 pug ml?, finalno)),
dok su sojevi sa pRSET B vektorom zasejavani na LA podloge sa dodatim ampicilinom
(100 ug ml, finalno). Zasejane podloge su inkubirane na 37 °C preko no¢i. Efikasnost transformacije
bila je od 10° - 10" transformanata po 1 ug DNK.
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Rekombinantni pJB861 vektori su zbog svoje velic¢ine elektroporacijom ubacivani u
elektrokompetentne P. putida KT2440 ceije. Elektroporacija je vrSena u specijalnoj kiveti sa Sirinom
od 0,1 cm (BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD) na elektroporatoru (Gene Pulser, BioRad, Hercules,
Kalifornija, SAD) pri slede¢im parametrima: 1,2 kV, 25 mF, 200 Q (Chen, Yang et al. 2010). Ovaj
princip podrazumeva primenu elektroSoka na cCelije kako bi se povecala propustljivost ¢elijske
membrane, odnosno povecala efikasnost ulaska plazmida. Nakon transformacije elektroporacijom,
¢elijama je dodavano 0,95 ml bogate hranljive podloge. Gajenje je nastavljeno na 30 °C, u uslovima
intenzivne aeracije, u trajanju od 2 h. Selekcija transformanata vr$ena je na hranljivim LA podlogama
sa dodatkom antibiotika kanamicina (30 pg ml, finalno), na 30 °C, do pojave vidljivih kolonija.

3.5.8. Restrikciona analiza plazmida

Odabrane kolonije sojeva sa rekombinantnim vektorima zasejavane su u te¢ni LB medijum,
a selektivni pritisak vrSen je dodavanjem odgovarajuceg antibiotika (odeljak 3.4.2). Plazmidi su
izolovani iz prekono¢nih kultura gajenih na 30 °C (Pseudomonas sp.) ili 37 °C (E. coli), uz mesanje
na orbitalnom Sejkeru od 180 obrt min™. Izolovani plazmidi (odeljak 3.5.2) analizirani su
restrikcionom digestijom. Koris¢eni su komercijalni restrikcioni enzimi i odgovarajuéi puferi, a
koli¢ina enzima, pufera i temperatura inkubacije su odredivani prema savetu proizvodaca.
Restrikcioni enzimi kori§é¢eni u ovom radu su:

EcoRI (prepoznaje sest nukleotidnih parova G?AATTC)
BamHI (prepoznaje sest nukleotidnih parova G*GATCC)
HindlIll (prepoznaje sest nukleotidnih parova A*AAGCTT)
Kpnl (prepoznaje sest nukleotidnih parova GGTAC”C)
Notl (prepoznaje osam nukleotidnih parova GC*"GGCCGC)
Nhel (prepoznaje sest nukleotidnih parova G?"CTAGC)

Analiza restrikciono iseCenih plazmida i1 fragmenata vrSena je metodom agarozne gel elektroforeze
(odeljak 3.5.4).

3.5.9. Sekvenciranje DNK

Sekvenciranje DNK vrSeno je na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
Siti, Kalifornija, SAD), uz upotrebu komercijalnog kita za sekvenciranje BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD). Sekvencirani su preé¢is¢eni
fragmenti dobijeni PCR-om, koji odgovaraju veli¢ini umnoZavanog gena, kao i pre¢iséeni plazmidi
sa ukloniranim fragmentima. PCR fragmenti zeljene veli¢ine isecani su sterilnim skalpelom iz
agaroznog gela i precis¢avani QIAEX II Gel Extraction kitom (QIAGEN, Hilden, Nemacka) po
uputstvu proizvodaca, dok su plazmidi preciS¢avani po proceduri iz odeljka 3.5.2. Proces
sekvenciranja zapoc€injao je PCR reakcijom u kojoj su koris¢eni prajmeri kojim je dati gen umnozen
(u sluc¢aju PCR fragmenta), i univerzalni M13 i T7 prajmeri koji se vezuju za ta¢no utvrdena mesta
na plazmidu. Svi prajmeri su razblazeni do koncentracije 3,2 pmol.

Reakciona smesa za sekvenciranje (8 pl) sadrzala je: ,,Ready Reaction Mix“ (3 pl), prajmer
kojim je vrSeno sekvenciranje (koncentracije 3,2 pmol) i DNK koja se sekvencira (1 — 2 ng na
100 bp ukoliko se sekvencira PCR proizvod, odnosno 150 — 300 ng plazmida). Prvi korak
sekvenciranja raden je na PCR aparatu (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems, Foster
Siti, Kalifornija, SAD) koriS¢enjem slede¢eg programa:
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e 1 ciklus inicijalne denaturacije (1 min, 96 °C)
e 25 ponovljenih ciklusa: 1) denaturacija DNK matrice (10 s, 96 °C)
2) hibridizacija prajmera i jednolan¢ane DNK matrice
(55,55 °C)
3) elongacija (4 min, 60 °C).

Nevezani obelezeni nukleotidi uklanjani su dodavanjem 40 pl rastvora A (1,2 ml 3 M natrijum
acetata (pH 5,2), 25 ml 96 % (v/v) etanola i 5,8 ml destilovane vode) i centrifugiranjem 10 min,
10 000 x g, 25 °C (Eppendorf Centrifuge 5415 D, Hamburg, Nemacka). Nakon odlivanja
supernatanta talog je ispiran sa 200 pl 70 % (v/v) etanola i centrifugiran (10 min, 10 000 x g,
Eppendorf Centrifuge 5415 D, Hamburg, Nemacka). Po odlivanju supernatanta korak ispiranja
ponavljan je jo§ jednom. Talog je susen i rastvaran u 25 pl formamida (Hi-Di Formamide, Applied
Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD).

Analiza sekvenci radena je na aparatu Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
programom SeqAnalyzer, u okviru softverskog paketa samog uredaja.

3.6. Bioinformaticki alati

U ovom radu bioinformaticki alati su koriS¢eni za analizu sekvenci na osnovu kojih su
napravljeni prajmeri za umnoZzavanje gena od interesa u sojevima roda Pseudomonas iz laboratorijske
kolekcije (odeljak 3.6.3), ali i za konsolidaciju podataka dobijenih sekvenciranjem genoma divljeg
soja P. putida F6 (odeljak 3.6.2).

3.6.1. In silico analiza sekvenci za lakaze kod sojeva roda Pseudomonas

U proteinskoj bazi podataka UniProt (http://www.uniprot.org/) pretrazivane su
aminokiselinske sekvence proteina sa pretpostavljenom funkcijom lakaza. Analizirane su sekvence
12 sojeva roda Pseudomonas: P. putida BIRD-1, P. putida CSV86, P. putida DOT-T1E, P. putida
F1, P. putida GB-1, P. putida HB3267, P. putida KT2440, P. putida ND6, P. putida S16, P. putida
W619, P. fulva 12-X i Pseudomonas sp. TJI_51. Pristupni brojevi ovih sekvenci u NCBI bazi
podataka su slede¢i: ADRS58365.1, EKX83191.1, AFO46658.1, ABQ76832.1, ABY96581.1,
AGAT71637.1, AAN66249.1, AFK70163.1, AEJ11201.1, ACA75026.1 AEF23770.1 i EGB99140.1.
Za analizu sekvenci kori$c¢eni su softverski alati Evropskog instituta za bioinformatiku (EMBL-EBI):

e EMBOSS Backtranseq (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/)
za prevodenje aminokiselinskih sekvenci u nukleotidne,

e Emboss Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/),

e C(ClustalQ (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), kao i

e ClustalX 2.1 (https://clustalx.software.informer.com/2.1/) za poravnanje nukleotidnih
i aminokiselinskih sekvenci.

Obrada i preklapanje sekvenci gena dobijenih u ovom radu metodom DNK sekvenciranja
(odeljak 3.5.9) vrSena je u DNA Star SeqMan Pro softveru (DNASTAR Inc., Medison, Viskonsin,
SAD), a pretrazivanje slicnih sekvenci deponovanih u GeneBank bazi podataka radeno je u programu
BLAST (eng. Basic Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi)
dostupnom na NCBI serveru.
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3.6.2. Analiza sekvence genoma P. putida F6

Sekvenciranje genoma divljeg soja P. putida F6 Illumina NGS (eng. Next-generation
sequencing) tehnologijom (Illumina, Inc., San Dijego, Kalifornija, SAD) uradeno je usluzno u
kompaniji Microbes NG (Birmingem, Engleska).

Analiza sekvence genoma ovog soja vrsena je u MEGA 7 programu (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (https://www.megasoftware.net/home). Za dobijanje informacija o potencijalnim
funkcijama ocitanih gena koris¢en je PROKKA softver (Seemann 2014). Nukleotidne sekvence
prevodene su u aminokiselinske u EMBOSS Backtranseq programu, poravnanje sekvenci je uradeno
u ClustalQ alatu, a pomoc¢u programa MOTIF (https://www.genome.jp/tools/motif/) i Conserved
Domains Tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure//cdd/wrpsb.cgi) vrSeno je pretrazivanje
motiva i oCuvanih proteinskih domena odgovornih za zauzimanje strukture enzima lakaze. U
PDBsum bazi podataka koja sadrzi sve 3D makromolekulske strukture deponovane u PDB
proteinskoj bazi (eng. Protein Data Bank) analizirane su aminokiselinske sekvence dobijene u ovom
radu i pretrazivane slicne 3D proteinske strukture (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-
bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html).

3.6.3. Dizajniranje prajmera

Podaci dobijeni bioinformatickom analizom sekvenci opisanom u odeljku 3.6.1 koris¢eni su
za dizajniranje prajmera za umnozavanje gena koji kodiraju lakaze i lipaze u sojevima roda
Pseudomonas iz laboratorijske kolekcije. Kreirana su dva tipa prajmera — izrodeni i specifi¢ni.
Izrodeni prajmeri predstavljaju kombinaciju razli¢itih oligonukleotida koji na odredenim pozicijama
poseduju razli¢ite nukleotide, te obezbeduju umnozavanje gena iz srodnih sojeva koji imaju sli¢nu,
ali ne i identi¢nu nukleotidnu sekvencu, ili onih gena za koje su u bazama podataka dostupne samo
aminokiselinske sekvence (Kwok, Chang et al. 1994).

Specifiénim prajmerima za umnozavanje gena koji kodiraju lakazu u sojevima P. putida
CA-3 i P. putida KT2440 dodata su mesta koja prepoznaju restrikcioni enzimi, kao i signal za
poliadenilaciju, Sto prevedenom proteinu omogucéava olakSano preciS¢avanje na koloni (odeljak
3.7.7.2).

Zbog nedovoljne koli¢ine informacija u pretrazenim bazama podataka o lakazama iz soja P.
putida F6, specificni prajmeri za umnozavanje ovih gena su napravljeni sistematizacijom rezultata
proisteklih iz softverske analize:

1) N-terminalne sekvence precis¢enog proteina odeljak (3.7.7) bioinformatickim alatima
UniProt, EMBOSS Backtranseq, BLAST, ClustalQ
2) sekvence genoma ovog soja (odeljak 3.5.1 1 3.6.2).

Ovim specifiénim prajmerima takode su dodata restrikciona mesta radi kloniranja gena u ekspresioni
vektor, kao i signal za poliadenilaciju.

Specifi¢ni prajmeri za umnozavanje lipaza napravljeni su na osnovu sekvenci gena koji
kodiraju lipazu A (AAG06250) i fosfolipazu C (AAG03416.1) iz soja P. aeruginosa PAOL, kao i
lipazu A iz P. chlororaphis PA23 (AIC17768.1), takode preuzetih iz UniProt baze podataka.

Analiza svih napravljenih prajmera na potencijalno formiranje dimera i struktura ukosnica
izvrSena je u OligoAnalyzer programu (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Za sekvenciranje
fragmenata ukloniranin u pGEM-T Easy i pRSET B vektore koriS¢eni su univerzalni M13 i T7
prajmeri. Svi prajmeri upotrebljeni u ovom radu prikazani u Tabeli 5.
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Tabela 5. Sekvence prajmera kori$¢enih u ovom radu

Naziv Sekvenca (5’ — 3°) i restrikciono mesto Referenca
PS_LACF1 ATGAGTGRCCTGRCBCAG ovaj rad
PS_LACR1 GCGGNTCCAGCCASACCARSGA

PS_LACF2 ATGAGTGACCTGACGCAGGCGTTGCT

PS_LACR2 CTAGCGCGGGTCCAGCCAGACCAACGA ovaj rad
CA3F TAACAGGATCCGAGTGGCCTGACTCAGG (BamHI)

CA3R TAATTAAGCTTTTGCGGTTCCAGCCAGAC (Hindlll) ovaj rad
KTF TAACAGGATCCGAGTGACCTGACGCAGG (BamHI) ovaj rad
KTR TAATTAAGCTTGCGCGGGTCCAGCCAGAC (HindlI)

CopAF TAACAGCTAGCATGTCGCATGATGATTTTCGT (Nhel) ovaj rad
CopAR TAATTAAGCTTTTCGTCGACCCTCACCGTGCG (HindlIl)

CbpF TAACAGCTAGCATGACTCACCATTCCGAAGAC (Nhel) ovaj rad
CbpR TAATTAAGCTTAGCCGCCATGGCGCTGCAGCT (HindlIl)

B561lipAF TATAGCGGCCGCATGTCCCAAGAGCTTGCCACG (Notl) ovaj rad
B561lipAR TAACGGTACCCTATACCCCCGCCGCCTTCAAC (Kpnl)

PAOL_lipAF TATAGCGGCCGCATGAAGAAGAAGTCTCTGCTCC (Notl) ovaj rad
PAOL_lipAR TAACGGTACCCTACAGGCTGGCGTTCTTCAGG (Kpnl)

PAOL plcBF TATAGCGGCCGCATGAAAACCTTCGCCC (Notl) ovaj rad
PAO1_plcBR TAACGGTACCTCAGAGAGCAGTCGGTGCATCG (Kpnl)

M13 nizvodni (-20) GTAAAACGACGGCCAGTG (Messing
M13 uzvodni CAGGAAACAGCTATGAC 1983)
T7 nizvodni TAATACGACTCACTATAGGG Invitrogen,
T7 uzvodni GCTAGTTATTGCTCAGCGG Nemacka
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3.6.4. Statisticka obrada i analiza podataka

U cilju ispitivanja statisticki znacajnih razlika u enzimskoj aktivnosti divljih sojeva roda
Pseudomonas korisc¢en je program za obradu statisti¢kih podataka IBM SPSS Statistics, V21.0. (IBM
Corp, Armank, Njujork). Rezultati koji su poredeni dobijeni su iz tri nezavisna
eksperimenta enzimske oksidacije ABTS supstrata izvedena pod istim uslovima (odeljak 3.7.9.2).
ViSestruka poredenja vrSena su jednofaktorskom analizom varijanse, odnosno ANOVA testom (eng.
one-way ANOVA (eng. analysis of variance)) koji poredi proseke tri nezavisne grupe, ili veceg broja
grupa. Vrednosti za koje je p < 0,05 smatrane su statisticki znacajnim. S obzirom na ¢injenicu da je
ANOVA test pokazao statisticki znacajne korelacije, uradena je post hoc korekcija. U ovom radu
koris¢en je Bonferoni post hoc test koji smanjuje verovatno¢u da se statistiCka znacajnost rezultata
uveca svakim novim merenjem.

3.7. Biohemijske i analiticke metode

3.7.1. lzolacija ukupnih proteina iz bakterijskih kultura

Divlji sojevi bakterija gajeni su u MSM minimalnom te¢nom medijumu 72 h na 30 °C uz
mesanje od 180 obrt min™ u orbitalnom Sejkeru, nakon ¢ega je merena apsorbancija kultura na
540 nm (Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences, Bakinghemsir, Engleska). Bakterijske kulture
su centrifugirane (10 min, 4500 x g, 4 °C, Sorvall GS3, RC-5B Super Speed Centrifuge; Du Pont
Instruments, Delaver, SAD), nakon ¢ega je odliven te¢ni deo — supernatant i cuvan na 4 °C do
upotrebe. Talozi su oprani i resuspendovani u odgovaraju¢oj zapremini (1/100) 20 mM natrijum-
fosfatnog pufera pH 7,4. Ova suspenzija je inkubirana sa 1 mg ml™? lizozima 45 min na 37 °C uz
mesanje od 150 obrt min™! u orbitalnom $ejkeru. Nakon toga je upotrebom zvuéne energije sonikatora
(Soniprep 150, MSE (UK) Ltd., Engleska) dodatno podsticano razbijanje ¢elijskih membrana, 1 to na
sledec¢i nain: 3 pulsa od po 15 s na 20 kHz, sa pauzom od 15 s izmedu svakog pulsa. Dobijeni
homogenat je centrifugiran 40 min, 20 817 x g, na 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5417 R, Hamburg,
Nemacka) i nakon toga izdvojen je te¢ni deo — éelijski ekstrakt. Celijski esktrakt je frakcija koja
predstavlja skup svih unutarcelijskih proteina datog soja, dobijena disrupcijom celijske membrane.
Ukoliko su supernatanti i Celijski ekstrakti testirani istog dana, ¢uvani su na 4 °C, u suprotnom,
zamrzavani su na -20 °C do kori$¢enja.

Rekombinantni sojevi gajeni su u minimalnom medijumu uz dodatak odgovarajucih inducera
ekspresije lakaza ili lipaza (odeljak 3.4.3). Nakon toga su centrifugirani 10 min, 3000 x g (Eppendorf
Centrifuge 5804, Hamburg, Nemacka). Za pripremu celijskih ekstrakata sojeva sa rekombinantnim
pRSET B vektorima za preci§¢avanje lakaze metodom hromatografije (odeljak 3.7.6.2) koriScen je
pufer za lizu koji je sadrzao: 50 mM NaH2PO4, pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol i lizozim u
koncentraciji 1 mg ml™. Smese su inkubirane 30 min na 37 °C, a korak sonikacije, kao i svi dalji
koraci pripreme Celijskog ekstrakta potpuno su isti kao kod divljih sojeva. 1zolacija ukupnih proteina
u sojevima sa rekombinantim lipazama nije se razlikovala od procedure kod divljih sojeva.

3.7.2. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u uzorcima

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odredivana je metodom po Bradfordu (Bradford
1976), koja se zasniva na upotrebi bojenog reagensa Quick Start™ Bradford 1x Reagent (BioRad
Laboratories, Kalifornija, SAD). Za odredivanje koncentracije proteina, u 1 ml bojenog reagensa
dodavano je 20 ul smeSe ukupnih proteina nepoznate koncentracije. Slepa proba je umesto proteina
sadrzala samo 20 pl pufera u kome su rastvareni proteini. Nakon inkubacije od 10 min na 25 °C
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merena je apsorbancija na 595 nm (Asgs, Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences, Bakinghemsir,
Engleska). Koncentracija proteina je odredivana na osnovu standardne krive koja predstavlja odnos
poznatih koncentracija proteinskog standarda (BSA, od eng. Bovin Serum Albumine) i odgovarajuéih
Asos vrednosti.

3.7.3. Koncentrovanje ukupnih proteina

Koncentrovanje proteina vrSeno je Microcon sistemom (Merck Millipore, Darmstat,
Nemacka) sa membranom koja zadrzava i koncentruje proteine veée od 10 kDa. Na filter jedinicu sa
membranom nanoseno je 0,5 ml uzorka, nakon ¢ega je ona postavljana u tubicu za sakupljanje
teCnosti zapremine 1,5 ml, zatvorena i centrifugirana 25 min, 10 000 x g, na 4 °C (Eppendorf
Centrifuge 5417 R, Hamburg, Nemacka), po upustvu proizvodaca. Potom je tubica sa sakupljenom
te¢nos¢u odbacivana, dok je filter jedinica sa ukoncentrovanim uzorkom pazljivim okretanjem na
drugu stranu postavljana u novu tubicu, tako da se te¢nost sliva u nju. Tubice sa ukoncentrovanim
uzorcima centrifugirane su 3 min, 1 000 x g, na 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5417 R, Hamburg,
Nemacka). Nakon svakog koncentrovanja proveravana je koncentracija proteina (odeljak 3.7.2) i po
potrebi, postupak je ponavljan.

Koncentrovanje vecih koli¢ina proteina, za potrebe preciscavanja, radeno je najpre pod
vakuumom, sa serijom filtera, odnosno celuloznih membrana sa porama reda veli¢ine 0,8 pm, 0,45
pm i 0,2 um (Millipore, Darmstat, Nemacka). Nakon toga, uzorci su koncentrovani u Amicon aparatu
za ultrafiltraciju sa magnetom i membranom od regenerisane celuloze koja zadrzava proteine vece od
10 kDa (Millipore, Darmstat, Nemacka). Koncentrovanje je vrSeno na ledu, uz konstantno mesSanje
na magnetnoj mesalici (Corning PC-610 Stirrer, Corning Inc., Korning, Njujork, SAD). Kao dodatni
korak u odsoljavanju koncentrovanih uzoraka raden je postupak dijalize (odeljak 3.7.5).

3.7.4. TaloZenje proteina amonijum-sulfatom

TaloZenje proteina dodavanjem neorganskih soli je metoda koja se koristi u prvim koracima
preciS¢avanja proteina. Soli odstranjuju molekule vode sa povrSine molekula proteina i na taj nacin
omogucéavaju se interakcije medu njegovim nepolarnim delovima. Proteini iz rastvora prelaze u
agregate koji su dovoljno veliki da se lako mogu odvojiti centrifugiranjem.

Celijski ekstrakt soja P. putida F6 pripremljen po proceduri opisanoj u odeljku 3.7.1.
Talozenje proteina od interesa vrseno je sa (NH4)2SO4 (Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD). Na osnovu
zapremine Celijskog ekstrakta preracunato je koliko je potrebno dodati (NH4)2SO4 da bi se postiglo
zasi¢enje od 30 % (Wingfield 2001). Sud u kome je vrSeno taloZenje proteina bio je postavljen na
magnetnu mesalicu (IKA® C-MAG HS7, Tka Works Inc., Staufen im Brajsgau, Nemacka) i
(NH4)2S04 je postepeno dodavan u ¢elijski ekstrakt u malim koli¢inama, a nakon dodavanja inkubiran
30 min na 4 °C. Ova suspenzija je nakon toga centrifugirana 20 min, 1620 x g, 25 °C (Eppendorf
Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka) 1 supernatant je odvojen od taloga. Odvojeni su takode 1
alikvoti za testiranje aktivnosti enzima (odeljak 3.7.9.2). Supernatant je podvrgnut daljem taloZenju
sa (NH4)2S04 kako bi se postiglo zasi¢enje od 60 %. Nakon dodavanja celokupne koli¢ine (NH4)2SOs,
uzorak je ostavljen da se inkubira 1 h na 4 °C. Nakon toga, uzorak je centrifugiran 20 min, 1620 x g,
na 25 °C (Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka) i supernatant je ponovo odvojen od
taloga. Uzeti su alikvoti za odredivanje aktivnosti enzima u rastvorenom talogu i u supernatantu.
Supernatant je dalje podvrgnut talozenju kako bi se postiglo zasi¢enje od 80 %. Nakon talozenja,
uzorak je inkubiran 2 h na 4 °C, pa centrifugiran 20 min, 1620 x g, na 25 °C (Eppendorf Centrifuge
5804R, Hamburg, Nemacka), nakon ¢ega su uzeti alikvoti za odredivanje aktivnosti enzima.
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3.7.5. Dijaliza: odvajanje proteina od malih molekula

Za uklanjanje viska soli nakupljenih nakon taloZenja i koncentrovanja proteina, vrSen je
proces dijalize. Uzorci sa proteinima od interesa su sipani u celuloznu membranu za dijalizu
odgovarajuce duzine (~15 cm), precnika 10 mm i veli¢ine pora koje ne propustaju proteine vece od
14 kDa (Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD). Membrana za dijalizu je pre upotrebe pripremana po
slede¢em postupku: kuvanje 10 min u rastvoru 2 % natrijum-bikarbonata i 1 mM EDTA; temeljno
ispiranje destilovanom vodom, kuvanje 10 min u ImM EDTA; hladenje. Ukoliko nisu odmah
upotrebljavane, membrane za dijalizu ¢uvane su u rastvoru 1 mM EDTA, na 4 °C, do godinu dana.
Dijaliza je vrSena preko no¢i na 4 °C, u sudu zapremine 2 1, sa 20 mM natrijum-fosfatnim puferom
pH 7,4 u kom se nalazila membrana za dijalizu sa uzorkom, pricvrs¢eno sa obe strane plasticnim
klemama da uzorak ne bi iscureo. Sud je bio postavljen na magnetnu mesalicu, radi konstantnog
mesSanja pufera. Nakon ovog postupka uzorak je bio spreman za proveru poliakrilamidnom gel
elektroforezom.

3.7.6. Razdvajanje proteina poliakrilamidnom gel elektroforezom

Razdvajanje proteina nakon izolacije vrSeno je vertikalnom gel elektroforezom na osnovu
molekulske mase, odnosno njihove razli¢ite pokretljivosti u elektricnom polju. Takode, ovim vidom
elektroforeze ispitivana je Cistoc¢a (homogenost) izolovanog proteina u svim fazama precis¢avanja
proteina (odeljak 3.7.7).

Poliakrilamidna gel elektroforeza (eng. Polyacrylamide gel electrophoresis) radena je u gelu
koji se priprema polimerizacijom akrilamida i N,N’-metilen-(bis)akrilamida u odnosu 29:1 (oba od
proizvodaca Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD). Pravljen je diskontinuiran sistem gelova, koji se
sastojao iz gela za koncentrovanje i gela za razdvajanje, ¢ija je veli¢ina bila 10 x 8 cm, debljina
0,75 mm, a kapacitet — 10 uzoraka. Kori§¢eni su reagensi amonijum-persulfat i tetrametiletilendiamin
(TEMED) od proizvoda¢a Amersham, Upsala, Svedska, i aparatura za vertikalnu elektroforezu firme
Hoefer (Hoefer Mighty Small I, Amersham Pharmacia Biotech AB, Kalifornija, SAD).

3.7.6.1. Nativna poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

U ovom radu poliakrilalamidnom gel elektroforezom bez denaturiSucih agenasa ispitivano je
kretanje proteina u njihovoj nativnoj konformaciji, a metodom zimografije (odeljak 3.7.9.4)
ispitivana je njihova aktivnost. Gel za koncentrovanje je sadrzao slede¢e komponente u finalnoj
koncentraciji: 5 % akrilamid/bisakrilamid, 0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,05 % amonijum-persulfat,
0,04 % TEMED. U gelu za razdvajanje koncentracija akrilamida je bila finalno 10 %, a pufer je bio
0,38 M Tris-HCI pH 8,8, uz 0,05 % amonijum-persulfat i 0,04 % TEMED. Gel za razdvajanje je
nalivan do 3/4 zapremine ploca/sistema, ostavljan 30 min na 25 °C da polimeriSe, a zatim je u ostatak
prostora nalivan gel za koncentrovanje koji je takode ostavljan da polimeriSe. Pufer za uzorke pravljen
u odnosu 1:3 (pufer : uzorak) sadrzao je: 60 % glicerol, 150 mM Tris HCI pH 6,8 i 0,001 %
indikatorsku boju bromfenol plavo. Kao markeri za poznate veli¢ine proteina kori$é¢eni su Rainbow
RPN756, 12 — 225 kDa (Amersham Biosciences, Bakinghemsir, Engleska), BlueStar Prestained
Protein Marker, 10 — 180 kDa (NIPPON Genetics, Japan) i ExcelBand 2-Color PreStained Protein
Marker, 10 — 175 kDa, PM2400 (Green BioResearch LLC, Baton Ruz, Luizijana, SAD). Pufer za
elektroforezu se sastojao iz 25 mM Tris-a pH 8,3 i 193 mM glicina. Elektroforeza je tekla pri
konstantnoj struji od 16 — 20 mA po plo¢i, u trajanju od 2 h. Gelovi su bojeni u rastvoru ¢iji je sastav
bio: 45 % metanol (v/v), 10 % (v/v) siretna kiselina i 0,25 % boja komazi-plavo, finalno, 1 h uz
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mesanje. Odbojavanje gelova je vrSeno u rastvoru sastava: 45 % metanol, 10 % siréetna kiselina, uz
mesanje, a nakon toga su ispirani destilovanom vodom. Gelovi kori§¢eni u zimografiji nisu bojeni
komazi-plavim, ve¢ su samo ispirani destilovanom vodom. U slu¢aju veoma niskih koncentracija
preciS¢enih proteina u uzorku nanetom na gel, gelovi su bojeni srebro-nitratom. Protokol za bojenje
gelova srebro-nitratom podrazumevao je upotrebu Sest razliCitih rastvora za fiksiranje i bojenje
proteina u gelu, kao 1 odbojavanje ostatka gela. Sadrzaj rastvora naveden je redom:

rastvor S1: 50 % etanol (v/v) i 12 % sircetna kiselina (v/v)

rastvor S2: 50 % etanol (v/v)

rastvor S3: 30 % etanol (v/v)

rastvor S4: 0,02 % NaxS204

rastvor S5: 0,2 % AgNOz i 0,075 % formaldehid (v/v)

rastvor S6: 6 % Na>COs, 0,05 % formaldehid (v/v) i 0,02 % Na2S20a.

Fiksiranje proteina u gelu vrseno je u periodu od 1,5 h ili preko no¢i u rastvoru S1. Uklanjanje
sir¢etne kiseline se odvijalo u 2 koraka: inkubiranjem 2 x 20 min u rastvoru S2, a nakon toga 30 min
u rastvoru S3. Nakon kratkog ispiranja destilovanom vodom gel je meSan u rastvoru S4 u trajanju od
2 min, zatim ispran destilovanom vodom (3x) i bojen srebro-nitratom u rastvoru S5, u trajanju od
20 min. Nakon ispiranja destilovanom vodom (2x) u trajanju od 20 min usledilo je razvijanje boje u
rastvoru S6. Prekidanje reakcije bojenja srebro nitratom vrseno je rastvorom S1, u trajanju od 10 min.

3.7.6.2. Denaturisucéa SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Kod denaturiSuée poliakrilalamidne gel elektroforeze gel za koncentrovanje, gel za
razdvajanje, kao i1 pufer za elektroforezu osim sastojaka navedenih u odeljku 3.7.6.1 sadrzali su i
denaturiSuéi agens, 0,1 % SDS. Pufer za uzorke u odnosu 1:3 (pufer:uzorak) takode je sadrzao 2,5 %
SDS, i nakon dodavanja ovog pufera, kao dodatni stepen denaturacije, uzorci su inkubirani 5 min na
95 °C u uredaju Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). KoriS¢eni markeri, uslovi
elektroforeze, bojenje i odbojavanje gelova navedeni su u odeljku 3.7.6.1.

3.7.7. Hromatografske metode za izolovanje i pre¢iSéavanje proteina

3.7.7.1. PreciScéavanje lakaze iz soja P. putida F6

Preciscavanje proteina lakaze tradicionalnim metodama hromatografije na koloni u celini je
uradeno u saradnji sa Biotehnoloskom laboratorijom Skole za hemijsko inZenjerstvo Nacionalnog
Tehnickog Univerziteta u Atini, Gr¢ka. Pocetni uslovi za preciS¢avanje enzima lakaze odredeni su na
osnovu uslova iz rada MakMahan i saradnika (McMahon, Doyle et al. 2007). Pre¢iS¢avanje enzima
radeno je na 25 °C. Hromatografske kolone su cev€icama bile spojene sa automatskom dvokanalnom
bidirekcionom peristaltickom pumpom (Econo Gradient Pump, BioRad Laboratories, Kalifornija,
SAD) koja je sa druge strane bila povezana sa sakupljacem frakcija (SF-2120, Advantec, Tokio,
Japan). Kori$éene jonoizmenjivacke i gel-filtracione kolone, njihove relevantne karakteristike, kao i
puferi koris¢eni za ekvilibrisanje i ispiranje kolona i spiranje proteina prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Hromatografske kolone i puferi kori$¢eni u radu

T'p I.<0I0ne.:. « Nosac Karakteristike Pufer
jonoizmenjivacka
HiPrep DEAE DEAE celuloza Slabi anjonski izmenjiva¢é 20 mM natrijum-

Fast Flow 16/10

(1.6 cm x 10 cm),

fosfatni pufer, pH 7

kapacitet: 20 ml 20 mM Tris-HCI,
pH 8
Q-Sepharose Q sefaroza Jaki anjonski izmenjivac,
Fast Flow 16/10 (1.6 cm x 10 cm), 20 mM Tris-HCl,
kapacitet: 20 ml pH 8
Ru¢no pakovana Q sefaroza Jaki anjonski izmenjivac,
kolona (5 cm x 25 cm),
kapacitet: ~100 ml 20 mM Tris-HCI,
pH 8
20 mM Tris-HCI,
pH 7
Tip kolone: . -
gel-filtraciona Nosaé Karakteristike Pufer
HiPrep 16/60 alil-dekstran i N,N’- za izolaciju proteina u 20 mM Tris-HCl,
Sephacryl S-200 HR  metilenbisakrilamid opsegu veli¢ina pH 7
Mr 5 000 — 250 000
HiPrep 26/60 alil-dekstran i N,N’- za izolaciju proteina u
Sephacryl S-300 HR ~ metilenbisakrilamid opsegu veli¢ina 20 mM Tris-HCl,
Mr 10 000 — 1 500 000 pH 7

U cilju postizanja optimalnih uslova za preci$¢avanje proteina, pored razli¢itih kolona,
varirane su 1 pH vrednosti koriS¢enih pufera i koncentracija NaCl. Nakon toga, uzorci su preciS¢avani
u nekoliko serija na odabranoj koloni pod optimalnim uslovima. Pre svakog novog nanoS$enja na
kolonu, uzorci su ekvilibrisani ultrafiltracijom u Amicon uredaju (odeljak 3.7.3) 1 procesom dijalize
(odeljak 3.7.5) u istom tipu pufera (Tabela 6) koji je koriS¢en za za ekvilibrisanje 1 ispiranje kolone,
kao i za spiranje proteina. Pufer za spiranje proteina je pored komponenti navedenih u Tabeli 6
sadrzao 1 0,5 M NaCl. U slu¢aju komercijalnih DEAE celuloza i Q-sefaroza jonoizmenjivackih
kolona, spiranje proteina vr$eno je u linearnom gradijentu NaCl (0 — 0,5 M NacCl), sa protokom
2,5 ml min"tu trajanju od 1 h. Sa ru¢no pakovanom Q-sefaroznom kolonom, linearni gradijent je bio
isti, ali je protok bio podesen na 5 ml mint. U sledeéem koraku, u cilju optimizacije, ispitivani su
uslovi za spiranje proteina u dve faze: u prvoj fazi linearni gradijent je bio 0 — 0,25 M NaCl, sa
protokom 5 ml min* u trajanju od 1 h, dok je u drugoj fazi testiran gradijent 0,25 — 0,5 M NaCl u
trajanju od 40 min. Uzorci koji su frakcionisani gel-filtracionom hromatografijom spirani su
odgovarajuéim puferom sa 0,15 M NaCl i protokom 60 ml hl. U sakupljenim frakcijama
koncentracija proteina ispitivana je spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije na 280 nm.
Aktivnost eluiranih frakcija testirana je enzimskim esejem sa ABTS-om (odeljak 3.7.9.2). Aktivne
frakcije su spajane, odsoljavane i ponovo nanosene na kolonu. Razdvajanje i ispitivanje homogenosti
proteina vrSeno je poliakrilamidnom gel elektroforezom (odeljak 3.7.6) nakon svakog koraka
precis¢avanja, dok je koncentracija proteina odredivana metodom po Bradfordu (odeljak 3.7.2).
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3.7.7.2. Preciséavanje rekombinantnih lakaza

Bakterijski sojevi transformisani pRSET B vektorima sa ukloniranim genima koji kodiraju
lakaze gajeni su pod uslovima opisanim u odeljku 3.4.3. Celijski ekstrakti pripremani po proceduri
opisanoj u odeljku 3.7.1 nanoSeni su na Ni-NTA (nikl-nitriloacetatna kiselina) agaroznu kolonu
(Qiagen, Hilden, Nemacka) ekvilibrisanu sa 50 mM NaH2PO4, pH 8, 300 mM NaCl i 10 mM
imidazolom. Nespecifi¢no vezani proteini ispirani su sa jednom zapreminom 50 mM imidazola u
pocetnom puferu, a spiranje zeljenih proteina je vrSeno sa 250 mM i 500 mM imidazolom u istom
puferu. Koncentracija ukupnih proteina odredivana je metodom po Bradfordu (odeljak 3.7.2).
Sakupljene frakcije analizirane su denaturiSsu¢om poliakrilalamidnom gel elektroforezom, a njihova
aktivnost testirana je u eseju sa ABTS-om (odeljak 3.7.9.2).

3.7.8. N-terminalno sekvenciranje preci§¢enog proteina iz divljeg soja P. putida F6

Metodom N-terminalnog sekvenciranja moze se identifikovati protein izolovan iz bakterijskih
vrsta kod kojih jos§ uvek nije poznata celokupna sekvenca ili deo sekvence genoma. Automatizovani
cikliéni proces zahteva netaknutu aminokiselinu na amino-terminusu peptida, koja se nakon
modifikacije fenilizotiocijanatom uklanja isecanjem, a a-amino grupa sledece aminokiseline u nizu
spremna je za derivatizaciju. Ovaj proces naziva se Edmanova razgradnja i koristi se za pouzdano
utvrdivanje N-terminalne aminokiselinske sekvence prvih 20 — 25 aminokiselina u nizu HPLC
metodom (eng. High Performance Liquid Chromatography) (Reim and Speicher 1997).

Frakcija proteina pre¢iS¢ena iz divljeg soja P. putida F6 metodom jonoizmenjivacke
hromatografije (odeljak 3.7.7.1) usluzno je sekvencirana u kompaniji Cambridge Peptides Ltd.,
Zapadni Midlends, Engleska. Redosled od sedam aminokiselina na N-terminalnom domenu proteina
utvrden je metodom Edmanove razgradnje, po protokolu kompanije. Analiza sekvence u cilju
dizajniranja specifiénih prajmera za umnozavanje gena od interesa uradena je upotrebom
bioinformatickih alata (odeljak 3.6.3).

3.7.9. Ispitivanje aktivnosti lakaza
3.7.9.1. Selekcija sojeva sa aktivno$cu lakaze u testu sa gvajakolom

Sojevi roda Pseudomonas ispitivani su na prisustvo enzima sa svojstvima lakaze
zasejavanjem na bogate hranljive podloge sa supstratom gvajakolom. Nakon sterilizacije u autoklavu
(15 min na 121 °C) u prohladenu LA podlogu dodavani su 0,01 % gvajakol (v/v) i 0,35 mM CuSOs,
finalno. Nakon zasejavanja, bakterije su inkubirane sedam dana na 30 °C, uz svakodnevno praéenje
rasta i pojave crvenkasto-braon boje, karakteristicne za oksidovani supstrat (Kiiskinen, Ratto et al.
2004).

3.7.9.2. Ispitivanje enzimske aktivnosti oksidacijom ABTS supstrata

Da bi se ispitala aktivnost enzima lakaze kori$¢en je modifikovani esej (Verma, Dhiman et al.
2016) u kome je testirana sposobnost enzima da oksiduje aromaticno jedinjenje ABTS
(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)). Za testiranje aktivnosti supernatanata
(ukupni vancelijski proteini) i Celijskih ekstrakata (ukupni unutarcelijski proteini) pripremana je
reakcija zapremine 1 ml koja je sadrzala: 20 mM natrijum-acetatni pufer pH 4,5, 1 mM ABTS, 0,2
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MM CuSOg, finalno i1 100 pl uzorka koji se ispituje. Slepa proba je umesto uzorka sadrzala pufer u
kome je uzorak rastvoren. Reakcije su inkubirane 20 min na 37 °C, a promena apsorbancije je pracena
spektrofotometrijski, merenjem na talasnoj duzini 420 nm.

3.7.9.3. Biohemijska karakterizacija preci§éenih rekombinantnih lakaza

Frakcije prikupljene eluiranjem sa kolone pri pre¢iS¢avanju proteina lakaze, kao i pre¢iséeni
enzim, testirani su u eseju sa ABTS-om (odeljak 3.7.9.2) u reakciji istog sastava, ali smanjene
zapremine (200 pl), u mikrotitar ploci sa 96 bunari¢a. Kinetika je pra¢ena na 37 °C, u vremenskom
intervalu od 20 min, ocitavanjem apsorbancije na talasnoj duzini 420 nm na uredaju Tecan Infinite
200 Pro (Tecan Group Ltd., Menedorf, Svajcarska). Jedna jedinica enzima (1 U) je definisana kao
koli¢ina enzima neophodna da oksiduje 1 pmol min"t ABTS-a, a molarni ekstinkcioni koeficijent za
ABTS je 36,000 M cm™,

U okviru biohemijske karakterizacije pre¢is¢ene lakaze ispitana je i optimalna pH (u opsegu
3 — 10), kao 1 optimalna temperatura za aktivnost preciS¢enog enzima. Za ispitivanje pH optimuma
upotrebljeni su sledeci puferi: za opseg pH od 3 do 5 — 20 mM natrijum-acetatni pufer, pH 61 7 —
20 mM natrijum-fosfatni pufer, pH 8 i 9 — 20 mM Tris-HCI, pH 10 — 20 mM glicin-NaOH.
Odredivanje optimalne temperature za aktivnost enzima vrSeno je inkubacijom precis¢enog enzima
na prethodno odredenoj optimalnoj pH vrednosti odgovarajuceg pufera na temperaturama u intervalu
20 °C — 80 °C. Uzorci su skidani sa inkubacije nakon 30, 60, 90 i 120 min, stavljani na led, nakon
Cega je odredivana njihova aktivnost u prethodno opisanom ABTS eseju. Termalna stabilnost
pre¢is¢enog enzima vrSena je merenjem aktivnosti prema supstratu na temperaturama od 60 °C i
80 °C.

3.7.9.4. Zimografsko detektovanje aktivnosti lakaza

Nakon ispitivanja uzoraka koji sadrze rekombinantne enzime u ABTS eseju, aktivnost lakaza
analizirana je i metodom zimografije. Gelovi dobijeni nativnom PAGE elektroforezom sa proteinima
oCuvane strukture i1 aktivnosti prislanjani su na podlogu u kojoj se nalazio supstrat ABTS i inkubirani
na 37 °C do pojave zeleno obojene reakcije. Podloga je sadrzala 75 mM natrijum-acetatni pufer pH
4,5, 5mM ABTS i 1 % agarozu (w/v). Sastojci su rastvarani zagrevanjem i podloga je razlivena u
Petri Solju. Nakon stezanja i hladenja, podloga je bila spremna za upotrebu. Podloge za zimografiju
pripremane su pred samu upotrebu. Moguc¢nost ¢uvanja podloga je isklju¢ena zbog postepene
spontane oksidacije supstrata.

3.7.9.5. Enzimska razgradnja tekstilnih boja lakazom

Za ispitivanje sposobnosti lakaze da razgraduje tekstilne boje odabrano je sedam razlicitih
boja, najcesce upotrebljavanih u tekstilnoj industriji. Iz grupe azo boja testirane su amido crna 10B,
Evans plava, reaktivna crna 5, remazol brilijant plava i oranz G, bromkrezol ljubicasta iz grupe
trifenil-metan boja, dok je iz grupe ksanten boja testirana boja eritrozin B. Stokovi boja rastvoreni u
100 mM natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 ¢uvani su na tamnom mestu na temperaturi od 4 °C. U
eksperimentima razgradnje boja koris¢eni su celijski ekstrakti cetiri soja koja eksprimiraju
rekombinantne lakaze poreklom iz sojeva roda Pseudomonas. Reakcija je sadrzala celijske ekstrakte
ujednacenih koncentracija proteina u 100 mM natrijum-acetatnom puferu pH 4,5, 0,05 mM ABTS,
0,2 mM CuSOs i1 odgovarajucu boju. Koncentracija dodate boje podesavana je tako da odgovara
apsorbanci 0,6 na maksimalnoj talasnoj duZzini za konkretnu boju. Takode, u eksperimentu su
postavljene dve kontrole. Jedna se sastojala od odgovarajuée boje, 100 mM natrijum-acetatnog pufera
pH 4,5, 0,05 mM ABTS-a i 0,2 mM CuSQs i predstavljala je kontrolu spontanog raspada boje tokom
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vremena. Druga kontrola, koja je predstavljala slepu probu nije sadrzala boju, a pripremana je za
svaku lakazu posebno i sastojala se od ¢elijskog ekstrakta u 100 mM natrijum-acetatnom puferu pH
4,5, 0,05 mM ABTS-a i 0,2 mM CuSOa. Reakcije su inkubirane Cetiri dana na 30 °C i nakon toga
koncentracije boja su spektrofotometrijski odredivane na maksimalnoj talasnoj duzini za svaku
pojedinac¢nu boju. Razgradnja analiziranih tekstilnih boja (%) racunata je po jednacini:

inicijalna apsorbanca — finalna apsorbanca
X 100 %

inicijalna apsorbanca

3.7.10. Ispitivanje aktivnosti lipaza

3.7.10.1. Selekcija sojeva sa aktivno$¢u lipaze na évrstim podlogama sa rodaminom B

Selekcija sojeva roda Pseudomonas na osnovu lipoliti¢ke aktivnosti vrSena je zasejavanjem
na bogate LA podloge u koje je pre razlivanja u Petri Solje dodavano 1 % maslinovo ulje (v/v) i
2 mg I indikatorske boje rodamin B, finalno. Sastav podloge preuzet je iz rada Kuker i Jegera
(Kouker and Jaeger 1987), ali je umesto trioleilglicerola (trioleina) kao supstrat za lipaze koris¢eno
maslinovo ulje. Zasejane podloge su inkubirane u trajanju od sedam dana na temperaturi 30 °C, a
nakon inkubacije posmatrane su pod ultraljubi¢astom svetlo§¢u (talasna duzina 260 nm). Pojava
fluorescencije kod zasejanih sojeva predstavljala je potvrdu lipoliticke aktivnosti.

3.7.10.2. Ispitivanje lipoliticke aktivnosti izolovanih celijskih proteina

Odabrani sojevi P. chlororaphis B-561, P. aeruginosa PAOL i P. putida KT2440 gajeni su u
minimalnim podlogama koje su sadrzale 1 % maslinovo ulje ili 0,1 % glukozu, finalno, kao jedini
izvor ugljenika. Izolovani su ukupni celijski proteini — vancelijski (supernatant) i unutarcelijski
(Celijski ekstrakt) (odeljak 3.7.1). Testovi su obavljani na 1 % agaroznim podlogama (w/v) koje su
sadrzale 1 % maslinovo ulje (finalno) kao supstrat i boju rodamin B (u finalnoj konc. 2 mg I%).
Koli¢ina od 30 pl uzorka nanoSena je na podloge koje su inkubirane preko no¢i na 37 °C. Pod
ultraljubicastom svetloS¢u posmatrana je pojava fluorescencije na mestima na podlozi na kojima je
doslo do enzimske hidrolize supstrata.

3.7.10.3. Esej sa supstratom p-nitrofenil palmitatom (p-NPP)

Za ispitivanje aktivnosti enzima lipaza koriS¢en je kolorimetrijski esej sa supstratom
p-nitrofenil palmitatom (p-NPP) (Pinsirodom and Parkin 2001). Testiranje lipoliticke aktivnosti
¢elijskih proteina sadrzanih u supernatantu i ¢elijskom ekstraktu (odeljak 3.7.1) divljih sojeva, kao i
sojeva sa rekombinantnom lipazom vrseno je u reakciji zapremine 3 ml koja je sadrzala: 40 mM Tris-
HCI pH 8,2, 175 uM p-NPP supstrat, finalno, i 0,5 ml testiranog uzorka. Komponente supstrata
(1,6 g I p-NPP, 0,17 I'1 g SDS, 10 g It TRITON X-100) su rastvarane u vodenom kupatilu na 72 °C
neposredno pred testiranje kako bi se izbegla brza reakcija spontane razgradnje jedinjenja. Reakcije
su inkubirane na 37 °C, uz mesanje od 180 obrt min™ u orbitalnom $ejkeru. Merenje apsorbancije na
talasnoj duzini od 410 nm vr$eno je nakon 10, 20, 30, 60 i 120 min.
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3.8. Polimeri i biorazgradnja

3.8.1. Ispitivanje enzimske razgradnje polihidroksialkanoata (PHA) i polikaprolaktona
(PCL) na ¢vrstim podlogama

Razgradnja polihidroksialkanoata srednjeg lanca i polikaprolaktona ispitivana je na ¢vrstim
podlogama sa 1 % agarozom. Za potrebe ovog ekperimenta pripremljeni su uzorci supernatanata,
¢elijskih ekstrakata i frakcije ukupnih proteina (odeljak 3.7.1) sojeva P. chlororaphis B-561 i
P. aeruginosa PAOL1 gajenih na 1 % maslinovom ulju ili 0,1 % glukozi (finalno) kao jedinom izvoru
ugljenika (odeljak 3.4.2). Gotovi polimeri opisani u odeljku 3.8.2 rastvoreni su u acetonu i nakon toga
pomesani sa 1 % agarozom (w/v u destilovanoj vodi, finalno) u odnosu 1:1, a smesa je razlivena u
sterilnu staklenu Petri Solju da se stegne. Utiskivanjem Sireg otvora sterilne staklene Pasterove pipete
u ¢vrstu podlogu napravljeni su bunari¢i u koje je dodato po 50 ul uzoraka. Podloge su inkubirane
pet dana na 37 °C uz svakodnevno pracenje pojave prosvetljenja u podlozi kao posledice aktivnosti
lipolitickih enzima.

3.8.2. Ispitivanje enzimske razgradnje PHA i PCL polimera u puferu

Sojevi iz laboratorijske kolekcije koji su pokazali najbolju lipoliticku aktivnost, P. aeruginosa
PAO1 i P. chlororaphis B-561 (Tabela 1), koriS¢eni su u eksperimentu razgradnje polimera
polihidroksialkanoata (PHA) i polikaprolaktona (PCL). Polihidroksialkanoati srednjeg lanca
(mcl-PHA) korisc¢eni u ovoj studiji sadrzali su 70 M frakciju 3-hidroksioktanoata i 30 M frakciju
3-hidroksidekanoata. Ovo su tipi¢ni monomeri koji se mogu naci u sastavu PHA srednjeg lanca koje
proizvodi soj P. putida KT2440 u fermentoru pod uslovima opisanim u radu Dejvisa i saradnika, sa
glukozom i oktanoatom kao izvorima ugljenika (Davis, Duane et al. 2015). PHA srednjeg lanca
rastvoreni su u acetonu u koncentraciji 20 %, finalno (15 g polimera PHA srednjeg lanca pribavljeno
je od kompanije Bioplastech Ltd, (Dablin, Irska) i rastvoreno u 75 ml acetona), izliveni u kalup —
staklenu Petri $olju pre¢nika 10 cm, pokriveni aluminijumskom folijom i ostavljeni sedam dana na
sobnoj temperaturi dok ne ispari rastvara¢. Za testiranje enzimske razgradnje dobijeni film isecen je
na komadice pravougaonog oblika, veli¢ine 10 x 20 mm, debljine 600 pm 1 prose¢ne mase oko 200
mg. Polimer polikaprolakton (komadici veli¢ine 10 x 20 mm, debljine 200 pm, proseéne mase oko
40 mg) sintetisali su saradnici sa Katedre za opStu 1 neorgansku hemiju Tehnolosko-metalurSkog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Metoda za sintezu polimera i testiranje enzimske razgradnje PHA
1 PCL preuzeta je iz rada Ponjavi¢ 1 saradnika (Ponjavic, Nikolic et al. 2017). Pre testiranja polimeri
su izmereni na analitickoj vagi Sartorius R 300S (Sartorius AG, Getingen, Nemacka), sterilisani sa
70 % etanolom (v/v) i osuSeni na 25 °C. Testiranje razgradnje polimera vrseno je u Falcon®
epruvetama zapremine 50 ml. Supernatanti i Celijski ekstrakti odabranih sojeva pripremljeni su po
proceduri iz odeljka 3.7.1 i spojeni u jedan uzorak radi ispitivanja aktivnosti ukupnih celijskih
proteina. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odredena je Bradford proteinskim esejem
(odeljak 3.7.2). PHA 1 PCL polimeri inkubirani su sa po 5 ml ukupnih ¢elijskih proteina na 37 °C, uz
mesanje od 180 obrt min™ u orbitalnom 3ejkeru. Eksperiment je trajao Cetiri nedelje, a svake nedelje
dodavano je po 5 ml svezeg uzorka. Svi uzorci testirani su u triplikatu. Kao kontrola za reakciju
enzimske razgradnje koris¢en je PBS pufer pH 7,4 (eng. Phosphate buffered saline) koji je sadrzao:
8 g It NaCl,0,2gI*KCI, 0,24 g I'* KH2PO4 i 1,44 g It Na;HPOQy, rastvorenih u destilovanoj vodi.
Na kraju eksperimenta polimeri su nezno obrisani papirnom vatom i 70 % etanolom (v/v) i nakon
toga osuSeni na 25 °C. Pracenje stepena enzimske razgradnje je vrSeno gravimetrijski, merenjem
gubitka mase nakon razgradnje, kao i analizom na optickom mikroskopu Leica DM ILM (Leica
Microsystems, Veclar, Nemacka) 1 mikroskopu atomskih sila, uredaju NanoScope III A (Veeco
Digital Instruments, Plejnvju, Njujork, SAD). Merenja su izvedena primenom tapkaju¢eg moda za
Sta su upotrebljene silicijumske igle sa konstantom sile od 60 N/m. Koeficijent hrapavosti polimernih
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filmova, kao i veliina kristaliSu¢ih sferulita odredeni su pomocu programa "Nanoscope image
processing". Analizirana je povrsina 20 x 20 nm?, pre i posle razgradnje. Izmene u kristalnoj strukturi
PCL uzoraka analizirane su FTIR spektroskopijom (eng. Fourier Transform Infrared Spectroscopy),
pracenjem promene karbonil indeksa (CI, eng. carbonil index) i indeksa kristaliniteta. FTIR spektri
kontrolnih i tretiranih PCL polimera snimljeni su na Thermo Scientific™ Nicolet™ iS10 uredaju sa
Smart iTX™ dodatkom. Navedeni uredaji nalaze se na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu
Univerziteta u Beogradu.

3.8.3. Ispitivanje enzimske razgradnje PHA i PCL polimera u modelu komposta

Biorazgradivost sintetisanih PHA i PCL polimera ispitana je i u model sistemu komposta, koji
je sadrzao komercijalni supstrat obogacen kulturom odabranog bakterijskog soja. Kompost je
postavljen u staklene Petri Solje (dijametra 14 cm, dubine 2 cm), a polimeri PHA i PCL, pripremljeni
po proceduri iz odeljka 3.8.2, postavljeni su na dubini od 1 cm i prekriveni ostatkom komposta. Svezi
alikvot od 5 ml prekonoéne kulture odabranih sojeva dodavan je svake nedelje u kompost, da bi se
osigurala stalna vlaznost i bakterijska aktivnost. Kompost sistem inkubiran je na 37 °C, u trajanju od
cetiri nedelje za PCL, odnosno osam nedelja za PHA biorazgradnju. Ovaj sistem imao je dve kontrole
u koje je svake nedelje umesto kulture dodavana destilovana voda: nesterilisani kompost sa
polimerima, kao i kompost koji je pre testiranja sterilisan u autoklavu na 121 °C, 15 min. Pracenje
stepena enzimske razgradnje je vrSeno metodama iz odeljka 3.8.2 na TehnoloSko-metalurSkom
fakultetu Univerziteta u Beogradu.
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4. REZULTATI

4.1. Detekcija aktivnosti lakaza kod odabranih sojeva roda Pseudomonas iz
laboratorijske kolekcije: oksidacija gvajakola i ABTS esej

Nekoliko enzima lakaza do sada je identifikovano i preciS¢eno iz divljih sojeva roda
Pseudomonas (McMahon, Doyle et al. 2007, Kuddus, Joseph et al. 2013, Arunkumar, Alex Anand et
al. 2014, Peter and Vandana 2014, Verma, Dhiman et al. 2016). U cilju identifikacije potencijalno
novih lakaza ispitano je sedam sojeva iz laboratorijske kolekcije: P. putida F6, P. putida KT2440,
P. putida CA-3, P. putida mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1
(Tabela 1). Kod ovih sojeva testirana je sposobnost oksidacije dva razli¢ita supstrata — gvajakola i
ABTS-a. Sastav podloga koris¢enih za ispitivanje lakazne aktivnosti ovih sojeva, kao i uslovi gajenja
detaljno su opisani u odeljku 3.4.

Zasejavanjem bakterijskih sojeva na podloge koje sadrze gvajakol kao supstrat i inkubacijom
na temperaturi od 30 °C pracena je pojava crvenkasto-braon boje, kao posledica enzimske oksidacije
gvajakola, u periodu od sedam dana. Ve¢ u prvim danima eksperimenta primecena je promena boje
zasejanih sojeva, a najintenzivnija, tamnobraon boja uocena je nakon sedam dana kod tri soja:
P. putida F6, P. putida KT2440 i P. putida CA-3, sto je i prikazano na Slici 20A.

!
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Slika 20. A: Oksidacija supstrata gvajakola tokom rasta odabranih sojeva roda Pseudomonas na
¢vrstoj podlozi i B: Promena boje rastvora usled oksidacije ABTS supstrata proteinima iz ¢elijskog ekstrakta;
grafik: Prikaz enzimske aktivnosti ¢elijskih ekstrakata odabranih sojeva roda Pseudomonas u ABTS eseju.
Skracenice F6, KT2440, CA-3, mt-2, S12, B561 i PAO1 su izvedene iz punih naziva divljih sojeva:
P. putida F6, P. putida KT2440, P. putida CA-3, P. putida mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i
P. aeruginosa PAOL.

| (I

F6 KT 2440 CA-3 mt-2 S12 BS561 PAO1

Uporedo sa zasejavanjem na podloge sa gvajakolom, sojevi su gajeni u te¢nom minimalnom
medijumu sa dodatkom fenil-siréetne Kiseline za indukciju ekspresije enzima lakaza. 1zolovani su
vancelijski (supernatant) i unutaréelijski (Celijski ekstrakt) proteini iz svih sojeva (odeljak 3.7.1) i
testirani u enzimskom eseju sa ABTS supstratom (odeljak 3.7.9.2). Boja reakcija u kojima se desila
enzimska oksidacija ABTS-a varirala je od jarko zelene do tamnozelene, proporcionalno aktivnosti
enzima, odnosno koli¢ini oksidovanog supstrata. Na Slici 20B prikazana je enzimska aktivnost
Celijskih ekstrakata divljih sojeva u ABTS eseju, koja je predstavljena kao koli¢ina nastalog
proizvoda u odnosu na koncentraciju ukupnih proteina u uzorku (As20/Asgs). U supernatantima nije
detektovana aktivnost prema supstratu. Najvecu aktivnost u ABTS eseju pokazao je Celijski ekstrakt
P. putida F6, ¢ak dva puta vecu od aktivnosti celijskih ekstrakata P. putida KT2440 i P. putida
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CA-3, koje su medusobno bile vrlo sli¢ne (Slika 20B). Celijski ekstrakti ostalih sojeva nisu se istakli
oksidativnom aktivno$¢u u eseju sa ABTS supstratom.

Statistickom obradom podataka u ANOVA testu i Boniferoni post hoc testu (poglavlje 3.6.4)
i analizom p-vrednosti potvrdeno je da je soj P. putida F6 pokazao vrlo znacajne razlike u lakaznoj
aktivnosti u odnosu na sve ostale sojeve (p < 0,001), sto je i prikazano u Tabeli 7. Soj P. putida
KT2440 se nije znacajno razlikovao po aktivnosti od soja P. putida CA-3, ali su znacajne razlike
primecene U enzimskoj aktivnosti izmedu ova dva soja i sojeva P. putida mt-2, P. putida S12,
P.chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAOL (p < 0,05). Sojevi P. putida mt-2, P. putida S12,
P.chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAOL nisu se medu sobom znacajno razlikovali u aktivnosti
prema ABTS supstratu (p > 0,05). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Prikaz p-vrednosti dobijenih u ANOVA i Boniferoni post hoc testu

1 2 3 4 5 6 7
1. P. putida F6 —
2. P. putida KT2440 0,000 *** -
3. P. putida CA-3 0,000 *** 1,000 -
4. P. putida mt-2 0,000 *** 0,051* 0,072* -
5. P. putida S12 0,000 *** 0,003* 0,004* 1,000 -

6. P. chlororaphis B-561 0,000 *** 0,002* 0,003* 1,000 1,000 _

7. P. aeruginosa PAO1 0,000 *** 0,011* 0,016* 1,000 1,000 1,000 —

*p<0,05
*% 1) < 0,001
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4.2. In silico analiza poznatih sekvenci za lakazu kod sojeva roda Pseudomonas

Kako bi se dizajnirali prajmeri za umnozavanje gena koji kodiraju lakazu u sojevima roda
Pseudomonas analiziranim u ovom radu, u prvom koraku uradena je bioinformaticka analiza. U
proteinskoj bazi podataka UniProt pretrazene Su postojeée proteinske sekvence za enzim lakazu kod
sojeva roda Pseudomonas, kao i za sli¢ne neokarakterisane proteine. Analizirano je 12 sojeva sa
poznatom aminokiselinskom sekvencom lakaze u celoj duzini (247 AK): P. putida BIRD-1, P. putida
CSV86, P. putida DOT-T1E, P. putida F1, P. putida GB-1, P. putida HB3267, P. putida KT2440,
P. putida ND6, P. putida S16, P. putida W619, P. fulva 12-X i Pseudomonas sp. TJI_51. Prevodenje
aminokiselinskih u nukleotidne sekvence izvrseno je u programu EMBOSS Backtranseq (rezultati
nisu prikazani), dok je poravnanje sekvenci vrseno u programima Clustal€Q i ClustalX 2.1 (Slika 21).
Na slici je uokviren je pocetak i kraj poravnanja, odnosno deo gena na osnovu koga su napravljeni
izrodeni prajmeri. Ovaj par prajmera napravljen je tako da procenat zastupljenih nukleotida guanina
(G) i citozina (C) odgovara procentu koji je neophodan kao uslov za dobru PCR reakciju (40 % —
60 %). Nizvodni prajmer (PS_LACF1), duzine 18 nukleotida imao je 50 %, a uzvodni prajmer
(PS_LACR1), duzine 22 nukleotida 54,5 % GC zastupljenosti. Sekvence prajmera nalaze se u
Tabeli 5, u odeljku 3.5.2.

ke kk % * ok ¥ ok ok dkdkkkkk kk kk ¥ ddk kk kd kk ok ko dk ek kk *

A HB3267 (AGA71637.1)
$16 (AEJ11201.1)

GB-1 (ABY96581.1)
KT2440 (AAN66249.1)
BIRD-1 (ADR58365.1)
F1 (ABQ76832.1)

ND6 (AFK70163.1)
DOT-TIE (AFO46658.1)
TII_51 (EGB99140.1)
W619 (ACA75026.1)
CSV86 (EKX83191.1)
12-X (AEF23770.1)

dkkk kk hk ko * dk ok dkdkkkk wk hk * * ek kdk kk Ak * * * kdk h * ek

B HB3267 (AGA71637.1)
816 (AETL1201.1)

GB-1 (ABY96581.1)
KT2440 (AAN66249.1)
BIRD-1 (ADR58365.1)
F1 (ABQ76832.1)

ND6 (AFK70163.1)
DOT-TIE (AFO46658.1)
TJI_51 (EGB99140.1)
W619 (ACA75026.1)
CSV86 (EKX83191.1)
12-X (AEF23770.1)

B =adenin B =guanin [ =citozin Hl =timin

Slika 21. Poravnanje sekvenci gena za lakaze. Prikazani su samo poceci i krajevi nukleotidnih
sekvenci. ObeleZeni regioni predstavljaju A: pocetak i B: kraj poravnanja sekvenci na osnovu kojih
su napravljeni izrodeni prajmeri za umnoZzavanje gena.
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4.3. UmnoZavanje gena koji kodiraju lakaze

Dizajnirani izrodeni prajmeri koris¢eni Su u reakciji umnozavanja lakaznih gena iz sedam
odabranih sojeva roda Pseudomonas, dok je kao matrica koris¢ena genomska DNK svakog soja
izolovana postupkom opisanim u odeljku 3.5.1. Umnozavanje gena vrseno je ,touchdown® PCR
metodom (odeljak 3.5.3). Svrha ove metode je da se izbegne nespecificno vezivanje prajmera
karakteristi¢no za nize temperature i da se ve¢ u prvim koracima poveéa moguénost umnozavanja
zeljenih fragmenata specifi¢cnim vezivanjem prajmera. Uslovi PCR reakcija prikazani su u Tabeli 4,
a analiza dobijenih PCR proizvoda vrsena je agaroznom gel elektroforezom (odeljak 3.5.4). Usled
nespecifi¢nog vezivanja prajmera, kod svih sojeva je na agaroznom gelu detektovan veliki broj
(8-15) umnozenih fragmenata, od kojih su se mnogi isticali intenzitetom signala (Slika 22).

Slika 22. Analiza PCR proizvoda dobijenih koriSenjem izrodenih prajmera PS_LACF1 i PS_LACR1 kod
odabranih sojeva roda Pseudomonas; M — peqGOLD 100 bp DNA-Ladder Plus (100 — 3000 bp) marker;
K — negativna kontrola; sojevi su obelezeni skracenicama; strelica pokazuju ocekivanu veli¢inu fragmenta
(741 bp).

Sekvenciranjem je provereno 13 fragmenata i to: sedam fragmenata soja P. putida F6, veli¢ina
izmedu 300 bp i 1200 bp; jedan fragment soja P. putida mt-2, veli¢ine izmedu 600 bp i 700 bp; po
jedan fragment sojeva P. putida KT2440, P. putida CA-3 i P. putida S12, velicine ~700 bp, jedan
fragment soja P. aeruginosa PAQO1, velic¢ine ~1000 bp i jedan fragment soja P. chlororaphis B-561,
veli¢ine izmedu 400 bp i 500 bp. Analizom sekvenci je ustanovljeno da umnozeni fragmenti sojeva
P. putida F6, P. putida mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1 nemaju
nikakve sli¢nosti sa genima koji kodiraju enzim lakazu i koji se mogu na¢i u postoje¢im bazama
podataka (sekvence su prikazane u Prilogu 1). S druge strane, sekvence fragmenata umnozenih iz
sojeva P. putida CA-3 i P. putida KT2440 su imale najbolje preklapanje sa sekvencama gena za koje
se pretpostavlja da kodiraju multi-bakar polifenol oksidoreduktazu (Prilog I).

Imajuéi u vidu ¢injenicu da sojevi kod kojih nije umnozen gen koji kodira lakazu (P. putida
mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1) nisu pokazali ni znacajnu
aktivnost u testovima enzimske oksidacije supstrata (gvajakol i ABTS) (odeljak 4.1), iskljuceni Su iz
daljeg eksperimentalnog rada. Kako se upotrebom izrodenih prajmera nije mogao umnoziti gen Kkoji
kodira lakazu u soju P. putida F6, koji je pokazao najve¢u enzimsku aktivnost, napravljena je
strategija za dizajniranje specificnih prajmera. Strategija je ukljucivala metode precis¢avanja proteina
sa lakaznom aktivnos¢u na koloni, kao i njegovo N-terminalno sekvenciranje (odeljci 3.7.7.11 3.7.8).
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Na osnovu nukleotidnih sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenata veli¢ine ~700 bp kod
sojeva P. putida CA-3 i P. putida KT2440 napravljeni su specifi¢ni prajmeri za umnozavanje gena
koji kodira lakazu, sa dodatim restrikcionim mestima za potrebe kloniranja u ekspresioni pRSET B
vektor (Tabela 5, odeljak 3.6.2). Upotreba specificnih prajmera u lan¢anoj reakciji polimeraze
rezultovala je umnozavanjem fragmenata odgovarajuce veli¢ine (~740 bp) (Slika 23). Fragmenti su
provereni sekvenciranjem, a dobijene nukleotidne sekvence pokazale su identi¢nost sa sekvencama
gena koji su umnozeni upotrebom izrodenih prajmera i za koje se pretpostavlja da kodiraju
multi-bakar polifenol oksidoreduktaze (Prilog 1). Ovi geni su oznaceni kao mcoKT i mcoCA3
(eng. multicopper oxidase).

bp

1500
1000

500

Slika 23. Umnozavanje gena koji kodiraju multi-bakar polifenol oksidoreduktazu — lakazu kod sojeva P.
putida CA-3 i P. putida KT2440; M — 100 bp DNA ladder (100 — 3000 bp, NIPPON Genetics) marker; sojevi
su obelezeni skracenicama; strelice pokazuju ocekivanu veli¢inu fragmenta; K — negativna kontrola.

4.4. lzolacija i precis¢avanje lakaze iz soja P. putida F6: jonoizmenjivacka
hromatografija

U cilju dizajniranja specifi¢nih prajmera za umnozavanje gena koji kodira lakazu u soju P.
putida F6, pribeglo se pre¢is¢avanju proteina jonoizmenjivackom hromatografijom. 1z ¢elijskog
ekstrakta dobijenog pripremom iz 3 | bakterijske kulture (odeljak 3.7.1), na koloni sa jakim anjonskim
izmenjivacem Q sefarozom, pod uslovima prikazanim u Tabeli 6 (odeljak 3.7.7.1), precisceni Su
proteini sa enzimskom aktivnos¢u lakaze. Pojedina¢ne frakcije dobijene spiranjem proteina vezanih
za kolonu testirane su u enzimskom eseju sa supstratom ABTS-om, uz dodatak 0,2 mM CuSO4
(finalno) (odeljak 3.7.9.2). Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbancije na talasnoj duzini od 280 nm
izracunata je koncentracija proteina u svakoj frakciji po formuli izvedenoj iz Lamber-Berovog zakona
(Pace, Vajdos et al. 1995), dok je enzimska aktivnost u ovim frakcijama izracunata na osnovu
vrednosti dobijenih u ABTS eseju. Reakcija oksidacije ABTS supstrata detektovana je u dva odvojena
niza frakcija (rezultati nisu prikazani) koji su obelezeni kao Laccl i Lacc2 (eng. laccase). Uzorci
Laccl i Lacc2 su nekoliko puta propusteni kroz ekvilibrisane kolone da bi se sto bolje precistili i
oslobodili od nezeljenih dodatnih proteina. Posle svakog propustanja uzoraka, vrSeno je njihovo
koncentrovanje (odeljak 3.7.3) i odsoljavanje u procesu dijalize (odeljak 3.7.5), dok su razdvajanje i
analiza homogenosti proteina izvrSeni metodom denaturiSuce poliakrilamidne gel elektroforeze
(odeljak 3.7.6.2). U poslednjem koraku Laccl uzorak pokazao je jednu homogenu traku na ~24 kDa
(Slika 24A), dok je Lacc2 uzorak bio nehomogen, a nakon dva uzastopna frakcionisanja i spiranja sa
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gel-filtracione kolone izgubljena je ve¢ina njegove aktivnosti (Slika 24B). Zbog svoje postojanosti i
nepromenjene aktivnosti Laccl frakcija koriS¢ena je u daljim istrazivanjima.

A B

40kDa

40kDa
30kDa

30kDa
20kDa

20kDa

Slika 24. Analiza delimi¢no preéiséenih frakcija enzima iz P. putida F6 denaturiSsu¢om
poliakrilamidnom gel elektroforezom A: kolona 1 — proteinski marker, kolona 2 — Laccl frakcija (~24 kDa),
B: kolona 1 — proteinski marker, kolona 2 — Lacc2 frakcija; proteinski marker — ExcelBand 2-Color PreStained
Protein Marker (15 — 175 kDa).

4.5. N-terminalno sekvenciranje izolovanog Laccl proteina

Metoda N-terminalnog sekvenciranja zasnovana na procesu Edmanove razgradnje opisana je
u odeljku 3.7.8. Frakcija Laccl sa pre¢is¢enim proteinom iz éelijskog ekstrakta P. putida F6 usluzno
je sekvencirana u kompaniji Cambridge Peptides Ltd. Redosled od sedam aminokiselina na
N-terminalnom delu proteina bio je slede¢i: MTHHSED (metionin, treonin, histidin, histidin, serin,
glutamat i aspartat). lako je dobijeni redosled aminokiselina sadrzao informaciju koja nakon
prevodenja aminokiselinske u nukleotidnu sekvencu moze posluziti za dizajniranje jednog prajmera,
za umnozavanje celog gena bilo je neophodno dizajnirati par prajmera (nizvodni i uzvodni). Da bi se
napravili prajmeri od kojih se jedan vezuje za pocetak vodeceg, a drugi za kraj komplementarnog
DNK lanca, neophodno je znati sekvencu gena od interesa u celosti. S obzirom da se sekvenca
zeljenog gena nije mogla pronaci u dostupnim bazama podataka na osnovu informacija dobijenih
N-terminalnim sekvenciranjem, slede¢i korak je bio sekvenciranje citavog genoma divljeg soja
P. putida F6.

4.6. Sekvenciranje i analiza genoma P. putida F6

Kako bi se doslo do sekvence gena koji kodira lakazu i dizajnirali prajmeri za njegovo
umnozavanje, lllumina tehnologijom sekvenciran je genom P. putida F6 u kompaniji Microbes NG,
a PROKKA softverskom analizom dodeljena je potencijalna funkcija o¢itanim genima. U programu
MEGA 7 (odeljak 3.6.2) izvrsena je analiza genoma pretragom sekvenci koje bi prevodenjem u
aminokiselinsku sekvencu dale protein sa aktivnos¢u lakaze i sa N-terminalnim domenom
MTHHSED. Takode, u programu Conserved Domains Tool uradeno je i pretrazivanje sekvenci koje
poseduju ocuvane proteinske domene karakteristicne za enzime lakaze. Ovim pretrazivanjem je
otkriveno osam razli¢itih genskih sekvenci koje bi mogle da kodiraju Zeljeni enzim (Tabela 8).
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Medutim, samo jedna od ovih sekvenci sadrzala je niz koji se prevodi u MTHHSED, a to je gen koji
potencijalno kodira protein koji sadrzi jezgro od Cetiri a-zavojnice i vezuje bakar (eng. four-helix
bundle copper-binding protein (cbp)). U programu Conserved Domains Tool detektovan je i gen copA
od 1869 bp, koji potencijalno kodira multi-bakar oksidazu sa sistemom za rezistenciju na bakar
(Tabela 8). Cinjenica da je pretpostavljeni funkcionalni proizvod copA gena protein od
623 aminokiseline, kao i da spada u multi-bakar oksidaze ukazivala je na mogucnost da je u pitanju
jedan od proteina koji je detektovan u nehomogenoj Lacc2 frakciji (Slika 24B). Geni cbp i copA
odabrani su za umnozavanje, kloniranje i rekombinantnu ekspresiju.

Tabela 8. Geni iz genoma P. putida F6 koji potencijalno kodiraju proteine sa istom ili sliénom aktivno$éu

svojstvenom enzimu lakazi

Veli¢ina

Identi¢nost

Naziv gena proteina Gti(r;eBan_k GeneBank broj sekvence kN’.lcm .
(broj AK*) poklapanje (%) otkrivanja
protein koji sadrzi
gen za jezgro od 4 a- pretraZivanje
pretpostavljeni 116 zavojnice i vezuje aminokiselinskog
cisteinom bogat bakar (Cbp) iz soja WP_026070601 100 niza MTHHSED
protein YhjQ Pseudomonas
putida
gen za protein multi-bakar
kome nije oksidaza sa pretraZivanje U
dodeljena 623 sistemom za programu
funkcija rezistenciju na WP_017354985 100 Conserved
bakar (CopA) iz Domains Tool
familije
Xantomonadaceae
gen za protein B protein B pretrazivanje
odgovoran za ;
odgovoran za 425 rezistenciiu na genoma i dodela
rezistenciju na Juna WP_017354984 100 potencijalne
b bakar (CopB) iz .
akar familije funkcije
Xantomonadaceae
periplazmati¢ni
en 7a protein C vezivni protein koji pretrazivanje
g q ovoF;an 7a 127 reguliSe homeostazu genoma i dodela
rez%stenci'u na bakra (CopC) iz WP_017354979 100 potencijalne
bovar ! familije funkcije
Xanthomonadaceae
Multi-bakar
gen za domen polifenol pretraZivanje
lakaze, protein 256 oksidoreduktaza WP_ 099560244 99.2 genoma i dodela

YfiH

lakaza iz soja
Stenotrophomonas
maltophilia
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gen za multi-
bakar oksidazu

460

Multi-bakar
oksidaza iz soja

WP_075806698

97,4

pretrazivanje
genoma i dodela

Mco Pseudomonas potencijalne
putida funkcije
Multi-bakar
polifenol pretrazivanje
gen za domen - !
. oksidoreduktaza genoma i dodela
I\?:fiﬁe protein 246 lakaza iz soja WP_075804457 %.3 potencijalne
Pseudomonas funkcije
putida
en za plavu Protein iz soja pretraZivanje
g pia 675 Pseudomonas genoma i dodela
bakar oksidazu . - . WP_075804455 79,9 .
CueO putida koji poseduje potencijalne

domen za multi-
bakar oksidazu

funkcije

*AK — skraéenica za aminokiselinu

4.7. UmnoZavanje cbp i COpA gena iz soja P. putida F6

Prema sekvencama cbp i copA gena iz genoma P. putida F6 napravljeni su specifi¢ni prajmeri
za njihovo kloniranje, prikazani u Tabeli 5, u odeljku 3.6.2. Lan¢anom reakcijom polimerizacije
(pod uslovima prikazanim u Tabeli 4) umnozena su oba gena, cbp — veli¢ine 348 bp i cOpA — veli¢ine
1869 bp (Slika 25). Oba PCR proizvoda proverena su sekvenciranjem. Dobijene sekvence pokazale
su identi¢nost sa originalnim sekvencama gena i prikazane su u Prilogu I1.

A b MK __F6 B w M F6

2000
1500

Slika 25. Provera PCR proizvoda dobijenih umnozavanjem A: copA i B: cbp gena iz soja P. putida F6
(obelezen skraceno); M — GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (75 — 20000 bp) marker; strelica pokazuje
ocekivanu veli¢inu fragmenta.

U softverskom alatu MOTIF je nakon prevodenja u aminokiselinske sekvence izvrSena
detaljnija analiza cbp i copA sekvenci. Pretrazivanje ocuvanih motiva kod sekvence copA gena kao
rezultat je dalo tri motiva karakteristicna za multi-bakar oksidaze i to na slede¢im pozicijama:
190 AK — 368 AK (multi-bakar oksidaza tip 1), 508 AK — 622 AK (multi-bakar oksidaza tip 2),
63 AK — 179 AK i 513 AK — 621 AK (multi-bakar oksidaza tip 3). Ovi rezultati prikazani su na
Slici 26A. Kod cbp sekvence je na pozicijama izmedu 75 i 90 AK, kao i izmedu 97 i 113 AK pronaden
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dimerizacioni proteinski domen DUF326. Ovaj domen sastavni je deo proteina koji sadrzi jezgro od
Cetiri a-zavojnice i vezuje bakar. Rezultat je prikazan na Slici 26B. U Prilogu 111 prikazani su rezultati
koji govore o sli¢nostima aminokiselinskih sekvenci CopA i Cbp proteina dobijenih u ovom radu i
sekvenci proteina ¢ija je funkcija poznata i kod kojih je metodom kristalografije X zraka utvrdena 3D
struktura. CopA protein pokazao je sli¢nost sa lakazom/multi-bakar oksidazom, dok je Chp protein
imao sli¢nost sa citosolnim proteinom koji skladisti bakar. Pretrazivanje je izvrSeno alatima PDBsum
baze podataka (odeljak 3.6.2).

A I FF

T-n [ T T T T 1 T T T T 1 T T 623

Query 0 250 500
Cu-oxidase_3 Cu-oxidase Cu-oxidase_3
|
TAT_signal Cu-oxidase_2
Copper—bind
Pfam (5 motifs)
Pfam Position(Independent E-value) Description
Cu- 63..179(6.22-35) et | . o
oxidase 3 |513..621(1.4e-08) | Detail ||3F07'?32r Multicopper oxidase
Cu-oxidase [190..368(2.8e-33) | Detail |PFOC|394, Multicopper oxidase
Cu- . [ e | ; o
oxidase_2 508..622(7.2e-28) | Detail |PFO??31, Multicopper oxidase
TAT signal [17..37(0.017) | Datail |PF10518, TAT (twin-arginine translocation) pathway signal
———— l|sequence
Copper-bind [546..621(0.41) | Detail |PFOC|127, Copper binding proteins, plastocyanin/azurin family
B I Ff A
Quer I 4 y ! 1 1 4 y ' 1 1 116
" 50 100
I
DUF 326 DUF326

Pfam (1 motif)

Pfam Position(Independent E-value) Description

75..90(0.0041)
97..113(0.052)

DUF326 | Detail |PFO3860, Domain of Unknown Function (DUF326)

Slika 26. Pretraga domena karakteristi¢nih za multi-bakar oksidaze u aminokiselinskim sekvencama
A: CopA i B: Cbp proteina dobijenih iz nukleotidnih sekvenci umnozenih gena.

4.8. Kloniranje umnozZenih gena koji kodiraju enzime sa aktivno$cu lakaze

Umnozeni geni za koje se pretpostavlja da kodiraju enzime sa aktivnoséu lakaze iz sojeva
P. putida CA-3, P. putida KT2440 i P. putida F6 su u procesu ligacije ubaceni u vektor za direkciono
kloniranje, pGEM-T Easy. U cilju propagacije vektora sa ukloniranim genima, vrSena je
transformacija hemijski kompetentnih E. coli DH5a. ¢elija. Pojedinac¢ne kolonije koje su porasle na
selektivnim podlogama sa ampicilinom zasejane su u bogati medijum, a nakon toga su iz prekonoénih
kultura izolovani plazmidi (odeljak 3.6.7). Da bi se ispitala uspesnost kloniranja gena mcoKT
(P. putida KT2440) i mcoCA3 (P. putida CA-3), prvo je vrsena analiza plazmida restrikcionim
enzimima BamHI i Hindlll. Za proveru plazmida sa ukloniranim cbp i copA genima (P. putida F6)
vrseno je isecanje fragmenta enzimima Hindlll i Nhel. Veli¢ine iseCenih fragmenata analiziranih na
agaroznom gelu odgovarale su o¢ekivanim veli¢inama (~740 bp, ~350 bp i ~1900 bp) (Slika 27).
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Slika 27. Restrikciona analiza plazmida sa ukloniranim fragmentima, A: 1-5 fragment mcoCA3 i 6-10
fragment mcoKT iseceni iz plazmida pGEM-T Easy nalaze se na odgovaraju¢im visinama i obelezeni su
strelicom, dok je linearizovan plazmid pozicioniran na visini od ~3000 bp obelezen zvezdicom; M: 100 bp
DNA ladder (100 — 3000 bp, NIPPON Genetics) marker; B: na pozicijama 1 i 2 nalaze se copA, dok su na
pozicijama 3 i 4 cbp fragmenti iseceni iz plazmida pGEM-T Easy, obelezenim zvezdicom); M: GeneRuler
1 kb Plus DNA ladder (75 — 20000 bp) marker.

Sekvenciranjem plazmida parom univerzalnih prajmera M13 (Tabela 5, odeljak 3.6.2) i
analizom sekvenci potvrdeno je da su uklonirani Zeljeni geni: mcoCA3 — 738 bp iz soja P. putida
CA-3, mcoKT — 741 bp iz soja P. putida KT2440, cbp — 348 bp i copA — 1869 bp iz soja P. putida
F6. Navedeni geni su po proceduri opisanoj u odeljku 3.6.4 preklonirani u ekspresioni vektor pRSET
B i takode provereni restrikcionom analizom i sekvenciranjem pomocu univerzalnih T7 prajmera
(rezultati nisu prikazani). U Emboss Needle programu izvr$eno je i poravnanje nukleotidnih sekvenci
gena mcoCA3 i mcoKT dobijenih sekvenciranjem vektora pRSET B, $to je za rezultat dalo
preklapanje od 96,8 %. Poravnanjem aminokiselinskih sekvenci McoCA3 i McoKT dobijena je
slicnost od 98 %, a domen svojstven multi-bakar oksidazama detektovan je na istim pozicijama kod
ovih proteina (rezultati su prikazani u Prilogu 1V). Sekvence sva ¢etiri gena sacuvane su u GenBank
bazi podataka pod pristupnim brojevima: MN075139 (mcoKT), MNO075140 (mcoCA3), MN075141
(cbp) i MNO75142 (copA).

4.9. Ispitivanje enzimske aktivnosti rekombinantih proteina

Geni koji kodiraju lakaze iz sojeva P. putida CA-3, P. putida KT2440 i P. putida F6
eksprimirani su u heterologom domadinu E. coli BL21[DE3]. Celijski esktrakti sa rekombinantnim
proteinima nanoseni su na ekvilibrisanu Ni-NTA agaroznu kolonu. Rekombinantni proteini su se za
nosa¢ (kompleks agaroze i nikl-nitriloacetatne kiseline) vezivali polihistidinskim nizom (6xHis) na
N-terminalnom kraju peptida. Nespecificno vezani proteini su spirani sa 50 mM NaH2POa, pH 8,
300 mM NaCl i 50 mM imidazolom, dok su Zeljeni rekombinantni proteini spirani sa istim puferom,
ali visim koncetracijama imidazola (250 mM i 500 mM) (odeljak 3.7.7.2). ABTS esejem utvrdena je
lakazna aktivnost u frakcijama koje su spirane puferom sa 250 mM imidazolom, i u kojima je
koncentracija proteina bila 10 mg/ml. Precis¢eni rekombinantni proteini ispitani su nativhom
poliakrilalamidnom gel elektroforezom (3.7.6.1), a njihova enzimska aktivnost utvrdena je i metodom
zimografije (odeljak 3.7.9.4). Merenjem apsorbancije u ABTS eseju i posmatranjem pojave zelene
boje, koja se u reakciji javlja kao posledica enzimske oksidacije supstrata, utvrdeno je da svi ¢éelijski
ekstrakti ispitivanih rekombinantnih sojeva, kao i svi precis¢eni enzimi pokazuju lakaznu aktivnost
(rezultati nisu prikazani). U metodi zimografije je u toku inkubacije na 37 °C posmatrana pojava
zelene boje na mestima na kojima je u poliakrilamidnom gelu doslo do interakcije enzim — supstrat
(u 1% agaroznoj podlozi). Ve¢ nakon 30 min inkubacije nativnog poliakrilamidnog gela prislonjenog
na 1% agaroznu podlogu sa ABTS supstratom uocena je pojava svetlozelene boje kod svih ispitanih
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uzoraka, dok se nakon 2 h inkubacije na 37 °C razvila boja koja se pokazala postojanom u toku
narednih nekoliko sati (Slika 28). Na mestima u podlozi na kojima se desila oksidacija ABTS
supstrata u interakciji sa rekombinantnim enzimima nisu se videle jasno definisane trake koje
odgovaraju molekulskoj masi proteina, ve¢ zeleno obojeni regioni, na vecoj visini od o¢ekivane.

bg\ )
QN 34 & QP
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Slika 28. Zimografija sa ABTS supstratom: analiza aktivnosti pre¢isé¢enih rekombinantnih enzima razdvojenih
nativnom PAGE elektroforezom; M — BlueStar prestained protein marker (NIPPON Genetics); kolone 1 i
2: enzimi preciséeni iz P. putida F6 — Cbp i CopA, kolona 3: McoKT iz soja P. putida KT2440, kolona 4:

Wt v

McoCA3 enzim preciséen iz soja P. putida CA-3.

Najintenzivnija, tamnozelena boja uocena je u reakciji oksidacije supstrata enzimom CopA,
dok je nesto svetlija boja prime¢ena u reakciji sa rekombinantnim enzimom Cbp. Rezultati za
preciscene rekombinantne enzime McoKT i McoCAS3 bili su priliéno ujednaceni, $to je u skladu sa
rezultatima iz poglavlja 4.1. Ova dva enzima oksidovala su supstrat ABTS u manjoj meri u odnosu
na enzime iz soja P. putida F6. Zeleno obojena reakcija odvijala se na nesto vec¢oj visini u odnosu na
o¢ekivanu kod svih testiranih rekombinantnih proteina. Kod Chp i CopA enzima aktivnost je
detektovana na sli¢noj visini, bez obzira na medusobne razlike u molekulskoj masi.

4.10. Karakterizacija rekombinantno eksprimiranih lakaza iz sojeva roda Pseudomonas

U cilju pronalaZenja optimalne pH vrednosti za aktivnost precis¢enih lakaza, ovi enzimi
testirani su na razli¢itim pH vrednostima u ABTS eseju. pH vrednosti pufera varirane su u opsegu
3 — 10 (odeljak 3.7.9.3). Svi ispitani enzimi pokazali su aktivnost u sirokom opsegu pH vrednosti:
CopA i Cbp od pH 3 do pH 8, dok su McoKT i McoCA3 bili aktivni na pH vrednostima od pH 3 do
pH 7. Najvecu aktivnost prema ABTS supstratu enzimi su dostigli na pH 4 (Slika 29A).
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Slika 29. Odredivanje optimalne pH vrednosti i temperature, kao i termalne stabilnosti rekombinantno
eksprimiranih lakaza iz sojeva roda Pseudomonas: A: relativha enzimska aktivnost na razli¢itim pH
vrednostima; B: relativna enzimska aktivnost na razli¢itim temperaturama; C: termalna stabilnost na 60 °C; D:
termalna stabilnost na 80 °C.

Radi odredivanja temperaturnog optimuma preciS¢enih enzima vrSeno je testiranje sa
supstratom ABTS-om na optimalnoj pH vrednosti 4, u reakcijama sa temperaturnim opsegom od
20 °C do 80 °C. Kod svih ispitanih lakaza potvrdena je aktivnost u Sirokom opsegu temperatura, od
20 °C do 80 °C, sa optimalnim opsegom od 30 °C do 50 °C (Slika 29B). Termalna stabilnost
preciS¢enih enzima proverena je inkubacijom na 60 °C i 80 °C u ukupnom trajanju od 120 min, a
alikvoti enzima uzimani su na svakih 30 min i testirani u enzimskom eseju sa ABTS-om. Svi ispitani
enzimi pokazali su visoku termalnu stabilnost na 60 °C, ¢ak i nakon 120 min inkubacije. Aktivnost
ovih uzoraka poredena je sa enzimskom aktivno$¢u kontrole (uzorak enzima pre inkubacije na
visokim temperaturama) koja je predstavljena kao 100% vrednosti (Slika 29C). Najvecu termalnu
stabilnost pokazao je enzim McoCA3 koji je zadrzao 55% svoje pocetne aktivnosti nakon 120 min
inkubacije na 80° C, dok su Cbp, CopA i McoKT zadrzali 16%, 29% i 20% pocetne aktivnosti
(Slika 29D).

4.11. Ispitivanje razgradnje tekstilnih boja rekombinatno eksprimiranim lakazama

Potencijal celijskih ekstrakata koji sadrze rekombinantne lakaze iz sojeva roda Pseudomonas
da razgrade sedam razli¢itih sinteti¢kih boja pracen je spektrofotometrijski u intervalu od cetiri dana.
Rezultati su prikazani samo za razgradene boje i izrazeni u procentima, kao relativha enzimska
razgradnja (Slika 30). Sve boje koris¢ene u eksperimentima su u Sirokoj upotrebi u tekstilnoj
industriji, kao i u industriji boja. Pocetni eksperimenti izvedeni su bez dodavanja redoks medijatora
(rezultati nisu prikazani), dok je u kasnijim eksperimentima dodavan 0,05 mM ABTS-a (finalno).
Eritrozin B i oranz G su jedine boje kod kojih je izostala reakcija razgradnje od strane rekombinantnih
lakaza. Celijski ekstrakt sa rekombinantnim enzimom CopA razgradio je pet od sedam testiranih boja:
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amido crnu 10B, bromkrezol ljubicastu, Evans plavu, reaktivnu crnu 5 i remazol brilijant plavu (Slika
30B). Ova rekombinantna lakaza kompletno je razgradila azo boju reaktivna crna 5 tokom ¢etiri dana
trajanja eksperimenta. Medu sedam testiranih boja amido crna 10B je jedina boja koja je razgradena
od strane svih rekombinantnih lakaza, i to sa stopom razgradnje 70 % — 95 % u intervalu od cetiri
dana. Celijski ekstrakt koji je sadrzao lakazu iz P. putida CA-3 je za &etiri dana inkubacije razgradio
95 % bromkrezol ljubicaste iz grupe trifenil-metan boja (Slika 30D).

A B Amido crna 10B B
100 B Bromkrezol ljubidasta
Evans plava

M Reaktivna crna 5

Remazol brilijant plava

CFE E. coli BL21 (DE3) Cbp D CFE E. coli BL21 (DE3) CopA

Degradacija boje (%)
@!

&

CFE E. coli BL21 (DE3) McoKT CFE E. coli BL21 (DE3) McoCA3

L

Slika30. Razgradnja pet sintetickih boja ¢elijskim ekstraktima koji sadrze rekombinantne lakaze: A: Chp
iz P. putida F6; B: CopA iz P. putida F6; C: McoKT iz P. putida KT2440; i D: McoCA3 iz P. putida CA-3.

4.12. Detekcija lipoliticke aktivnosti kod odabranih Pseudomonas sojeva iz
laboratorijske kolekcije u testu sa rodaminom B

Bakterijske lipaze su ve¢inom inducibilni enzimi, a njihovu aktivnost pospesuje prisustvo
razlic¢itih ulja, triacilglicerola, masnih kiselina i njihovih estara, kao i glicerola u podlozi (Gupta,
Gupta et al. 2004). Selekcija potencijalno dobrih izvora enzima lipaza vrsena je zasejavanjem sedam
sojeva roda Pseudomonas iz laboratorijske kolekcije (P. chlororaphis B-561, P. aeruginosa PAOL,
P. putida KT2440, P. putida CA-3, P. putida F6, P. putida mt-2 i P. putida S12) na hranljive LA
podloge sa dodatkom 1 % maslinovog ulja i indikatorske boje rodamin B (2 mg I%, finalno). Bogata
hranljiva podloga je koris¢ena da bi se svim testiranim sojevima omogudili optimalni uslovi za rast,
dok je dodavanje 1 % maslinovog ulja imalo za cilj da indukuje produkciju lipaza. Rodamin B
posluzio je kao indikator enzimske aktivnosti. Nakon sedam dana inkubacije na 30 °C lipoliticka
aktivnost utvrdivana je posmatranjem zasejanih podloga pod ultraljubi¢astom svetlo$¢u, na talasnoj
duzini od 260 nm. Kod sojeva P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAOL1 lipoliti¢ka aktivnost bila
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je vidljiva ¢ak i golim okom, a to je potvrdeno i osvetljavanjem ultraljubi¢astom svetlos¢u. Kod soja
P. chlororaphis B-561 se na rubovima mogao videti fluorescirajuci prsten (Slika 31). Pojava
fluorescirajuc¢eg narandzastog prstena, vidljivog pod ultraljubi¢astom svetlo§¢u moze Se objasniti
interakcijom proizvoda enzimske hidrolize — slobodnih masnih kiselina sa rodaminom B prisutnim u
podlozi (Olusesan, Azura et al. 2009). Fluorescencija nije opazena kod ostalih sojeva (rezultati
prikazani samo za soj P. putida KT2440), pa su za dalja istrazivanja odabrani P. chlororaphis B-561
i P. aeruginosa PAOL.

Slika 31. Detekcija aktivnosti enzima lipaza na ¢vrstim podlogama kod sojeva P. chlororaphis B-561 i
P. aeruginosa PAOL i odsustvo aktivnosti kod soja P. putida KT2440 — A: posmatranje u vidljivom spektru i
B: pod ultraljubi¢astom svetloséu.

4.13. Ispitivanje potencijala razli¢itih izvora ugljenika za indukciju enzima lipaza kod
odabranih sojeva roda Pseudomonas

Da bi se ispitao uticaj upotrebe razli¢itih izvora ugljenika u minimalnim podlogama na
pospesivanje aktivnosti enzima lipaze, odabrani su sojevi kod kojih je prethodno potvrdena lipoliticka
aktivnost — P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561, kao i negativna kontrola — P. putida
KT2440. Testirani su celijski ekstrakti i supernatanti pomenutih sojeva, gajenih u minimalnom
te¢nom medijumu sa dodatkom 1 % maslinovog ulja ili 0,1 % glukoze, kao jedinog izvora ugljenika.
Ispitivana je enzimska aktivnost na 1 % agaroznim podlogama (w/v) sa 1 % maslinovim uljem (v/v)
i indikatorskom bojom rodamin B (2 mg I}, finalno). Posmatranjem pod ultraljubi¢astom svetlo§éu
uocena je fluorescencija na mestima gde se desila enzimska hidroliza maslinovog ulja na slobodne
masne kiseline. Sojevi koji su gajeni na ulju pokazali su vecu lipoliticku aktivnost u odnosu na sojeve
gajene na glukozi, i to naroc¢ito enzimi iz supernatanata. Soj P. chlororaphis B-561 pokazao je
najvecu, a P. putida KT2440 neznatnu aktivnost, sto je o¢ekivano i u skladu sa rezultatima iz odeljka
4.12. Rezultati ovog eksperimenta prikazani su na Slici 32.
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ulj glukoza ulje glukoza

Cel. ekstrakt supermatant
¢el. ekstrakt supermatant
Cel. ekstrakt supernatant

B-561 PAO1 KT2440

Slika 32. Utvrdivanje lipoliticke aktivnosti lipaza na agaroznim podlogama sa 1% maslinovim uljem i rodamin
B indikatorom u uzorcima supernatanata i celijskih ekstrakata sojeva A: P. chlororaphis B-561,
B: P. aeruginosa PAO1 i C: P. putida KT2440 gajenih na 1 % maslinovom ulju ili 0,1 % glukozi.

4.14. Ispitivanje enzimske razgradnje PHA i PCL polimera na ¢vrstim podlogama

Poznato je da lipoliticki enzimi mogu uticati na razgradnju polimera kao S$to su
polihidroksialkanoati (PHA) srednjeg lanca i polikaprolakton (PCL) (Kanmani, Kumaresan et al.
2016). U ovom radu pokazana je enzimska aktivnost lipaza kod sojeva P. aeruginosa PAOL i
P. chlororaphis B-561. Kako bi se ispitao potencijal ovih sojeva u razgradnji PCL i PHA, navedeni
biopolimeri rastvoreni su u acetonu i dodati u 1 % agaroznu podlogu. Testirani su supernatanti,
¢elijski ekstrakti i ukupni celijski proteini sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561
gajenih u minimalnom medijumu sa dodatkom 1 % maslinovog ulja ili 0,1 % glukoze (jedini izvor
ugljenika). Nakon petodnevne inkubacije na 37 °C uocene su prosvetljene zone oko bunari¢a sa
nanetim uzorcima s§to je ukazivalo na biorazgradnju polimera u podlozi. Vece zone razgradnje uocene
su kod sojeva koji su gajeni u minimalnoj te¢noj podlozi sa dodatim uljem u odnosu na sojeve gajene
na glukozi (Slika 33).

A B

ulje glukoza

¢el. proteini cCel. ekstrakt supernatant
¢el. proteini Cel. ekstrakt Supernatant

B-561 PAO1

Slika 33. Zone razgradnje polimera PHA i PCL na c¢vrstoj podlozi celijskim proteinima iz sojeva
A: P. chlororaphis B-561 i B: P. aeruginosa PAOL.

69



Kod soja P. chlororaphis B-561 gajenom na ulju kao jedinom izvoru ugljenika najveca zona
razgradnje uocena je oko bunari¢a sa celijskim ekstraktom (8,5 mm), zatim ukupnim ¢elijskim
proteinima (6,5 mm), a nesto manja zona izmerena je oko bunaric¢a sa uzorkom supernatanta (5 mm).
Soj P. aeruginosa PAOL1 gajen na ulju kao jedinom izvoru ugljenika takode je pokazao potencijal za
razgradnju biopolimera u ¢vrstoj podlozi. Veli¢ine zona razgradnje oko uzoraka sa supernatantom i
¢elijskim ekstraktom bile su ujednacéene i iznosile su 1,5 mm, dok je zona oko bunari¢a sa ukupnim
¢elijskim proteinima bila nesto ve¢a — 2,5 mm. Kod sojeva gajenih u minimalnom medijumu sa
dodatom glukozom wveli¢ine zona razgradnje su iznosile: 6,5 mm oko svih uzoraka kod
P. chlororaphis B-561; 1 mm, 1,5 mm i 1,7 mm za uzorke supernatanta, ¢elijskog ekstrakta i ukupnih
¢elijskih proteina kod soja P. aeruginosa PAOL. Ovi rezultati u skladu sa sa rezultatima iz prethodnih
odeljaka, u kojima je takode pokazano da prisustvo ulja moze indukovati aktivnost enzima lipaza,
odnosno razgradnju supstrata prisutnih u podlozi.

4.15. Ispitivanje enzimske razgradnje PHA i PCL polimera u puferu

Za analizu enzimske razgradnje polimera PHA i PCL kori$¢eni su ukupni ¢elijski proteini
sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561 u PBS puferu pH 7,4 (odeljak 3.8.2). Stepen
razgradnje biopolimera utvrden je merenjem gubitka mase i analizom na svetlosnom mikroskopu.
Nakon cetiri nedelje tretmana ukupnim ¢elijskim proteinima testiranih sojeva, oba polimera pokazala
su umeren gubitak mase, 1 — 1,3%. Na mikrografijama PCL polimera snimljenim pre izlaganja
enzimskom dejstvu ukupnih ¢elijskih proteina uoc€ljiva je struktura u formi jasno ograni¢enih
sferulita. Nakon cetiri nedelje izlaganja bakterijskim enzimima, posmatranjem povrsine PCL
polimera pod mikroskopom primeéena je erozija i izmenjena morfologija sa manje izrazenim
granicama izmedu sferulita (Slika 34A). Analiza PHA polimera srednjeg lanca nakon cetiri nedelje
delovanja enzima takode je pokazala povrsinsku razgradnju i izmene u morfologiji u odnosu na
netretirane polimere. Primecene su i tanke pukotine na samoj povrsini PHA uzoraka (Slika 34B).

PHA pre

B

S z
g g
as] [aa]
5 —
c 2
A =9

Slika 34. A: PCL i B: PHA polimeri pre i posle ¢etiri nedelje izlaganja ukupnim ¢elijskim proteinima
P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1, posmatrani pod svetlosnim mikroskopom.

70



Izmene u kristalnoj strukturi PCL uzoraka analizirane su FTIR spektroskopijom, pracenjem
promene karbonil indeksa i indeksa kristaliniteta koji su za netretirane PCL uzorke iznosili: Cl = 3,5,
indeks kristaliniteta 61%. Usled amorfne strukture PHA polimera, nije postojala mogucnost praéenja
promene ova dva indeksa. Nakon cetiri nedelje tretmana PCL polimera ¢elijskim proteinima sojeva
P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1 nije uo¢ena znac¢ajna promena karbonil indeksa i
indeksa kristaliniteta (CI = 3,5, indeks kristaliniteta 61%). Promene u hemijskoj strukturi i
povrsinskoj morfologiji PCL i PHA polimera nisu mogle da se detektuju upotrebom FTIR metode,
Sto je i prikazano na Slici 35 (Rezultati prikazani samo za soj P. chlororaphis B-561).
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Slika 35. FTIR spektroskopska analiza netretiranog PCL polimera i PCL polimera nakon cetiri nedelje
razgradnje ukupnim ¢elijskim proteinima soja P. chlororaphis B-561.

4.16. Ispitivanje enzimske razgradnje PHA i PCL polimera u modelu komposta

Potencijal za biorazgradnju PCL i PHA polimera ispitivan je i u modelu komposta,
testiranjem dejstva celih ¢elijskih kultura na njihovu strukturu i odrzivost. S obzirom da je soj
P. aeruginosa PAOL oportunisticki patogen, izostavljen je iz ovih eksperimenata, dok je koriséeni
soj P. chlororaphis B-561 gajen u minimalnoj te¢noj podlozi sa dodatkom ulja kao jedinog izvora
ugljenika. Uzorci PCL i PHA veli¢ine 10 x 20 mm (tezine oko 40 mg za PCL i 200 mg za PHA)
postavljeni su u kompost (pH 7,5) i inkubirani sa svezom te¢nom kulturom P. chlororaphis B-561
koja je dodavana na svakih sedam dana, u trajanju od ukupno cetiri nedelje za PCL i osam nedelja za
PHA. Takode, pracena je promena temperature kompost sistema. Pokazano je da je aktivnost
bakterijske kulture imala uticaj samo na biorazgradnju polimera, bez znacajnog efekta na promenu
temperature u kompostu. Temperatura komposta varirala je od 39 °C do 43 °C, sto je nize od tacke
topljenja oba biopolimera. Na kraju eksperimenta je merenjem utvrdivan gubitak mase polimera, a
povrsinska razgradnja posmatrana je na optickom mikroskopu. Oba testirana polimera pokazala su
znacajan gubitak mase u kompost model sistemu oboga¢enom bakterijskom kulturom, i to od 5,7 %
— 15,5 %. PCL polimer je pokazao ve¢i stepen biorazgradivosti od PHA polimera. Nakon cetiri
nedelje inkubacije PCL polimera sa ¢elijskom kulturom P. chlororaphis B-561 u kompost sistemu
doslo je do gubitka mase od 15,5 %. Vazno je pomenuti da je u kontrolnom, nesterilisanom kompost
sistemu, sa prirodno prisutnim mikroorganizmima primec¢en takode znaCajan gubitak mase od
11,7 %, dok se u sterilisanom kompostu masa testiranih polimera u istim uslovima nije menjala.

Gubitak mase PHA polimera u model sistemu komposta oboga¢enom svezom c¢elijskom
kulturom P. chlororaphis B-561 bio je dva puta vec¢i u odnosu na kontrolu sa nesterilisanim
kompostom i iznosio je 12,1 %. U sterilisanom kompostu nije detektovana promena mase PHA
polimera.
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Promene na povrsini PCL polimera, koje su se javile kao posledica enzimske razgradnje bile
su vidljive i golim okom — delovi polimera su nedostajali, materijal je delovao krto, a primecena je i
pojava perforacija ¢iji se broj vremenom uvecavao (Slika 36B) Metodom svetlosne mikroskopije
utvrdena je povrsinska erozija kod oba polimera (Slika 36A i 37A). Kod PCL polimera doslo je do
kompletne promene povrsinske morfologije i sferuliti su bili jedva vidljivi (Slika 36A).

PCL negativna ~ PCL sterilna kontrola B-561
kontrola

2. nedelja

B-561

tivna
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ne
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Slika 36. Biorazgradnja PCL polimera nakon cetiri nedelje u kompost model sistemu sa dodatom
P. chlororaphis B-561 bakterijskom kulturom, negativha kompost kontrola i sterilna kompost kontrola.
A: Slike sa svetlosnog mikroskopa, i B: Fotografije.

72



100 i

PHA pre PHA negativna PHA sterilna kontrola B-561
kontrola

4. nedelja 8. nedelja

B-561

negativna
kontrola

sterilna
kontrola

Slika 37. Analiza biorazgradnje PHA polimera u laboratorijskom kompost sistemu sa dodatkom bakterijske
kulture P. chlororaphis B-561, negativna kompost kontrola i sterilna kompost kontrola, u trajanju od osam
nedelja. A: Slike sa svetlosnog mikroskopa, i B: Fotografije.

Promene u kristalnoj strukturi PCL polimera nakon biorazgradnje procenjivane su izratunavanjem
Cl i indeksa kristaliniteta. Pikovi u FTIR spektru svojstveni PCL polimeru zadrzali su se i nakon
biorazgradnje polimera, sto je prikazano na Slici 38.
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Slika 38. FTIR spektroskopska analiza nakon ¢etiri nedelje razgradnje PCL polimera u kompost model
sistemu sa dodatom P. chlororaphis B-561 bakterijskom kulturom, negativna kompost kontrola i sterilna
kompost kontrola.
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Nisu detektovane promene u CI vrednosti (3,5) i indeksu kristaliniteta (61 %) u odnosu na
netretirane PCL. lako su razlike u izgledu PHA polimera pre eksperimenta i nakon osam nedelja u
kompost model sistemu bile minimalne (Slika 37B), posmatranjem pod optickim mikroskopom
uocena je izmenjena morfologija kao posledica biorazgradnje (pukotine na povrsini, Slika 37A), §to
je potvrdeno i merenjem gubitka mase (1,3 %).

4.17. Umnozavanje, kloniranje i rekombinantna ekspresija gena koji kodiraju lipaze

U ovom radu eksperimentalno je potvrdeno da lipoliticki enzimi poreklom iz dva soja roda
Pseudomonas (P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561) mogu da razgraduju rastvorene
polimere PCL i PHA (u sastavu ¢vrstih podloga), ili polimere u obliku filma (u puferu i kompostu)
(odeljci 4.14, 4.151 4.16). Kako bi se ispitao potencijal primene ovih enzima u procesu biorazgradnje,
prvi korak bilo je umnozavanje i kloniranje gena koji ih kodiraju. Analizom GenBank baze podataka
izdvojeni su geni iz P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561 sojeva koji kodiraju proteine sa
potvrdenom, ili pretpostavljenom esteraznom aktivnoséu. Odluceno je da se u okviru ove studije
urade preliminarna ispitivanja sa manjim brojem gena, uz moguc¢nost da se u buduénosti studija
prosiri i na druge gene od interesa izdvojene bioinformatickom analizom. Na osnovu odabranih gena
dizajnirani su prajmeri za umnozavanje gena iz sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561.
Sekvence prajmera i uslovi pod kojima su PCR reakcije izvodene nalaze se u Tabeli 4 i Tabeli 5.
U PCR reakciji umnozeni su fragmenti za koje je sekvenciranjem i analizom sekvenci utvrdeno da
predstavljaju:

e gen za lipazu A (lipA — 936 bp) iz soja P. aeruginosa PAO1
e gen za fosfolipazu C (plcB — 987 bp) iz soja P. aeruginosa PAO1
e gen za lipazu A (lipA — 891 bp) iz soja P. chlororaphis B-561

Nukleotidne sekvence ovih gena prikazane su u Prilogu V. PCR reakcije u kojima su
umnozavani geni za lipaze iz sojeva P. aeruginosa PAOL1 i P. chlororaphis B-561 analizirane su na
1 % agaroznim gelovima, a rezultati su prikazani na Slici 39.
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Slika 39. Analiza PCR proizvoda na 1 % agaroznom gelu, A: umnozen gen za lipazu A (lipA) (M —1 kb DNA
ladder (250 — 10000 bp) NIPPON Genetics marker) i fosfolipazu C (plcB) (M —100 bp DNA ladder
(100 — 3000 bp) NIPPON Genetics marker, K — negativna kontrola) iz soja P. aeruginosa PAO1; B: umnozen
gen za lipazu A (lipA) (M — 1 kb DNA ladder (250 — 10000 bp) NIPPON Genetics marker) iz soja
P. chlororaphis B-561, K — negativna kontrola; strelice pokazuju o¢ekivane veli¢ine fragmenata.
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Geni koji kodiraju lipazu — lipA i plcB iz soja P. aeruginosa PAOL i lipA iz P. chlororaphis
B-561 uklonirani su u vektor pPGEM-T Easy. Rekombinantnim vektorima transformisane su E. coli
DHS5a hemijski kompetentne ¢elije, a uspesnost kloniranja proverena je digestijom rekombinantnih
plazmida restrikcionim enzimima Kpnl i Notl i analizom proizvoda digestije na agaroznom gelu
(rezultati nisu prikazani). Vektori su takode provereni sekvenciranjem, uz upotrebu univerzalnih M13
prajmera i analizom sekvenci utvrdeno da su uklonirani geni od interesa. Kako bi se ispitala
mogucnost rekombinantne ekspresije gena koji kodiraju lipoliticke enzime, procesima restrikcione
digestije i ligacije (odeljci 3.5.8 i 3.5.5) geni su prebaceni u ekspresioni vektor pJB861.
Rekombinantni ekspresioni vektori takode su provereni restrikcionom analizom i sekvenciranjem, a
nakon toga elektroporacijom ubaceni u soj P. putida KT2440. Soj P. putida KT2440 okarakterisan je
kao bezbedan, u mnogim istrazivanjima kori$¢en je kao domacin za vektore sa ukloniranim genima
iz drugih zemljisnih mikroorganizama, a nasao je i svoju primenu u biotehnologiji (Martins dos
Santos, Timmis et al. 2004). Imajuéi sve navedeno u vidu, u ovoj studiji odabran je kao domacin za
homologu ekspresiju gena i procenu aktivnosti rekombinantnih lipaza.

4.18. Analiza lipoliti¢ke aktivnosti u eseju sa p-nitrofenil palmitatom

Kako bi se ispitala lipoliticka aktivnost odabranih divljih i rekombinantnih sojeva koris¢en je
kolorimetrijski esej sa supstratom p-nitrofenil palmitatom (p-NPP) (odeljak 3.7.10.3). Ispitano je
dejstvo supernatanata i celijskih ekstrakata divljih sojeva P. aeruginosa PAO1 i P. chlororaphis
B-561 (pozitivne kontrole), P. putida KT2440 (negativna kontrola), kao i P. putida KT2440 sojeva
sa rekombinatno eksprimiranim lipazama (odeljak 4.17). Divlji sojevi koji su u prethodnim testovima
(odeljci 4.12, 4.14 1 4.15) pokazali lipoliticku aktivnost oznaceni su kao pozitivne kontrole, dok je
soj P. putida KT2440 kod koga nije detektovana lipoliticka aktivnost ni u jednom od testova oznacen
kao negativna kontrola.

Sustina kolorimetrijskog eseja sa p-nitrofenil palmitatom je da kao posledica enzimske
hidrolize ovog supstrata nastaje jedinjenje p-nitrofenol, zuto obojeni proizvod koji se moze pratiti
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 410 nm. Rezultati ovog testa prikazani su na grafiku na
Slici 40.
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Slika 40. Pracenje enzimske aktivnosti lipaza u supernatantu (skraceno sup) i ¢elijskom ekstraktu (skrac¢eno
cfe, eng. cell free extract) kod divljih sojeva (skraceno wt, eng. wild type) i soja P. putida KT2440 sa
rekombinantnim lipazama.
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Na grafiku se moze uociti da su najve¢u aktivnost pokazali supernatanti divljih sojeva
P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561, Slede celijski ekstrakti sojeva sa rekombinantnom
fosfolipazom C (iz P. aeruginosa PAO1), rekombinantnom lipazom A (iz P. aeruginosa PAO1) kao
i rekombinantnom lipazom A (iz soja P. chlororaphis B-561), supernatanti rekombinantnih sojeva i
¢elijski ekstrakti divljih sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561, dok je najmanju
aktivnost pokazao soj P. putida KT2440.

Lipoliticka aktivnost uoc¢ena kod divljih sojeva P. aeruginosa PAQO1, P. chlororaphis B-561
I P. putida KT2440 u skladu je sa oc¢ekivanjima i prethodnim rezultatima iz ovog rada. Medutim,
interesantan rezultat ovog eksperimenta je znacajna aktivnost rekombinantnih lipaza u celijskim
ekstraktima. Ova cinjenica je u suprotnosti sa rezultatima svih prethodnih testova u kojima je
lipoliticka aktivnost divljih sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561 detektovana pretezno
U supernatantu.
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5. DISKUSIJA

5.1. Lakaze

Lakaze, enzimi koji spadaju u raznovrsnu grupu multi-bakar oksidaza, katalizuju oksidaciju
Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja i zbog toga se smatraju veoma pogodnim za primenu u
razli¢itim biotehnoloskim i industrijskim procesima (Alexandre and Zhulin 2000, Piscitelli, Pezzella
et al. 2010). Aplikativni potencijal ovih enzima je raznolik — mogu se koristiti za obradu nerastvorne
lignocelulozne biomase, uklanjanje zagadivaca iz industrijskih otpadnih voda i kontaminiranih
zemljista, razgradnju postojanih tekstilnih boja, kao biosenzori za fenolna jedinjenja itd. (Madhavi
and Lele 2009).

U novijoj literaturi opisana je primena nekoliko rekombinantnih bakterijskih lakaza iz vrsta
Klebsiella pneumoniae, Bacillus safensis, B. subtilis, Yersinia enterocolitica, i to uglavnom u
procesima bioremedijacije — razgradnji sintetickih boja i uklanjanju policikli¢nih aromati¢nih
ugljovodonika, ali i u biotransformaciji jedinjenja koja se koriste u farmaceutskoj industriji (Singh,
Rawat et al. 2016, Zeng, Zhu et al. 2016, Liu, Huang et al. 2017, Siroosi, Amoozegar et al. 2018).
Iako je do danas mali broj bakterijskih lakaza detaljno proucen, napredak u sferi tehnologije
sekvenciranja genoma i bioinformati¢ke analize ovih sekvenci ukazao je na njihovu veliku
rasprostranjenost. Opisane lakaze iz Pseudomonas vrsta su uglavnom identifikovane i pre¢is¢avane
iz divljih sojeva (Kuddus, Joseph et al. 2013, Arunkumar, Alex Anand et al. 2014, Peter and Vandana
2014), a jedini do sada rekombinantno eksprimirani enzim je CopA iz soja P. putida KT2440 (Granja-
Travez and Bugg 2018). Traganje za novim, potencijalno efikasnijim bakterijskim lakazama u
sojevima roda Pseudomonas, kao i rekombinantna ekspresija u domacinu jednostavnom za
manipulaciju kao $to je E. coli sastavni su deo ove studije.

5.1.1. Identifikacija lakaza u sojevima roda Pseudomonas: utvrdivanje prisustva enzima
i analiza genetickih determinanti

Potencijalno prisustvo enzima lakaze u sojevima roda Pseudomonas je u ovoj studiji
ispitivano upotrebom kvalitativnih i kvantitavnih enzimskih eseja. Kvalitativni enzimski eseji se
koriste za utvrdivanje postojanja enzima, dok kvantitativni eseji sluze za analizu aktivnosti enzima
merenjem promene koli¢ine supstrata ili proizvoda reakcije u odredenom vremenskom periodu. Kod
sedam sojeva iz kolekcije Laboratorije za molekularnu genetiku i ekologiju mikroorganizama,
Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo, Univerziteta u Beogradu, ispitana je
sposobnost oksidacije dva jedinjenja, standardnih supstrata za lakazu — gvajakola i ABTS-a (odeljak
4.1). Testirani su sojevi: P. putida F6, P. putida KT2440, P. putida CA-3, P. putida mt-2, P. putida
S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1. Gvajakol (o-metoksi fenol), aromati¢no jedinjenje
koje zauzima znacajan udeo u strukturi lignina (Azadfar, Gao et al. 2015) veoma je dobar supstrat za
ve¢inu lakaza (YYaropolov, Skorobogat’ko et al. 1994). Hranljive LA podloge sa gvajakolom
koris¢ene za detekciju lakazne aktivnosti sadrzale su i CuSOs. U literaturi je pokazano da je izvor
jona bakra veoma vazan za kvaternarnu strukturu enzima lakaze, njegovu termalnu stabilnost i
kataliticku aktivnost (Gabdulkhakov, Kostareva et al. 2018). Pojava crvenkasto-braon prebojenosti u
testu sa gvajakolom (Nishida 1988, Kiiskinen, R&tto et al. 2004) uocena je kod svih testiranih sojeva,
ukazujuci na prisustvo enzima sa svojstvom lakaze. Najintenzivniju, tamnobraon boju razvio je soj
P. putida F6, zatim sojevi P. putida KT2440 i P. putida CA-3, kao sto je prikazano na Slici 20A, u
odeljku 4.1.

Nakon sto je u kvalitativnom testu sa supstratom gvajakolom utvrdena oksidativna enzimska
aktivnost kod svih ispitanih sojeva, uradena je i kvantitativna analiza lakazne aktivnosti. Ispitivanje
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je vrseno enzimskim testom u kom je oksidovan ABTS supstrat, sa dodatkom izvora jona bakra,
jedinjenjem CuSO4. Od svih testiranih vancelijskih (supernatant) i unutarcelijskih (¢elijski ekstrakt)
frakcija proteina najvecu enzimsku aktivnost pokazao je celijski esktrakt soja P. putida F6, i to dva
puta vecu od celijskih ekstrakata sojeva P. putida KT2440 i P. putida CA-3, §to je u skladu sa
rezultatima kvalitativnog testa (Slika 20B). Ova tri soja pokazala su znacajnu razliku u enzimskoj
oksidaciji ABTS supstrata u odnosu na ostale sojeve (Tabela 7), kod kojih se koli¢ina nastalog
proizvoda, ABTS radikal-katjona, pokazala zanemarljivom u odnosu na koncentraciju ukupnih
proteina u uzorku. Kako je aktivnost enzima lakaze uocena u celijskom ektraktu, dok je u
supernatantu bila nemerljiva, ovi rezultati ukazali su na unutarcelijsku lokalizaciju enzima, sto je u
skladu sa prethodno objavljenim rezultatima u literaturi (Sharma, Goel et al. 2007, Margot, Bennati-
Granier et al. 2013). Podaci u literaturi svedoce 0 postojanju enzima lakaze u sojevima roda
Pseudomonas — P. putida F6 (McMahon, Doyle et al. 2007) kao i multi-bakar oksidaze (CopA) u
soju P. putida KT2440 (Granja-Travez and Bugg 2018).

Umnozavanje genetickih determinanti koje kodiraju enzime sa lakaznom aktivno$¢u kod
odabranih sojeva roda Pseudomonas izvrSeno je upotrebom izrodenih i specificnih prajmera.
Metodom PCR-a umnozeni su geni koji kodiraju enzime sa svojstvom lakaze iz dva soja — P. putida
CA-3 (mcoCA3, 738 bp) i P. putida KT2440 (mcoKT, 741 bp) (odeljak 4.3). Kloniranjem i
ekspresijom ovih gena u heterologom domacinu E. coli BL21[DE3] dobijeni su rekombinantni
proteini od 246 AK (McoCA3) i 247 AK (McoKT). Poravnanjem aminokiselinskih sekvenci
utvrdeno je da se radi o vrlo srodnim multi-bakar oksidazama sa domenom karakteristicnim za ove
enzime, prisutnim na istim pozicijama (prikazano u Prilogu IV). U bazama podataka su za soj P.
putida KT2440 pronadena jo$ Cetiri gena (cumA, copA-I, copA-I1, i mnxG) koji potencijalno kodiraju
multi-bakar oksidaze veli¢ine 468 AK, 574 AK, 669 AK i 1947 AK. Od navedenih enzima u literaturi
je jedino opisan, rekombinantno eksprimiran i okarakterisan CopA enzim (669 AK) iz P. putida
KT2440, koji je skoro tri puta ve¢i od McoKT enzima (247 AK) identifikovanog u ovom radu, §to
sugerise da je u pitanju neka druga lakaza. U literaturi ne postoje podaci o genima koji kodiraju multi-
bakar oksidazu u soju P. putida CA-3, te su gen mcoCA3 i protein koji kodira po prvi put opisani u
ovoj studiji.

Dodatnom analizom veceg broja sekvenci fragmenata umnozenih PCR metodom kod sojeva
P. putida F6, P. putida mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1
jednoznacno je utvrdeno da to nisu geni koji kodiraju multi-bakar oksidaze, niti druge srodne proteine
(Prilog 1). Svi sojevi roda Pseudomonas iz laboratorijske kolekcije kod kojih nije detektovana
znacajna aktivnost u enzimskim testovima i kod kojih nisu umnozeni geni koji kodiraju lakazu —
P. putida mt-2, P. putida S12, P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAOL, izostavljeni su iz daljih
istrazivanja u okviru ove studije.

5.1.2. Identifikacija lakaza kod soja P. putida F6

Cinjenica da gen za lakazu kod soja P. putida F6 nije umnozen PCR metodom upotrebom
izrodenih prajmera ukazala je na mogucnost da se radi o sekvenci koja se razlikuje od sekvenci
poznatih lakaza. U kvalitativnoj, kao i u kvantitativnoj analizi lakazne aktivnosti soj P. putida F6
pokazao je dva puta vecu aktivnost prema ABTS supstratu u odnosu na sojeve P. putida KT2440 i
P. putida CA-3 (odeljak 4.1). S obzirom na to da je soj P. putida F6 neosporno pokazao aktivnost u
ovoj studiji, kao i da je literaturi utvrdeno prisustvo lakazne aktivnosti u ovom soju (McMahon, Doyle
et al. 2007), umnozavanje zeljenog gena zahtevalo je drugaciji pristup. Strategija za kreiranje
specificnih prajmera za umnozavanje gena koji kodiraju enzim sa lakaznom aktivno$¢éu u soju
P. putida F6 obuhvatila je nekoliko metoda — jonoizmenjivacku hromatografiju, N-terminalno
sekvenciranje, sekvenciranje genoma ovog soja i bioinformaticku analizu podataka. Analizom
enzimske aktivnosti uz visestruko precis¢avanje na koloni sa jakim anjonskim izmenjivacem,
utvrdeno je postojanje dve frakcije proteina sa lakaznom aktivnos¢u u soju P. putida F6 (Laccl i
Lacc2), od kojih je samo jedna bila homogena (Slika 24). Metodom N-terminalnog sekvenciranja
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utvrdeno je da prec¢iséeni protein molekulske mase od oko 24 kDa iz Laccl frakcije na svom amino-
kraju sadrzi motiv od sedam aminokiselina MTHHSED. Ovaj niz se nije mogao pronac¢i medu
lakazama dostupnim u bazama podataka, ali je u sekvenci genoma P. putida F6 bioinformati¢kom
analizom, medu osam gena kandidata za enzime sa lakaznom aktivno$c¢u, pronaden i gen cbp
(348 bp) koji kodira protein sa MTHHSED nizom (Tabela 8). Pronaden je jos jedan gen, copA
(1869 bp), koji kodira multi-bakar oksidazu sa sistemom za rezistenciju na bakar od 623 AK, veli¢ine
priblizne jednom od proteina iz nehomogene frakcije (Slika 24B). Specificnim prajmerima
dizajniranim na osnovu sekvenci gena cbp i coOpA umnozena su oba gena iz soja P. putida F6
(Slika 25, odeljak 4.7). Geni umnozeni iz soja P. putida F6 su u ovom radu po prvi put klonirani i
eksprimirani u domacinu E. coli BL21[DE3]. Proizvodi gena cbp i copA su proteini koji za svoju
funkciju zahtevaju bakar. Cbp je protein od 116 AK (~12,7 kDa) ¢ije je jezgro sastavljeno od cetiri
a-zavojnice, dok je CopA multi-bakar oksidaza od 623 AK (~68,5 kDa). Lakaza koju su MakMahan
I saradnici precistili iz soja P. putida F6 je molekulske mase 59 kDa (McMahon, Doyle et al. 2007),
Sto je ukazalo da se razlikuje od enzima identifikovanih u ovoj studiji. Takode, poredenjem
aminokiselinskih sekvenci CopA enzima iz soja P. putida KT2440 (Granja-Travez and Bugg 2018) i
CopA multi-bakar oksidaze iz soja P. putida F6 koja je klonirana u ovom radu utvrdeno je da se radi
0 razli¢itim proteinima sa 67,7 % sli¢nosti. Vazno je ista¢i da postoji neslaganje u molekulskoj masi
proteina iz frakcije Laccl koji je sekvenciran (~24 kDa) i proizvoda identifikovanog cbp gena
(~12,7 kDa). Gen koji se nalazi iza gena cbp (348 bp) je copC gen (381 bp), koji potencijalno kodira
protein molekulske mase ~13,9 kDa. Izmedu cbp i copC gena nalazi se samo 11 baznih parova, pa je
neposredna blizina mogucéi uzrok potencijalnog prepisivanja ovih gena u jedinstveni peptid, sto bi
moglo da razjasni nepodudaranje pretpostavljenih veli¢ina Cbp proteina i proteina u Laccl frakciji.
Proizvod copC gena je periplazmati¢ni vezivni protein koji reguliSe homeostazu bakra i prisutan je
kod mnogih bakterijskih vrsta (Lawton, Kenney et al. 2016).

5.1.3. Karakterizacija rekombinantno eksprimiranih lakaza iz sojeva roda
Pseudomonas

U ovom radu su cetiri enzima (Cbp, CopA, McoKT i McoCA3) iz tri P. putida soja (P.
putida F6, P. putida KT2440 i P. putida CA-3) heterologo eksprimirana u E. coli BL21[DE3]
domacinu i prec¢is¢ena na Ni-NTA koloni (odeljak 4.9). Kvantitativnim enzimskim esejem sa ABTS
supstratom i metodom zimografije pokazano je da su nakon rekombinantne ekspresije u heterologom
domacdinu ovi enzimi zadrzali svoju aktivnost, tj. da su proizvodi ukloniranih gena funkcionalni.
Aktivnost rekombinantnih lakaza uveéana je ~2,5 puta dodavanjem 0,2 mM jona Cu*? u reakciju
enzimske oksidacije ABTS supstrata. Galai 1 saradnici su dodatkom mnogo vece koncentracije jona
Cu*? (10 mM) dobili sli¢no uveéanje aktivnosti lakaze (2,6 puta) iz soja Stenotrophomonas
maltophilia AAP56 (Galai, Limam et al. 2009).U zimografiji su se na mestima gde se desila
oksidacija ABTS supstrata rekombinantnim enzimima umesto jasno definisanih traka mogli uociti
obojeni regioni, na nesto vecoj visini od ocekivane, §to je pokazano na Slici 28, u odeljku 4.9. Poznato
je da pokretljivost proteina pri njihovom razdvajanju poliakrilalamidnom gel elektroforezom bez
denaturiucih agenasa zavisi od njihove molekulske mase, naelektrisanja i nativne strukture. Sto je
vece ukupno negativno naelektrisanje, veca je i pokretljivost proteina u alkalnim puferima. Proteini
velike molekulske mase, ali 1 oni koji zauzimaju kompleksnije trodimenzionalne strukture krecu se
sporije zbog efekta trenja. Moguénost da rekombinantni enzimi poseduju kompleksniju nativnu
strukturu od pretpostavljene moze objasniti njihovu manju elektroforetsku pokretljivost i zadrzavanje
u poliakrilamidnom gelu na visini ve¢oj od ocekivane.

Kada je u pitanju testiranje sposobnosti enzima da oksiduje ABTS supstrat na razli¢itim pH
vrednostima, svi ispitani rekombinantni enzimi pokazali su aktivnost u Sirokom opsegu pH (odeljak
4.10). CopA i Cbp enzimi (P. putida F6) bili su aktivni u opsegu od pH 3 do pH 8, dok je aktivnost
enzima McoKT (P. putida KT2440) i McoCA3 (P. putida CA-3) detektovana u opsegu izmedu pH 3
1 pH 7 (Slika 29A). Optimalna pH vrednost za aktivnost sva Cetiri rekombinantna enzima bila je
pH 4, $to je u potpunosti u skladu sa literaturnim podacima 0 CopA enzimu iz P. putida KT2440, kao
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I lakazama iz vrsta B. coagulans i B. clausii koje su takode svoju najvecu aktivnost u ABTS eseju
pokazale na pH 4 (Ihssen, Reiss et al. 2015). Lakaza iz bakterije B. licheniformis pokazala je najveéu
aktivnost na pH 3 (Loncar, Bozi¢ et al. 2016), a iz bakterije Streptomyces cyaneus — na pH 5
(Ece, Lambertz et al. 2017).

U okviru karakterizacije rekombinantnih enzima vrSena je procena optimalne temperature za njihovu
aktivnost, kao i njihova termostabilnost (odeljak 4.10). Svi enzimi su bili aktivni u opsegu od 20 °C
do 80 °C, s tim §to je najveca aktivnost prema ABTS-u detektovana u opsegu od 30 °C do 50 °C
(Slika 29B). Znacajna enzimska aktivnost koju su testirani enzimi pokazali ¢ak i na poviSenim
temperaturama saglasna je sa podacima u literaturi o drugim bakterijskim multi-bakar oksidazama iz
vrsta S. coelicolor, B. subtilis, B. pumilus, B. clausii i B. coagulans (Sherif, Waung et al. 2013, Ihssen,
Reiss et al. 2015). Sve rekombinantno eksprimirane lakaze pokazale su visoku termostabilnost na
60 °C (Slika 29C), a aktivacija enzima pod uticajem temperature pokazana je kod S. cyaneus u radu
Ece i saradnika (Ece, Lambertz et al. 2017). Najbolju termostabilnost u ovom radu pokazao je
McoCA3 enzim sa 55 % svoje pocetne aktivnosti nakon 120 min na 80 °C, a usledili su CopA sa
29 %, McoKT sa 20 % i Cbp sa 16 % pocetne enzimske aktivnosti (Slika 29D). Rekombinantni enzimi
ispitivani u ovom istrazivanju pokazali su visoku termotoleranciju. S obzirom na to da sojevi roda
Pseudomonas spadaju u mezofilne mikroorganizme, ovo svojstvo je u skladu sa literaturnim
podacima o mezofilnim mikroorganizmima. Loncar i saradnici su ispitali aktivnost preciS¢ene
rekombinantne lakaze iz vrste B. licheniformis i dobili 50 % aktivnosti nakon 100 min inkubacije na
60 °C i 60 min inkubacije na 70 °C. Heterologo eksprimirane multi-bakar oksidaze iz sojeva roda
Bacillus zadrzale su svoju aktivnost nakon 30 min inkubacije na 70 °C (Ihssen, Reiss et al. 2015).
Ece i saradnici su testirali aktivnost rekombinantne lakaze iz soja S. cyaneus prema supstratu DMP
(2,6-dimetoksifenol) i pokazali da postoji aktivnost od 50 % nakon 60 min inkubacije na 60 °C, dok
je skoro celokupna aktivnost izgubljena na 90 °C (Ece, Lambertz et al. 2017).

Stabilnost enzima u Sirokom opsegu pH vrednosti, kao i termostabilnost su medu
najpoZeljnijim svojstvima enzima koji se primenjuju u biotehnoloskim i industrijskim procesima, te
se moze zakljuciti da rekombinantni enzimi dobijeni u ovoj studiji pokazuju dobar potencijal za
ovakvu vrstu primene.

5.1.4. Primena lakaza iz sojeva roda Pseudomonas u razgradnji sintetickih tekstilnih
boja

Iz literature je poznato da bakterijske lakaze mogu da razgraduju sinteticke boje (Tavares,
Cristovao et al. 2008, Pereira, Coelho et al. 2009, Mishra and Sharma 2014, Narayanan, Murugan et
al. 2015). U ovoj studiji je ispitana sposobnost Cetiri rekombinantne lakaze iz sojeva roda
Pseudomonas da razgrade sedam boja koje su u Sirokoj upotrebi u tekstilnoj industriji i industriji boja,
a rezultati ovog ispitivanja prikazani su u odeljku 4.11. Medu testiranim bojama pet od ukupno sedam
pripadaju azo bojama, koje ¢ine 70 % svih proizvedenih sredstava za bojenje tekstila (Tony, Goyal
et al. 2009). Celijskom ekstraktu sa rekombinantnim enzimima je kao redoks medijator dodavan
ABTS koji je znacajno doprineo procesu razgradnje sintetickih boja, $to je u skladu sa literaturnim
podacima o ABTS-u kao medijatoru lakaza (Tavares, Cristovao et al. 2008). U studiji Tavares i
saradnika objaSnjeno je da postoje sinteticke boje koje se ne mogu razgraditi direktno lakazom, ve¢
je za to neophodan medijator. Pretpostavka je da je redoks potencijal reaktivnih boja veéi od redoks
potencijala enzima, ili da zbog konformacije koje zauzimaju odredene boje postoje sterne sSmetnje za
prilaz aktivnom mestu enzima, pa je iz tog razloga neophodan medijator za transfer elektrona sa boje
na enzim (Tavares, Cristovao et al. 2008).

Rekombinantno eksprimirani CopA enzim iz P. putida F6 pokazao najznac¢ajniju aktivnost
razgradivsi pet od sedam testiranih boja: amido crnu 10B, bromkrezol ljubicastu, Evans plavu,
reaktivnu crnu 5 i remazol brilijant plavu (Slika 30B). Enzim CopA je ve¢ u prvih 48h razgradio
86 % azo boje reaktivna crna 5, dok je nakon cetiri dana ova boja razgradena u potpunosti. Pereira i
saradnici testirali su sposobnost precis¢ene rekombinantne CotA lakaze iz vrste B. subtilis da razgradi
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boju reaktivna crna 5 i kao rezultat dobili 85 % razgradnje nakon 24 h (Pereira, Coelho et al. 2009).
Boja koja je u najvecoj meri razgradena i to od 70 % do 95 % nakon Cetiri dana, od strane svih
rekombinatno eksprimiranih lakaza iz Pseudomonas sojeva je amido crna 10B. Misra i saradnici
testirali su tri Bacillus izolata iz zemlji$ta i dobili 50 % — 84 % razgradnje amido crna 10B boje nakon
Cetiri dana inkubacije sa bakterijskom kulturom (Mishra and Sharma 2014). Rekombinantni enzim
McoCA3 iz ¢elijskog ekstrakta P. putida CA-3 razgradio je 95 % boje bromkrezol ljubicasta iz grupe
trifenil-metan boja nakon Cetiri dana inkubacije. U radu Hmelove i Ondrejovica preciS¢ena lakaza iz
gljive Ceriporiopsis subvermispora je u roku od 168 h razgradila 71,6 % boje bromkrezol ljubi¢asta
(Chmelova and Ondrejovi¢ 2016). Od svih testiranih boja, jedino su eritrozin B i oranz G ostale
nerazgradene.

Vecina studija koja se bavi razgradnjom tekstilnih boja usmerena je ka lakazama iz gljiva
(Jesus, Corso et al. 2010, Legerska, Chmelova et al. 2016, Yesilada, Birhanli et al. 2018). Sve
rekombinantno eksprimirane lakaze iz sojeva roda Pseudomonas ispitane u ovom radu pokazale su
dobar potencijal za razgradnju tekstilnih boja, uzimajuéi u obzir da su u eksperimentima koris¢eni
¢elijski ekstrakti, a ne preciSéeni enzimi.

5.2. Lipaze

Velikoj i raznovrsnoj grupi enzima hidrolaza pripadaju i enzimi koji katalizuju hidrolizu
estarske veze. Estarska veza je prisutna kod jedinjenja prirodnog porekla (masti, ulja, vosak, prirodni
poliestri) i sintetickih jedinjenja (sintetiCki poliestri). Najznacajniji predstavnici enzima koji
katalizuju hidrolizu estarske veze su lipaze i fosfolipaze. U dana$nje vreme je veoma rasprostranjena
upotreba ovih enzima kao biokatalizatora u razli¢itim industrijskim procesima (Borrelli and Trono
2015). U industrijskoj proizvodnji na globalnom nivou lipaze zauzimaju tre¢e mesto, iza proteaza i
amilaza (karbohidraza) (Javed, Azeem et al. 2018). Lipaze poreklom iz mikroorganizama su
najprakti¢nije za upotrebu zbog stabilnosti, Sirokog spektra katalitickog dejstva i jednostavnijeg
procesa geneticke manipulacije koji omogucava visok prinos enzima. 1z literature je poznato da
bakterijske lipaze pokazuju znafajnu aktivnost u neutralnim i alkalnim uslovima, kao i da su
termostabilne (Wang, Srivastava et al. 1995, Royter, Schmidt et al. 2009, Cherif, Mnif et al. 2011,
Ben Bacha, Moubayed et al. 2015). Pokazano je da se bakterijski sojevi roda Pseudomonas, medu
kojima P. alcaligenes, P. aeruginosa, P. fragi i P. fluorescens, mogu koristiti za proizvodnju velikih
koli¢ina enzima lipaza (Chandra, Enespa et al. 2020). Osim u industrijskoj proizvodnji, lipoliticki
enzimi imaju potencijal za upotrebu i u bioremedijaciji, odnosno ubrzavanju procesa biorazgradnje
polimernih materijala koji se u danaSnje vreme sve ¢eSce koriste kao alternativa plastici (Chen, Bei
et al. 2000, Sekosan and Vasanthan 2010, Kanmani, Kumaresan et al. 2016, Ponjavic, Nikolic et al.
2017, Khan, Nagarjuna et al. 2019). U ovom radu istraZen je aplikativni potencijal lipolitickih enzima
iz sojeva roda Pseudomonas.

5.2.1 Identifikacija lipoliti¢kih enzima u sojevima roda Pseudomonas

Pokazano je da mnoge vrste u okviru roda Pseudomonas poseduju enzime lipaze (Gilbert
1993, Chandra, Enespa et al. 2020). Literaturni podaci govore o tome da se ovi enzimi uglavnom ne
eskprimiraju konstitutivno, ve¢ je neophodno prisustvo inducera (Zarevticka 2012). Biljna ulja su se
pokazala kao dobri induceri biosinteze 1 aktivnosti lipaza, a medu njima je najveci uticaj imalo
maslinovo ulje (Sokolovska, Albasi et al. 1998, Lakshmi, Kangueane et al. 1999, Zarevucka 2012).
Za maslinovo ulje je pokazano da moze indukovati lipoliticku aktivnost i kod vrsta iz roda
Pseudomonas (Rasmey, Aboseidah et al. 2017). Stoga je kod sedam sojeva roda Pseudomonas iz
laboratorijske kolekcije ispitana enzimska aktivnost lipaza kvalitativnom analizom na Cvrstim
hranljivim podlogama sa dodatkom maslinovog ulja i indikatorske boje (odeljak 4.12). U ovom testu
su lipoliticku aktivnost pokazala dva soja — P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAOI, sto je
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prikazano na Slici 31. Prisustvo lipaza u sojevima P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1 u
saglasnosti je sa literaturnim podacima (Hou 1994, Jaeger and Kovacic 2014). U literaturi se navodi
da patogeni soj P. aeruginosa PAO1 poseduje oko stotinu putativnih lipoliti¢kih enzima esteraza,
lipaza i fosfolipaza, ali da je samo nekolicina ovih enzima ispitana, uprkos ¢injenici da je genom ovog
soja sekvenciran i da je ve¢ini gena dodeljena funkcija (Jaeger and Kovacic 2014). Takode, pokazano
je da vrsta P. chlororaphis poseduje enzime lipaze (Poritsanos, Selin et al. 2006, Selin, Habibian et
al. 2010, Sharma, Mohanan et al. 2019). Ostali testirani sojevi nisu pokazali lipoliticku aktivnost na
¢vrstim hranljivim podlogama sa dodatkom maslinovog ulja. U ovoj studiji izveden je jo$ jedan
kvalitativni test kojim je analizirana proizvodnja enzima sa lipolitickom aktivnos$éu u zavisnosti od
izvora ugljenika prisutnog u minimalnom medijumu (odeljak 4.13). Ispitani su vancelijski 1
unutarcelijski proteini sojeva kod kojih je u prethodnom testu detektovana lipoliticka aktivnost
(P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1), kao i ¢elijski proteini negativne kontrole (P. putida
KT2440) na podlozi sa maslinovim uljem i indikatorskom bojom rodamin B. Kod obe frakcije
proteina sojeva P. chlororaphis B-561 i P. aeruginosa PAO1 gajenih na 0,1 % glukozi ili 1 %
maslinovom ulju detektovana je lipoliticka aktivnost (Slika 32). Medutim, intenzitet fluorescencije
na mestima gde se desila enzimska hidroliza maslinovog ulja na slobodne masne kiseline bio je veci
kod sojeva koji su gajeni u minimalnom medijumu sa 1 % maslinovim uljem kao jedinim izvorom
ugljenika. U literaturi je pokazano da se lipoliti¢ka aktivnost kod vrste P. aeruginosa, iako u manjoj
meri, moze detektovati i kada je bakterija gajena u medijumu u kome nije prisutno ulje kao inducer.
Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da se transkripcija gena koji kodiraju enzime sa lipolitickom
aktivno$¢u odvija na bazalnom nivou i bez inducera, ali samo onda kada je glukoza u medijumu
prisutna u niskim koncentracijama, manjim od 0,5 %, dok u vis§im koncentracijama glukoza moze
suprimirati ekspresiju ovih gena (Uscategui, Jiménez-Junca et al. 2012). Proteini iz vancelijske
frakcije pokazali su vecu lipoliticku aktivnost u odnosu na unutarcelijsku frakciju kod oba soja, Sto
je u skladu sa literaturnim podacima o vancelijskim lipazama kod sojeva roda Pseudomonas —
P. aeruginosa PAQO1 i P. chlororaphis PA23 (Wohlfarth, Hoesche et al. 1992, Jaeger and Rosenau
2004, Sharma, Mohanan et al. 2019). Celijski proteini soja P. putida KT2440 ni u ovom testu nisu
pokazali lipoliticku aktivnost, §to je u skladu sa literaturnim podacima i rezultatima prethodnog testa
za lipaze obavljenog u ovoj studiji.

5.2.2. Enzimska razgradnja PHA i PCL polimera na ¢vrstim podlogama

lako se dugo smatralo da se biopolimeri mogu spontano razgraditi do organske materije, ovi
materijali nisu spontano biorazgradivi. Poznato je da se dejstvom odgovarajucih hidroliti¢kih enzima
mikroorganizama ovi materijali mogu u potpunosti razgraditi (Tokiwa, Calabia et al. 2009, Wierckx,
Narancic et al. 2018). Za razgradnju polimera, naro¢ito onih prirodnog porekla, mikroorganizmi
koriste enzime depolimeraze, kao 1 enzime sa esteraznom aktivnoscu, lipaze 1 kutinaze. Potpuna
razgradnja biopolimera do ugljen-dioksida i vode, odnosno mineralizacija, moze se odvijati tokom
rasta bakterija, pod dejstvom bakterijskih hidrolitickih enzima in situ, u zemljistu ili vodenoj sredini
(Prieto 2016). Nedavna istrazivanja Ponjavi¢ i saradnika pokazala su da soj P. aeruginosa PAO1
razgraduje hidrofilni PCL/PEO (polikaprolakton/poli(etilen-oksid)) blok kopolimer (Ponjavic,
Nikolic et al. 2017). Literaturni podaci i lipoliticka aktivnost sojeva P. aeruginosa PAOL1L i
P. chlororaphis B-561 koja je potvrdena u ovoj studiji usmerili su tok istrazivanja ka lipolitickim
enzimima koji bi potencijalno mogli da se primene u biorazgradnji polimera.

Kako bi se ispitalo dejstvo lipolitickih enzima na biorazgradnju polimera, testirani su
vancelijski, unutarcelijski i ukupni ¢elijski proteini sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis
B-561 (koji su gajeni na 1 % maslinovom ulju, ili na 0,1 % glukozi) na ¢vrstim podlogama koje u
svom sastavu imaju rastvorene polimere PCL i PHA srednjeg lanca (odeljak 4.14). Kao $to je i
pretpostavljeno, pokazalo se da lipoliticki enzimi koje poseduju sojevi P. aeruginosa PAOL i
P. chlororaphis B-561 mogu da razgraduju biopolimere polikaprolaktona i polihidroksialkanoata
srednjeg lanca u sastavu Cvrstih agaroznih podloga, §to je i prikazano na Slici 33. Zone razgradnje
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polimera oko bunari¢a sa nanetim uzorcima razlikovale su se u zavisnosti od izvora ugljenika na
kome su sojevi gajeni. Veli¢ine zona kod sojeva gajenih na ulju i sojeva gajenih na glukozi pokazale
su razlike od ~50 % za vancelijske proteine, ~30 % za unutaréelijske proteine soja P. chlororaphis
B-561 i ~40 % za ukupne proteine kod soja P. aeruginosa PAO1 u korist sojeva gajenih na ulju. Kod
ostalih uzoraka veli¢ina zona je bila prilicno ujednacena. Takode je uoc¢eno da su zone razgradnje oko
¢elijskih proteina sojeva gajenih na glukozi opalescentne i da se razgradnja polimera u najvecoj meri
odvijala na povrsini podloge. Sa druge strane, oko uzoraka sojeva gajenih na maslinovom ulju kao
jedinom izvoru ugljenika zone razgradnje su bile bistre i1 prostirale su se celom dubinom podloge. Jo$
jednom, ulje se pokazalo kao dobar inducer ekspresije lipolitickih enzima sa ulogom u biorazgradnji
polimernih materijala kod oba soja, ali je soj P. chlororaphis B-561 u ve¢oj meri razgradio polimere.
U radu Mabruk i Sabri pokazano je da bakterija Streptomyces sp. SNG9 razgraduje poli(hidroksi-
butirat) (PHB) u sastavu ¢vrste podloge enzimom PHB depolimerazom i da se moze gajiti u medijumu
koji sadrzi ovaj polihidroksialkanoat kratkog lanca kao jedini izvor ugljenika (Mabrouk and Sabry
2001). Cua i saradnici su opisali biorazgradnju PCL u sastavu &vrstih podloga enzimom
depolimerazom iz termofilne vrste Streptomyces thermoviolaceus subsp. thermoviolaceus 76T-2
(Chua, Tseng et al. 2013). Sarma i saradnici pokazali su da enzimi depolimeraze i lipaze iz sojeva
Acinetobacter Iwoffii i P. chlororaphis PA23 razgraduju polihidroksialkanoate srednjeg lanca u
okviru ¢vrste podloge (Sharma, Mohanan et al. 2019).

Kako u ovom radu nije bilo znacajne razlike u aktivnosti frakcija supernatanata i ¢elijskih
ekstrakata, moglo se zakljuciti da su enzimi koji su u€estvovali u razgradnji biorazgradivih polimera
bili dvojakog porekla — vancéelijski i unutarcelijski, te su u daljem radu kori$¢eni ukupni ¢elijski
proteina sojeva gajenih na ulju kao jedinom izvoru ugljenika.

5.2.3. Enzimska razgradnja PHA i PCL polimera u puferu

Za razliku od prethodnog testa u kome je ispitivano dejstvo lipolitickih enzima na
biorazgradnju polimera koji su rastvoreni u ¢vrstoj podlozi, u ovom testu su polimeri PCL i PHA
srednjeg lanca u formi ¢vrstog filma inkubirani sa ukupnim ¢elijskim proteinima sojeva P. aeruginosa
PAOL i P. chlororaphis B-561. Aktivnost ukupnih celijskih proteina nakon Cetiri nedelje tretmana
potvrdena je prisustvom povrSinske erozije kod oba materijala, kao 1 umerenim gubitkom mase od
1% — 1,3 % (odeljak 4.15). Ponjavi¢ i saradnici su u svojim eksperimentima koristili frakciju
unutarcelijskih proteina iz soja P. aeruginosa PAOI S$to je rezultovalo slicnim procentualnim
gubitkom mase PCL polimera (Ponjavic, Nikolic et al. 2017, Ponjavic, Nikolic et al. 2018). Kod
Hermanove i saradnika opisana je razgradnja PCL polimera sa gubitkom mase od 3,3 % nakon Cetiri
nedelje inkubacije, §to je oko dva i po puta ve¢i gubitak mase u odnosu na onaj koji je postignut
tretmanom ukupnim ¢elijskim proteinima soja P. chlororaphis B-561, ali je u tom radu koris¢ena
pre¢iscena, komercijalna lipaza iz gljive Aspergillus orizae (Hermanova, Omelkova et al. 2012).
Uporedna analiza mikrografija PCL polimera pre izlaganja enzimskom dejstvu ukupnih celijskih
proteina 1 Cetiri nedelje od pocetka eksperimenta pokazala je izmenjenu morfologiju, odnosno
prostornu organizaciju sferulita na povrsSini polimera, koji su se nakon delovanja enzima smanjili
(Slika 34A). FTIR spektroskopskom analizom uo¢ene su neznatne promene u vrednostima karbonil
indeksa i indeksa kristaliniteta (CI — bez promene, indeks kristaliniteta — do 1 %) (Slika 35), $to govori
u prilog tome da u toku Cetiri nedelje tretmana nije doSlo do zna¢ajne promene u uredenim regionima
PCL polimera. Kristalnu strukturu i stopu biorazgradnje PCL polimera proucili su Ivata i Doi u studiji
u kojoj je sintetisan samo jedan kristal PCL da bi se ispitalo dejstvo lipaze iz Pseudomonas sp. na
mikrostrukturu polimera (Iwata and Doi 2002). U ovom radu pokazano je da se biorazgradnja odvija
brze u ,,labavo* pakovanim, tj. amorfnijim regionima kristala, pa tek onda u uredenijim delovima.
U studiji autora Sekosan i Vasanten takode je analiziran uticaj kristalne uredenosti na enzimsku
razgradnju PCL polimera. Zakljuceno je da stopa razgradnje PCL polimera enzimom lipazom mnogo
zavisi od inicijalne strukture polimera i da se polimeri veceg kristaliniteta sporije razgraduju. Suprotni
fenomeni opisani su kod PCL polimera kod kojih je inicijalno prisutan nizak kristalinitet. Razgradnja
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uvek pocinje u amorfnim delovima kod polimera niskog kristaliniteta, dok se u polimerima visokog
kristaliniteta uporedo sa razgradnjom amorfnih delova istovremeno deSava i razgradnja visoko
uredenih delova (Sekosan and Vasanthan 2010). PCL polimeri kori$¢eni u ovoj studiji imali su visok
nivo kristalne uredenosti, pa su dobijeni rezultati u potpunosti u skladu sa literaturnim podacima.

PHA biopolimeri su nakon cetiri nedelje delovanja lipoliti¢kih enzima sojeva P. aeruginosa
PAOL1 i P. chlororaphis B-561 pokazali povrSinsku eroziju, odnosno morfoloske promene u vidu
tankih pukotina u odnosu na netretirane polimere (Slika 34B). Prac¢enje CI indeksa i indeksa
kristaliniteta nije bilo moguce zbog amorfne prirode polimera. Veoma je malo podataka u literaturi o
razgradnji polihidroksialkanoata srednjeg lanca. Vecina tih studija se, za razliku od ove, zasnivala na
ispitivanju dejstva celih bakterijskih kultura na razgradnju PHA polimera srednjeg lanca
(Woolnough, Charlton et al. 2008). Kumagai i saradnici su posmatrali enzimsku razgradnju PHA
biopolimera sastavljenog od poli(hidroksi-butirata) (PHB), enzimom PHB depolimerazom iz soja
Alcaligenes faecalis T1 i zakljucili da enzim prvo hidrolizuje PHB lance u amorfnim regionima na
povrsini polimera, a nakon toga dolazi do hidrolize PHB lanaca u kristalnim regionima (Kumagai,
Kanesawa et al. 1992).

5.2.4. Enzimska razgradnja PHA i PCL polimera u modelu komposta

Osim S$to su biorazgradivi, biopolimeri su netoksi¢ni, a proizvodi koji nastaju njihovom
razgradnjom su neskodljivi za zivotnu sredinu i zive organizme. Iz tog razloga ovi materijali su
pogodni za kompostiranje (Gomez and Michel 2013). Enzimi sa lipolitickom aktivno$¢u iz sojeva
P. aeruginosa PAO1 i P. chlororaphis B-561 su u ovoj studiji pokazali dobar potencijal za
biorazgradnju polimera (odeljci 4.14 1 4.15). Kako bi se ispitala potencijalna primena lipoliti¢kih
enzima u kompostiranju, dizajniran je laboratorijski model sistem komposta, a iz testiranja je, zbog
¢injenice da je oportunisticki patogen, izostavljen soj P. aeruginosa PAO1. U laboratorijskom
sistemu komposta korisc¢en je soj P. chlororaphis B-561 i dve vrste polimera — PCL i PHA srednjeg
lanca (odeljak 4.16). Eksperiment u kome je ispitivana sposobnost razgradnje polimera u
laboratorijskom model sistemu komposta trajao je Cetiri nedelje za PCL, osnosno osam nedelja za
PHA. Temperatura na kojoj je inkubiran kompost sistem (37 °C) pogodna je za njegovu potencijalnu
upotrebu u domacinstvu.

Gubitak mase PCL polimera u kompost sistemu sa uvedenom bakterijskom kulturom
P. chlororaphis B-561 iznosio je 155 %, a u negativnoj kompost kontroli sa autohtonim
mikroorganizmima 11,7 %. U sterilnoj kontroli, bez prisustva mikroorganizama, masa PCL polimera
nije se menjala. U studiji Funabasija i saradnika PCL polimer je u roku od tri nedelje razgraden u
mnogo ve¢em procentu — 60 %, ali je umesto ¢vrstog filma testiran u formi mehanicki izdrobljenog
praha, a eksperiment razgradnje je izveden u kontrolisanim uslovima na temperaturi 58 °C, §to je
samo nekoliko stepeni ispod temperature topljenja samog polimera (Funabashi, Ninomiya et al.
2009). Naranci¢ 1 saradnici su u svom radu pokazali kompletnu razgradnju PCL polimera nakon 20
nedelja u zemljistu obogacenom zrelim kompostom (Narancic, Verstichel et al. 2018). Al Hosni je sa
saradnicima takode ispitao biorazgradivost ovog polimera u kontrolisanim uslovima u kompost
model sistemu i objasnio da je na njegovu potpunu razgradnju nakon 91 dana najviSe uticala
temperatura od 50 °C (Al Hosni, Pittman et al. 2019). U ovom radu je optickom mikroskopijom
utvrdeno da je nakon tretmana PCL polimera bakterijskom kulturom P. chlororaphis B-561 doslo do
kompletne izmene u morfologiji sferulita, koji su bili jedva vidljivi (Slika 36A). lako su promene na
tretiranom PCL polimeru nakon ¢etiri nedelje bile vidljive cak i golim okom, analizom FTIR spektra
nakon tretmana nisu uocCene znacajne promene u karbonil indeksu ovog polimera u odnosu na
netretirani polimer (Slika 38). Kao Sto je ve¢ opisano, u procesu razgradnje polimera visokog
kristaliniteta najcesce se prvo razgraduju prostorno neuredeni, amorfni domeni, a nakon toga visoko
uredeni, kristalni domeni, $to se moze pratiti promenom indeksa kristaliniteta. Promene u indeksu
kristaliniteta primecene su samo kod PCL filmova koji nisu tretirani bakterijskom kulturom
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P. chlororaphis B-561 — u negativnoj kompost kontroli (gubitak mase od 11,7 %) i sterilnoj kontroli
(bez gubitka mase), dok je kod tretiranog uzorka indeks kristaliniteta ostao nepromenjen (61 %). Ovaj
rezultat, kao i relativno visok gubitak mase tretiranih PCL polimera u vremenskom periodu od etiri
nedelje sugeriSu da se pod uticajem hidroliti¢kih enzima soja P. chlororaphis B-561 odvijala
progresivna, istovremena razgradnja amorfnih i kristalnih regiona polimera, §to je u skladu sa
literaturnim podacima (Sekosan and Vasanthan 2010). Na ovaj na¢in moZe se objasniti ¢injenica da
je indeks kristaliniteta ostao nepromenjen, uprkos vidljivoj povrSinskoj eroziji, prikazanoj na
fotografijama i mikrografijama (Slika 36). Posmatranjem PCL filma u celini, jasno je da se odigrala
nehomogena razgradnja, s obzirom da su delovi filma potpuno unisteni (prisutne su perforacije), Sto
je i prikazano na Slici 36B. FTIR analiza radena je na o¢uvanim delovima polimera. PCL polimeri iz
kontrolnih kompost sistema nisu pokazali tako progresivnu razgradnju.

U ovoj studiji, u eksperimentu koji je trajao 56 dana, posmatran je gubitak mase PHA srednjeg
lanca u negativnoj kompost kontroli i sterilnoj kontroli uporedo sa laboratorijskim kompost sistemom
u koji je dodavana bakterijska kultura P. chlororaphis B-561. Jasno je uo¢eno da je biorazgradnja
ubrzana dodavanjem sveze bakterijske kulture soja P. chlororaphis B-561, ¢ime je postignut oko dva
puta veci gubitak mase (12,1 %) u odnosu na negativnu (5,7 %) i sterilnu kotrolu (6,2 %). Literaturni
podaci koji se ti¢u biorazgradnje i kompostiranja uglavnom se odnose na PHA polimere kratkog
lanca, i to pretezno polihidroksibutirat (PHB), dok se samo nekoliko studija bavilo PHA polimerima
srednjeg lanca. U eksperimentu Lima i saradnika koji je trajao 112 dana ispitivan je potencijal
biorazgradnje PHA polimera srednjeg lanca in situ, enzimima mikroorganizama prirodno prisutnim
u tropskom zemljisStu i kao rezultat je dobijen gubitak mase od 16,7 % u kiselom Sumskom zemljistu,
3 % u baznom zemljistu 1 4,5 % u zemljiStu Sume mangrove (Lim, Gan et al. 2005). Naranci¢ i
saradnici su testirali razgradnju polihidroksioktanoata (PHO) u zemljistu oboga¢enom zrelim
kompostom i ovaj polimer je i nakon dve godine izlaganja dejstvu mikroorganizama ostao skoro
netaknut (Narancic, Verstichel et al. 2018). U ovoj studiji mikrografije tretiranih, kompostiranin PHA
polimera srednjeg lanca takode su pokazale izmenjenu morfologiju, sa pukotinama na povrsini
(Slika 37A), dok su na fotografijama promene u izgledu polimera nakon osam nedelja slabije
primetne (Slika 37B). Pokazano je da veliki broj parametara moze uticati na stopu biorazgradnje
razlicitih polimera, ukljucujué¢i i PHA. Medu njima su sredinski uslovi — populacija mikroorganizama,
dostupnost vode, temperatura, zatim oblik i debljina testiranog polimernog materijala, tekstura,
poroznost 1 stepen kristalne uredenosti, kao 1 prisustvo drugih komponenti u sastavu samog materijala
— polimernih punila i sredstva za bojenje (Lee and Choi 1999). Matavulj i Molitoris izveli su
zanimljivu studiju u kojoj su u toku 50 nedelja, na 11 razli¢itih lokacija testirali biorazgradivost
materijala BIOPOL® (Zeneca BioProducts), sastavljen od PHA kratkih lanaca (Matavulj and
Molitoris 2000). Najveca stopa biorazgradnje uocena je u kompostu (100 % razgradnja nakon
10 nedelja), tresetu staklenika (100 % nakon 40 nedelja), gradskoj deponiji (100 % nakon 45 nedelja)
i u kanalizacionom postrojenju u aerobnim (100 % nakon 50 nedelja) i anaerobnim uslovima (98 %
nakon 50 nedelja) (ASTM D6400, American Society for Testing and Materials 1999).

Pod uticajem bakterijske kulture soja P. chlororaphis B-561 u ovoj studiji je PCL polimer
razgraden je u znatno ve¢oj meri u odnosu na PHA (Slike 36 1 37).
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5.2.5. Rekombinantna ekspresija lipaza iz sojeva P. aeruginosa PAOL1 i P. chlororaphis
B-561 u homologom domac¢inu i analiza enzimske aktivnosti

Iako su procesi katalizovani lipazama od velikog komercijalnog znacaja, danas su ovi enzimi
nedovoljno u upotrebi zbog niskog prinosa i nedostatka optimalnih performansi u izvornom obliku.
Jedan od nacina da se prevazide ovaj problem je rekombinantna ekspresija (Borrelli and Trono 2015).
U ovoj studiji je pokazan potencijal lipolitickih enzima iz dva soja roda Pseudomonas (P. aeruginosa
PAOL1 i P. chlororaphis B-561) za buduc¢u primenu u biorazgradnji polimernih materijala. Usledila
je identifikacija genetickih determinanti koje kodiraju lipaze u ovim sojevima, njihovo umnozavanje,
kloniranje i rekombinantna ekspresija (odeljak 4.17). U literaturi se pominje veliki broj gena koji
kodiraju lipaze u sojevima roda Pseudomonas, kloniranih i heterologo eksprimiranih u E. coli
¢elijama (lizumi, Nakamura et al. 1991, Oshima-Hirayama, Yoshikawa et al. 1993, Liu, Li et al.
2017). Problem kod ovog pristupa je nakupljanje inkluzionih tela u c¢eliji domacina koja
“zarobljavaju” i deaktiviraju molekule enzima. Sa druge strane, enzimi lipaze mogu se eksprimirati
homologo, u ¢elijama domacina sa istim ili slicnim signalnim putevima. U Pseudomonas domacinu
homologo je eksprimirana lipaza iz soja P. alcaligenes zajedno sa svojim Saperonom (Gerritse,
Hommes et al. 1998), kao i lipaza iz soja P. fluorescens SIK W1 zajedno sa ABC transporterom (Ahn,
Pan et al. 2001). Nakon opseZne bioinformaticke analize dostupnih sekvenci gena koji kodiraju
enzime sa esteraznom aktivno$¢u u sojevima P. aeruginosa PAO1 i P. chlororaphis B-561, u ovom
radu su za umnozavanje i ekspresiju odabrana tri gena, uz mogucénost da se nakon preliminarnih
ispitivanja studija proSiri na ostale gene kandidate. Umnozeni su i Klonirani geni koji kodiraju lipazu
A (lipA) i fosfolipazu C (plcB) iz soja P. aeruginosa PAOL, kao i lipazu A (lipA) iz P. chlororaphis
B-561, a homologa ekspresija je vrSena u P. putida KT2440 domacinu, bioloski bezbednom za
geneticku manipulaciju (Loeschcke and Thies 2015).

Aktivnost homologo eksprimiranih enzima testirana je u kvantitativnom enzimskom eseju sa
supstratom p-nitrofenil palmitatom (p-NPP) (odeljak 4.18). Ispitane su vancelijske i unutarcelijske
frakcije proteina divljih sojeva (P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561 — pozitivne kontrole,
P. putida KT2440 — negativna kontrola), kao i rekombinantnih sojeva. U ovom testu najvisu aktivnost
pokazale su vancelijske frakcije proteina divljih sojeva P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561,
a zatim unutarcelijske frakcije proteina rekombinantnih sojeva sa ukloniranom fosfolipazom C iz
P. aeruginosa PAOL, ukloniranom lipazom A iz P. aeruginosa PAOL i ukloniranom lipazom A iz
P. chlororaphis B-561 (Slika 40). Nizu aktivnost pokazali su supernatanti rekombinantnih sojeva i
¢elijski ekstrakti divljih sojeva P. aeruginosa PAQO1 i P. chlororaphis B-561. Najnizu aktivnost
pokazali su vancelijski i unutarcelijski proteini negativne kontrole, divljeg soja P. putida KT2440.
Lipoliticka aktivnost uo¢ena u uzorcima vancelijskih proteina divljih sojeva P. aeruginosa PAO1 i
P. chlororaphis B-561, kao i nedostatak aktivnosti kod soja P. putida KT2440 oc¢ekivane su i u skladu
sa prethodnim rezultatima iz ovog rada koji se ticu razgradnje supstrata za lipaze. Takode, znacajna
aktivnost lipaza u uzorcima c¢elijskih ekstrakata rekombinantnih sojeva u skladu je sa oc¢ekivanjima.
U literaturi se navodi da su lipaza A 1 fosfolipaza C poreklom iz soja PAO1 vancelijski enzimi,
odnosno da se transportuju kroz ¢elijsku membranu u vancelijski prostor da bi vrsili svoju funkciju
(Wohlfarth, Hoesche et al. 1992, Barker, Vasil et al. 2004), dok lipaza iz soja P. chlororaphis B-561
jos uvek nije okarakterisana. Transport vancelijske lipaze A i fosfolipaze C u soju P. aeruginosa
PAOI1 vrsi se veoma slozenim Xcp sistemom, koji je deo sekretornog puta tip 11, 1 koji podrazumeva
interakciju sa signalnim peptidom u sastavnom delu proenzima (Wohlfarth, Hoesche et al. 1992,
Durand, Bernadac et al. 2003). S obzirom na kompleksnost sekretornog sistema, u ovoj studiji je
P. putida KT2440 domacin posluzio za ispitivanje funkcionalnosti ukloniranih gena i aktivnosti
rekombinantnih enzima, a ostavljen je prostor za naknadnu optimizaciju procesa njihove sekrecije u
spoljasnju sredinu, radi potencijalne upotrebe ovih enzima u biokatalizi i biorazgradnji polimernih
materijala.
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6. ZAKLJUCCI

6.1. Lakaze

e Inicijalnim pretrazivanjem sojeva roda Pseudomonas iz Kkolekcije Laboratorije za
molekularnu genetiku i ekologiju mikroorganizama, Instituta za molekularnu genetiku i
geneti¢ko inzenjerstvo (Univerzitet u Beogradu), na prisustvo enzima lakaza utvrdena je
specificna enzimska aktivnost kod tri od ukupno sedam testiranih sojeva. Najznacajnija
aktivnost uocena je kod soja P. putida F6, zatim kod sojeva P. putida KT2440 i P. putida
CA-3, sto je indikator prisustva geneti¢kih determinatni za lakazu u ovim sojevima.

e In silico analiza poznatih sekvenci gena koji kodiraju lakaze potvrdila je da su ovi enzimi
rasprostranjeni kod vrsta roda Pseudomonas.

e Lancanom reakcijom polimeraze umnozeni su geni koji kodiraju nove enzime multi-bakar
oksidaze — lakaze u sojevima P. putida KT2440 i P. putida CA-3. S obzirom da sli¢nost
aminokiselinskih sekvenci ovih proteina iznosi 98 %, zakljuc¢eno je da se radi o srodnim
proteinima kod ova dva soja. Sekvence gena oznac¢ene kao mcoKT i mcoCA3 deponovane su
u GenBank bazu podataka.

e S obzirom da geni koji kodiraju lakaze nisu umnozeni u soju P. putida F6 upotrebom
izrodenih prajmera, preciscen je protein sa aktivnoscu lakaze iz ovog soja. Bioinformatickom
analizom N-terminalne sekvence prec¢is¢enog proteina i celokupne genomske sekvence ovog
soja detektovani su geni potencijalno odgovorni za lakaznu aktivnost u ovom soju — cbp i
copA. Ovi geni nemaju nikakve sli¢nosti sa genima mcoKT i mcoCA3 pa se moze zakljuditi
da soj P. putida F6 poseduje drugi tip multi-bakar oksidaza, koje se razlikuju od ostalih
analiziranih u ovom radu.

e Cetiri nova enzima, McoCA3, McoKT, Cbp i CopA dobijena su rekombinantnom ekspresijom
u heterologom domacinu E. coli BL21[DE3]. Enzimi su funkcionalni, poseduju oksidativnu
aktivnost lakaza, te se moze zakljuciti da je ovaj domacin pogodan za njihovu rekombinantnu
proizvodnju.

e Nove rekombinantne lakaze pokazale su oksidativnu enzimsku aktivnost u sirokom opsegu
pH i temperatura, kao i visoku termostabilnost. Oksidativna aktivnost znacajno je uvecana
dodatkom Cu?* jona u enzimske eseje, sto je u skladu sa podacima iz literature o enzimima
lakazama.

e Sojevi roda Pseudomonas su dobar izvor enzima koji imaju potencijal za primenu u
bioremedijaciji. Svi celijski ekstrakti sa rekombinantnim enzimima pokazali su dobar
potencijal za razgradnju postojanih sinteti¢kih tekstilnih boja u prisustvu ABTS medijatora.
Celijski ekstrakt sa rekombinantnim CopA enzimom iz P. putida F6 pokazao je najznadajniju
aktivnost razgradivsi pet od sedam testiranih boja: amido crnu 10B, bromkrezol ljubicastu,
Evans plavu, reaktivnu crnu 5 i remazol brilijant plavu.
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6.2. Lipaze

e Pretrazivanjem kolekcije sojeva roda Pseudomonas na prisustvo enzima lipaza ustanovljeno
da dva od ukupno sedam ispitanih sojeva pokazuju lipoliticku aktivnost — P. aeruginosa
PAOL1 i P. chlororaphis B-561. S obzirom da su sojevi gajeni na 1 % maslinovom ulju kao
jedinom izvoru ugljenika pokazali ve¢u aktivnost nego sojevi gajeni na glukozi, zaklju¢eno
je da je maslinovo ulje dobar inducer aktivnosti lipolitickih enzima u ovim sojevima.

e Sojevi roda Pseudomonas — P. aeruginosa PAOL i P. chlororaphis B-561 su dobar izvor
lipaza, enzima koji poseduju potencijal za upotrebu u tretmanu polimernih materijala
prirodnog porekla, polihidroksialkanoata srednjeg lanca i sintetiCkog poliestra
polikaprolaktona:

o U testovima biorazgradnje pokazano je da ukupni c¢elijski proteini sojeva
P. aeruginosa PAO1 i P. chlororaphis B-561 mogu da izazovu enzimsku
razgradnju polimernih materijala mcIPHA i PCL u sastavu ¢vrstih podloga i u
puferu.

o U model sistemu komposta obogacenim bakterijskom kulturom
P. chlororaphis B-561 detektovana je dodatna povrsinska erozija i gubitak
mase u odnosu na kontrole kod oba polimerna materijala: PCL (nakon cetiri
nedelje) i mclPHA (nakon osam nedelja). Zakljuceno je da ovaj Soj moze
ubrzati razgradnju PCL i mcIPHA polimera.

o Umnozena su tri gena koji kodiraju vancelijske lipoliticke enzime: lipA i plcB
iz soja P. aeruginosa PAOL, kao i lipA iz P. chlororaphis B-561. Geni su
eksprimirani u homologom domacinu P. putida KT2440, ali je lipoliticka
aktivnost detektovana u frakcijama unutaréelijskih proteina, pa je zaklju¢eno
da je izostala adekvatna sekrecija rekombinantnih enzima. Potencijalna
primena rekombinantnih enzima lipaza u biokatalizi i biorazgradnji polimernih
materijala zahteva dodatnu optimizaciju procesa sekrecije u homologom
domacinu.

Ovo istrazivanje potvrdilo je da su sojevi roda Pseudomonas dobar izvor novih, biotehnoloski
znacajnih lakaza i lipaza. Rezultati koji su dobijeni tokom izrade ove doktorske teze predstavljaju
dobru osnovu za nastavak istrazivanja i optimizaciju procesa koji bi vodili u smeru primene ovih
enzima u biorazgradnji i bioremedijaciji.
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PRILOZI

Prilog I: Rezultati BLAST analize nukleotidnih sekvenci fragmenata umnoZenih

upotrebom izrodenih prajmera u ,,touchdown*“ PCR metodi

soj P. putida F6

AGGACGTGAGCGGCCACGACGTGCGCGACCGCAAC
GTGGGCTTCGTGTTCCAGCACTACGCCCTGTTCCGC
CACATGAGCGTGTTCGACAACGTGGCCTTCGGCCT
GCGCATGAAGCCGAAGGGCGAGCGCCCGAGCGAG
AGCAAGATCGCCGAGAAGGTGCACGAGCTGCTGAA
CATGGTGCAGCTGGACTGGCTGAGCGACCGCTACC
CGGAGCAGCTGAGCGGCGGCCAGCGCCAGCGCATC
GCCCTGGCCCGCGCCCTGGCCGTGGAGCCGAAGGT
GCTGCTGCTGGACGAGCCGTTCGGCGCCCTGGACG
CCAAGGTGCGCAAGGAGCTGCGCCGCTGGCTGGCC
CGCCTGCACGAGGACATCAACCTGACCAGCGTGTT
CGTGACCCACGACCAGGAG

Velicina
fragmenta Deo ocitane nukleotidne sekvence BLAST
poklapanje
Izmedu |GCATCGGCCCGGAGATCATGGCCGAGGCCGTGAAG | 3-izopropil malat
1000 bp | GTGCTGGAGCTGGCCAACGACAAGTTCCAGCTGGG |dehidrogenaza iz
i CTTCAGCCTGGAGCACGACGTGATCGGCGGCGCCG |vrste P. putida
1200 bp | CCATCGACAAGCACGGCGTGCCGCTGGCCGACGAG | (Arthrobacter
ACCCTGGAGCGCGCCCGCAAGGCCGACGCCGTGCT | siderocapsulatus)
GCTGGGCGCCGTGGGCGGCCCGAAGTGGGACAAGA
TCGAGCGCGACATCCGCCCGGAGCGCGGCCTGCTG
AAGATCCGCAGCCAGCTGGGCCTGTTCGCCAACCT
GCGCCCGGCCATCCTGTACCCGCAGCTGGCCGACG
CCAGCAGCCTGAAGCCGGAGATCGTGAGCGGCCTG
GACATCCTGATCGTGCGCGAGCTGACCGGCGGCAT
CTACTTCGGCGCCCCGCGCGGCCAGCGCGAGCTGG
AGGGCGGCGAGCGCCAGGCCTACGACACCCTGCCG
TACAGCGAGAGCGAGG
AAGACCACCCTGCTGCGCATCATCGCCGGCCTGGA | ATP-vezujuéi
~1000 bp | GACCCCGGACGACGGCAACATCGTGTTCCACGGCG | protein CysA koji

unosi

sulfat/tiosulfat, iz
vrste P. putida (A.
siderocapsulatus)
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Izmedu
700 bp
i
800 bp

TGCCTGCTGTGGCTGGGCGTGGCCCTGATCGTGGAC
GGCCTGGACGGCGCCCTGGCCCGCCGCGTGAACGT
GCAGAGCGTGCTGCCGAGCTTCGACGGCAGCATCC
TGGACCTGGTGATCGACTACCTGACCTACGTGTTCA
TCCCGGCCCTGTTCATCTACCGCTACATCCCGCTGC
CGGACTACACCCTGCTGCTGACCGTGAGCCTGATCC
TGGTGAGCAGCCTGTTCTGCTTCTGCAACGTGAACA
TGAAGAGCAAGGACAACTACTTCCAGGGCTTCCCG
GCCGCCTGGAACGTGGTGGCCCTGTGCCTGTACATC
ATCGCCCCGAGCCCGTGGATCACCTTCCTGACCGTG
ATCGGCCTGGCCCTGCTGACCCTGACCCGCATGAA
GTTCCTGCACCCGTTCCGCGTGCGCCGCTTCATGCC
GATCAACATCGCCGTGACCGCCATCTGGCTGCTGTG
CAGCCTGAGCCTGGTGATCAA

Fosfatidilholin
sintaza, iz vrste
P. putida (A.
siderocapsulatus)

~600 bp

GACCTGGCCGCCGACGCCATCGCCCACTTCAGCGC
CGCCACCCTGGTGGCCGCCGGCACCCCGGAGGACG
TGCGCGACGCCGCCCAGGCCTTCGAGGCCAAGCTG
AGCGCCGAGACCCTGGAGGAGTTCCTGGCCGCCGA
CGCCGTGGTGATCGGCGCCCCGATGTACAACTTCA
CCGTGCCGACCCAGCTGAAGGCCTGGATCGACCGC
GTGGCCGTGGCCGGCAAGACCTTCCGCTACACCGA
GGCCGGCCCGCAGGGCCTGTGCGGCAACAAGAAGG
TGGTGCTGGTGAGCACCGCC
GGCGGCCTGCACGCCGGCCAGCCGACCGGLGLLGG
CCACGAGGACTTCCTGAAGGTGTTCCTGGGCTTCAT
CGGCATCACCGACCTGGAGATCGTGCGCGCCCACG
GCCTGGCCTACGGC

FMN-zavisna
NADH:hinon
oksidoreduktaza,
iz vrste

P. putida (A.
siderocapsulatus)

Izmedu
400 bp

500 bp

CGAGACCCTGGCCCCGTGGACCCTGCTGGACCAGT
ACGACCAGCCGTACAGCCTGGGCGCCGACACCCGC
ATCCTGCTGGTGGCCCGCGACATGGACGGCGCCAA
GCTGGTGAAGGCCGCCCTGGCCGAGCAGCCGAAGG
GCTACCTGGAGGCCCGCGGCGCCGTGTTCGTGGCC
GACATCCAGCGCATGCCGGCCCTGATCAGCAAGCT
GTTCGCCATCCCGGCCATGCGCGACTACAGCTACC
GCGTGCTGCTGGACCGCGAGGGCCGCGTGGCCAGC
CGCTACGCCGGCGAGCAGGGCAAGGTGCTGTGGCT
GAGCCTGGACAACGGCGTGCTGGTGGGCCAGAAGA
GCTACACCGCCGCCGACGACCTGAAGGCCGCCCTG
GACCAGGCCAGCCGC

Dehidrogenaza
koja sadrzi
FAD/FMN

iz vrste

P. putida (A.
siderocapsulatus)
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Izmedu | cTGGCCGCCCACGGCGTGCGCTGCACCCTGCTGGAGGA | Fragment
400bp | GGCCCCGCGCCTGGGCGGCGTGGTGTACCGCGGCCCGC | hidrogen cijanid
[ TGCGCGACGGCGTGAGCCTGGACTACCTGGGCCCGCGC | sintaze B
500bp | TACCGCGAGGCCCTGAACACCCTGCACGGCGAGTTCCG | iz vrste
CCAGTACGCCGGCCTGATCGACGTGCGCCTGGGCAGCC | P. putida (A.
GCGTGATCGGCGCCGAGGGCTTCCGCGCCCTGATGCTGC | siderocapsulatus)
TGGACGCCGACGAGCGCCTGCGCGAGGTGGCCTACAGC
CACCTGGTGCTGGCCGCCGGCTGCCACGAGCGCAGCGT
GCCGTTCCCGGGCTGGACCCTGCCGGGCGTGATGCTGCT
GGGCGGCCTGCAGCTGCAG
Izmedu | ATGGGCAACGGCATCAGCGACGTGCTGAGCTTCGAGGA | Protein koji sadrzi
200bp | CCTGCAGCGCATCACCGGCTACCAGCGCCGCAGCGACG | DUF4224 iz vrste
[ TGGAGCGCACCCTGGTGCAGCAGGGCATCCGCATGTTCC | P. putida (A.
300bp |GCGGCAAGAGCGGCCCGTGGACCACCATCGACCTGATC |siderocapsulatus)
AACCGCGCCGGCGGCGTGGGCGCCGGCCAGCCGGAGCG
CTACGACGCCGACATCCTG
soj P. putida mt-2
Veli¢ina Deo ocitane nukleotidne sekvence
fragmenta BLAST
poklapanje
Izmedu | AAGCTGGCCCTGAGCGCCCTGTGCCTGGGCCTGGT | ABC transporter
600bp | GCTGGGCCTGCTGGGCGCCCTGGCCAAGACCAGCC | permeaza iz vrste
i CGTACAAGCCGCTGCAGTGGCTGGGCGGCACCTAC |P. putida (A.
700 bp |AGCACCCTGGTGCGCGGCATCCCGGAGCTGCTGTG | siderocapsulatus)

GGTGCTGCTGATCTACTTCGGCACCGTGAACCTGAT
GCGCGCCCTGGGCGAGTTCTTCGGCAACCCGGACC
TGGAGCTGAACGCCTTCGCCGCCGGCGTGATCGCC
CTGGGCCTGTGCTTCGGCGCCTACGCCACCGAGGT
GTTCCGCGGCGCCATCCTGGCCATCCCGAAGGGCC
ACCGCGAGGCCGGCGTGGCCCTGGGCCTGAGCAAG
TTCCGCATCTTCACCAAGCTGATCATGCCGCAGATG
TGGCGCATCGCCCTGCCGGGCCTGGGCAACCTGTTC
ATGATCCTGATGAAGGACACCGCCCTGGTGAGCGT
GATCGGCCTGGAGGAGATCATG
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soj P. putida CA-3

Velicina Deo ocitane nukleotidne sekvence BLAST.
fragmenta poklapanje
ACTCAGGCGTTGCTGTTCCCCGACTGGCCGGCCCCG |\ iti-bakar
GCCTCGGTACGCGCCTGTGTCACCACCCGTCAGGG polifenol
~700 bp CGGCGTCAGCTTGCCGCCTTACGAAACCTTCAACCT | o\ <idoreduktaza iz
CGGCGACCATGTTGGGGATGACCCTGCCGCGGTCG |\ 1ota p. putida (A.
CCGAGAACCGCCGCCGCCTGAGCGAACAGTTCACC siderocapsulatus)
ATCCAACCGGCCTGGCTCAAACAGGTGCATGGGCG
GGTGGTGGCGGATGCCGACCCGGCGGTGGTCGCCG
AGGCCGATGCCAGTGGACCCACCAGCCTGGCATTG
CCTGCACCGTGATGACCGCCGATTGCCTGCCTGCGC
TGTTCTGCGACCGTGCCGGCACCCGCGTGGCGGCG
GCACATGCGGGCTGGCGCGGGCTGCGGGTGGCGTG
CTGGAAGCCACGCTGGACCGGCTGGCGCTGLCCGLC
AGAAGAGGTGCTGGTGTGGTTGGGGCCTGCCATCG
GCCCGCAGCGTT
soj P. putida KT2440
Veli¢ina Deo ocitane nukleotidne sekvence BLAST
fragmenta poklapanje
GCCTGTGTCACCACCCGTCAGGGCGGCGTCAGCCT | Multi-bakar
~700bp |GCCGCCTTACGAAACCTTCAACCTCGGCGACCATGT | polifenol

TGGGGATGACCCTGCCGCGGTCGCCGAGAACCGCC
GCCGCCTGAGCGAACAGTTCACCATCCAACCGGCC
TGGCTCAAGCAGGTGCATGGGCGGGTGGTGGCGGA
TGCCGACCCGACCGTGGTGGCCGAGGCCGATGCCA
GCTGGACCCGCCAGCCTGGCATTGCCTGCACCGTG
ATGACCGCCGATTGCCTGCCTGCGCTGTTCTGCGAC
CGCGCGGGCACCCGCGTGGCGGCGGCGCATGCTGG
CTGGCGTGGGCTGGCGGGTGGCGTGCTGGAAGCCA
CGCTGGACCGGCTGGCGCTGCCGCCAGAAGAGGTG
CTGGTGTGGTTGGGGCCTGCCATCGGCCCGCAAGC
ATTCGAAGTGGGGCTGGAAGTGCGTGATGCCTTTA
CCGCCGTGCACCCGCAAGCAGCT

oksidoreduktaza
iz vrste

P. putida (A.
siderocapsulatus)
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soj P. putida S12

Veli¢ina Deo oc¢itane nukleotidne sekvence BLAST

fragmenta poklapanje
GACGCCGTGATCGAGGGCGGCGGCATCGTGGACAG | Pantotenat kinaza

~700bp |CGACCAGGCCCTGGTGGCCGAGGTGGCCGCCCTGG |tip iz vrste
CCAGCGTGCGCCTGACCGGCTGCCGCATCGTGAGC | P. putida (A.
GTGCGCAGCGAGGAGGAGACCGACGCCCTGTGCGC | siderocapsulatus)
CCTGATCGCCCAGGCCTTCGCCGTGCAGGCCAAGG
TGGCCCACCCGGTGCGCGAGATGGCCGGCGTGCGC
AACGGCTACGACGACTACCAGCGCCTGGGCATGGA
CCGCTGGCTGGCCGCCCTGGGCGCCTTCCACCTGGC
CAAGGGCGCCTGCCTGGTGATCGACCTGGGCACCG
CCGCCAAGGCCGACTTCGTGAGCGCCGACGGCGAG
CACCTGGGCGGCTACATCTGCCCGGGCATGCCGCT
GATGCGCAGCCAGCTGCGCACCCACACCCGCCGC

soj P. aeruginosa PAO1

Veli¢ina Deo oc¢itane nukleotidne sekvence BLAST

fragmenta poklapanje
ACCTACTTCGCCTTCGCCGCCCCGACCGCCAGCGCC | Nespecifiéna

~1000 bp | CCGGACCTGCCGGCCGTGCTGCCGGGCCCGCTGCC | serin-treonin

GGACGTGCTGAGCGGCCGCTACCGCCTGGAGCGCA
TGCTGGGCGCCGGCGGCATGGGCACCGTGTACCGC
GCCCGCGACCTGCTGCACGAGCAGTTCGGCGACCC
GGCCCCGCTGGTGGCCCTGAAGCTGCTGAACGAGA
GCGTGGCCGAGAGCCCGGACGCCAGCGCCCTGCTG
TACAGCGAGTTCGCCCTGACCCGCCGCCTGCGCCA
CCCGAACGTGGTGCGCCTGTTCACCTTCGACGTGGA
CACCGCCTGCCAGCGCGCCTACATCGTGATGGAGC
TGATGCCGGGCCTGCCGCTGGACCGCCTGCTGTGC
GAGCGCCCGGAGGGCCTGCCGTGGAGCGAGCTGAG
CGCCATCGCCCGCCCGCTGCTGGACGTGCTGGCCTA
CGT

protein kKinaza

iz vrste

P. aeruginosa

(soj ATCC 15692
/| DSM 22644 /
CIP 104116 / JCM
14847 | LMG
12228/ 1C/PRS
101/ PAOQO1)
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soj P. chlororaphis B-561

Veli¢ina Deo oc¢itane nukleotidne sekvence BLAST
fragmenta poklapanje
GCCCCGTGGACCCTGCTGGACCAGTTCGACCGCGC | Dehidrogenaza
Izmedu |CTACAGCCTGGACGGCCAGACCCGCACCCTGCTGG |koja sadrzi
400 bp TGGCCCGCAGCATGGACGGCGCCAAGCTGGTGAAC |FAD/FMN
i ACCGCCCTGCAGGACCGCCCGGCCGGCTACCTGGA |iz vrste
500 bp GGCCCGCCACACCGTGTTCGTGGCCGACATCCAGC |P. chlororaphis

GCATGCCGGCCGTGATCGCCAAGATGTTCGCCGTG
CCGGCCATGCGCGACTACGGCTACCGCATCATGCT
GGACCGCGACGGCCGCGTGGCCCCGCGCTACGCCG
GCGCCGTGGACAAGGTGCTGTGGCTGCAGCTGGAC
AACGGCCGCCTGGTGGCCCAGCGCGAGTACGGCAC
CGCCACCGAG
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Prilog Il: Rezultati BLAST analize nukleotidnih sekvenci fragmenata umnozenih u
PCR-u upotrebom specifi¢nih prajmera CbpF/CbpR i CopAF/CopAR

soj P. putida F6

Velicina
fragmenta

Ocitana nukleotidna sekvenca

BLAST
poklapanje

348 bp

ATGACTCACCATTCCGAAGACCACCGGTCTCAGGC
CATGAACGAGTGCATCGACAACTGCACGCAATGCC
ACGCGATTTGCCTTGAGACCATCAACTATTGCCTGA
GCAAAGGAGGTGCCCACGCAGCCCCGGAGCACATC
GCCCTGCTGGCGACGTGTGCCGATATCTGCGCCACC
AGCGCCGACGCCATGTTGCGTGGCGCCAGCGCTCA
CTCGGTGGTTTGCAGTGCCTGCGCGGAGATCTGCCG
CCAGTGCGCCGAAGCATGCGACGCCATGAACGACC
CGGAGATGGCGCGCTGCGCCGAAGTTTGTCGCCGT
TGCGCGGAAAGCTGCAGCGCCATGGCGGCT

Protein koji sadrzi
jezgro od

4 a-zavojnice i
vezuje bakar iz
soja P.putida

1869 bp

ATGTCGCATGATGATTTTCGTGGTCCACACGGTGGA
CCGCCGCTGCTACCTTCGCGGCGGCGATTTGTCCAG
GGCTTGGCCTTGGGAGGCGCAGTCGCAGGATTAGG
TTTCTGGCCCAAAGCCAGTTGGGCGCTCAAGGGCC
CGGGACAACCCAACGTACTATCGGGCACCGAGTTT
GACCTAACCATCGGCGAGACGCCGATGAACTTCAC
CGGCAAGACCCGCACCGCGATCACCGTCAATGGGT
CCGTTCCGGCGCCGTTGCTGCGTTGGCGGGAAGGC
ACCACGGTCAACCTGCGTGTCTCCAATGCATTGCCC
GCTAACTCCCTCCATGGCGCGGACACCTCCATCCAT
TGGCACGGCATCATTTTGCCGGCCAACATGGACGG
CGTGCCGGGCCTGAGCTTTGACGGTATCGGACGTG
GTGAGACCTACCACTACCGGTTCACCCTGCATCAG
GGCGGCACCTACTGGTACCACAGCCACTCGGGGTT
CCAGGAACAAGCCGGGCTCTATGGCCCGATCATCA
TCGACCCATTGGAGCCGGAGCCCTTCAGCTTCGATC
GCGACTACGTCGTGATGCTGAGCGATTGGACAGAC
CTGGACCCGACGGCCCTGTTCGATCGTTTGAAGAA
GATGCCGGGCCATGACAATTACTACAAGCGCACGG
TCGGCGATTTTGCGCGCGATGTGAAGCGCAACGGC
CTGTCGGCCACGTTGGAAGATCGCAAGATGTGGGG
CGTGATGCGGATGACGCCCACGGATCTGTCCGACG
TCAACGCCAACACCTACACCTACCTGATGAACGGC
ACGACCTCGCTGGGCAACTGGACCGGTTTGTTCCGC
AGTGGCGAGAAGGTGCGCCTGCGTTTCATCAATGG

multi-bakar
oksidaza sa
sistemom za
rezistenciju na
bakar iz familije
Xantomonadaceae
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CTCTGCCATGACGTACTTCGATGTGCGTATTCCGGG
GCTAAAGATGACCGTGGTGGCAGCAGATGGCTTGT
ATGTCCATCCGGTTTCCGTCGACGAGTTCCGCATCG
CGGTAGCAGAAACCTTCGATGTGATCGTGGAGCCC
TCCGGGCAGGACGCATTCACCATCTTTGCCCAAGA
CTCCGGTCGCACCGGCTACGTCAGCGGCACGCTCG
CCGTGCGCGAAGGATTACGCGCGCCCGTTCCGTCT
GTGGATCCCCGGCCGCTGCTGACGATGGCAGACAT
GGGCATGGATCATGGATCGATGGATATGTCTGGCG
GCAGCAAGGGCATGGAAGGCGGCTGTGGTGCGGCC
ATGGGCATGCCTGGCATGACCCCACCTGCCAGCGG
TAACGCGACCTCGGCCCATGCAGGCCATGCGATGC
CCGCCGCCGGCGATGGTGCCATGGCAGGCATGCAG
CACGGGGGCATGCAATCACACCCTGCCAGCGAGAC
CAACAATCCCCTGTTGGACAACCAGGCCATGAGCG
TGAGTTCGCGCTTGGATGATCCGGGTAATGGCCTGC
GCGATAACGGCCGTCATGTACTGACGTATTCCATGC
TCAAGAGCACCTTTGAAGACCCTGACGGACGCGAC
CCCGGTCGCGAGATCGAGCTGCATCTGACCGGACA
TATGGAGAAATTCTCCTGGGGCTTCAACGGTCAGA
AGTTCTCCGATGTCAAGCCGCTGCGGCTGAACTAC
GGCGAGCGTATGCGCATCGTATTGGTTAACGACAC
GATGATGACCCATCCCATCCATTTGCACGGCATGTG
GAGTGACGTGGAGGACGACAACGGCAACTTCATGG
TGCGCAAGCACACGGTGGATATGCCGCCGGGTAGC
CGACGCACGTATCGCGTGCGTGCCGATGCGTTGGG
CAGCTGGGCGTTCCATTGCCACCTGCTTTATCACAT
GGAAGCCGGAATGATGCGCACGGTGAGGGTCGACG
AA
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Prilog I11: Rezultati analize aminokiselinskih sekvenci Cbp i CopA proteina u PDBsum
bazi podataka koja pronalazi sli¢ne 3D proteinske strukture dobijene kristalografijom
X zraka (prikazano je prvih 10 pogodaka)

A. Analiza CopA aminokiselinske sekvence

e

Sequence search results

Sequence:

MSHDDFRGPHGGPPLLPSRRRFVQGLALGGAVAGLGFWPKASWALKGPGQPNVLSGTEFDLTIGETPMNFTGKTRTAITVN
GSVPAPLLRWREGTTVNLRVSNALPANSLHGADTSIHWHGIILPANMDGVPGLSFDGIGRGETYHYRFTLHQGGTYWYHSH
SGFQEQAGLYGPIIIDPLEPEPFSFDRDYVVMLSDWTDLDPTALFDRLKKMPGHDNYYKRTVGDFARDVKRNGLSATLEDR
KMWGVMRMTPTDLSDVNANTYTYLMNGTTSLGNWTGLFRSGEKVRLRFINGSAMTYFDVRIPGLKMTVVAADGLYVHPVSV
DEFRIAVAETFDVIVEPSGQDAFTIFAQDSGRTGYVSGTLAVREGLRAPVPSVDPRPLLTMADMGMDHGSMDMSGGSKGME
GGCGAAMGMPGMTPPASGNATSAHAGHAMPAAGDGAMAGMQHGGMQSHPASETNNPLLDNQAMSVSSRLDDPGNGLRDNGR
HVLTYSMLKSTFEDPDGRDPGREIELHLTGHMEKFSWGFNGQKFSDVKPLRLNYGERMRIVLVNDTMMTHPIHLHGMWSDV
EDDNGNFMVRKHTVDMPPGSRRTYRVRADALGSWAFHCHLLYHMEAGMMRTVRVDE

Sequence length: 623 residues.

Your sequence search returned the following 399 hits:

PDB %-tage a.a. z-
code Model Length identity overlap score Ligands Protein name
1. 4f7k(A) X- " 377 27.2% 430 429.8 GOL. Crystal structure of lac15 from a marine microbial metagenome
ray 2.20.
2. 4x4k(A) X- 525 32.2% 286 417.2 NAG-NAG-BMA, Structure of laccase from botrytis aclada with full copper content
ray 2.30A NAG-NAG-BMA-
MAN-MAN-MAN,
NAG, MAN, SO4.
3. 3sqr(A) X- 539 32.2% 286 416.9 NAG-NAG-BMA, Crystal structure of laccase from botrytis aclada at 1.67 a
ray 1.67A NAG-NAG-BMA- resolution
MAN-MAN-MAN,
NAG, MAN, SO4.
4. 3v9e(A) X- 539 322% 286 416.9 NAG-NAG-BMA, Structure of the 1499m mutant of the laccase from b.Aclada
ray 1.70A GOL, NAG, MAN.
5. 3g5w(A) X- 318 38.4% 151 414.3 C10, GOL, C20. Crystal structure of blue copper oxidase from nitrosomonas
ray 1.90A europaea
6. 4e9x(A) X- 317 28.5% 316 393.0 OXY. Multicopper oxidase mglac (data3)
ray 1.14A
7. 4e9w(A) X- 317 28.5% 316 393.0 OXY, _O. Multicopper oxidase mglac (data2)
ray 1.45A
8. 4e9y(A) X- i 317 28.5% 316 393.0 OXY. Multicopper oxidase mglac (data4)
ray 1.50
9. 2zwn(A) X- 317 28.5% 316 393.0 C20. Crystal structure of the novel two-domain type laccase from a
ray 1.70A metagenome
10. 4e9v(A) X- i 317 28.5% 316 393.0 __ 0O, _OH. Multicopper oxidase mglac (data1)
ray 1.80.
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B. Analiza Cbp aminokiselinske sekvence

e

Sequence search results

Sequence:

MTHHSEDHRSQAMNECIDNCTQCHAICLETINYCLSKGGAHAAPEHIALLATCADICATSADAMLRGASAHSVVCSACAET

CRQCAEACDAMNDPEMARCAEVCRRCAESCSAMAR
Sequence length: 116 residues.

Your sequence search returned the following 89 hits:

PDB %-tage a.a. z-

code Model Length identity overlap score

1. 3Imf(A) X- 109 43.0% 107 4720
ray 2.30A

2. Bwki(A) 106 34.0% 106 3458

3. 5fig(A) X- 100 356% 101 3337
ray 1.70A

4. 5fig(F) X- 103 34.7% 101 331.0
ray 1.70A

5. 6roi(A) X- 119 321% 112 3122
ray 1.18A

6. 5fig(D) X- 90 35.6% 101 307.1
ray 1.70A

7. 5fig(C) X- 93 34.7% 101 306.8
ray 1.70A

8. 6qyb(A) X- 120 31.2% 112 305.9
ray 1.18A

9. 6958(B) X- 118 31.2% 112 304.8
ray 1.50A

10. 696b(B) X- 118 31.2% 112 304.8
ray 1.90A

Ligands
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Protein name

Crystal structure of nmul_a1745 protein from nitrosospira
multiformis, northeast structural genomics consortium target
nmr72

Cu(i)-bound copper storage protein bscsp3

Apo-csp3 (copper storage protein 3) from bacillus subtilis

Apo-csp3 (copper storage protein 3) from bacillus subtilis
Streptomyces lividans ccsp mutant - h107a/h111a
Apo-csp3 (copper storage protein 3) from bacillus subtilis
Apo-csp3 (copper storage protein 3) from bacillus subtilis
Streptomyces lividans ccsp mutant - h111a

Copper loading to a cytosolic copper storage protein from
streptomyces lividans (five coppers)

Structure of the copper storage protein, ccsp, from
streptomyces lividans loaded with 10 copper equivalents



Prilog IV:

A. Poravnanje aminokiselinskih sekvenci multi-bakar oksidaza McoCA3 i McoKT

mcoKT MSDLTQALLEFPDWPAPASVRACVTTRQGGVSLPPYETFNLGDHVGDDPAAVAENRRRLSE 60
mcoCA3 MSGLTQALLEFPDWPAPASVRACVTTRQGGVSLPPYETENLGDHVGDDPAAVAENRRRLSE 60

KAk kkk kA Kk kA XA A kA A Ak khhkrhkkhhdkkhhxkkhhddkkhhkxkkhkhkkkkhhxkkhk

mcoKT QFTIQPAWLKQVHGRVVADADPTVVAEADASWTROPGIACTVMTADCLPALFCDRAGTRV 120
mcoCA3 QFTIQPAWLKQVHGRVVADADPAVVAEADASWTHQPGIACTVMTADCLPALEFCDRAGTRV 120

RS EREEE SRR EEE R R R R R R

mcoKT AAAHAGWRGLAGGVLEATLDRLALPPEEVLVWLGPAIGPQAFEVGLEVRDAFTAVHPQAA 180
mcoCA3 AAAHAGWRGLAGGVLEATLDRLALPPEEVLVWLGPAIGPQAFEVGLEVRDAFTAVHPQAA 180

hhkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhdrkxk

mcoKT RAFVDGERPGKLLADIYELARIRLAARGVTAVYGGGLCTVSDARFEFSYRRTPQGGRFASL 240
mcoCA3 RAFVDGERPGKLLADIYELARIRLAARGVTAVYGGGLCTVSDARFEFSYRRTPQGGRFASL 240

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkdhkxk

mcoKT VWLDPR 246
mcoCA3 VWLEPQ 246

*k koo ko

B. Uporedivanje domena odgovornih za lakaznu aktivnost kod enzima McoKT i McoCA3

Q#1 - >mcoKT ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites v
1 50 100 150 200 246

Query seq. S ——

putative catalytic site

Specific hits

YfiH
Non-specific PRK10723
hits TIGROO726 |
CNF1_CheD_YfiH-like
Superfanilies Cu-oxidase_4 superfamily

CNF1_CheD_YfiH-1like superfamily

Q#2 - >mcoCA3 ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites ¥

Query seq, | S ———————————

putative catalytic site

Specific hits

YFiH
Non-specific PRK10723
hilts TIGR00726
CNF1_CheD_YfiH-like
Superfanilies Cu-oxidase_4 superfamily

CNF1_CheD_YfiH-like superfamily
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Prilog V: Sekvence gena koji kodiraju lipoliti¢ke enzime (geni koji su uklonirani u ekspresioni

vektor pJB861)

soj P. aeruginosa PAO1

Naziv i
veli¢ina
gena

Ocitana nukleotidna sekvenca

BLAST
poklapanje

lipA
936 bp

ATGAAGAAGAAGTCTCTGCTCCCCCTCGGCCTGGCC
ATCGGTCTCGCCTCTCTCGCTGCCAGCCCTCTGATCC
AGGCCAGCACCTACACCCAGACCAAATACCCCATCG
TGCTGGCCCACGGCATGCTCGGCTTCGACAACATCC
TCGGGGTCGACTACTGGTTCGGCATTCCCAGCGCCT
TGCGCCGTGACGGTGCCCAGGTCTACGTCACCGAAG
TCAGCCAGTTGGACACCTCGGAAGTCCGCGGCGAGC
AGTTGCTGCAACAGGTGGAGGAAATCGTCGCCCTCA
GCGGCCAGCCCAAGGTCAACCTGATCGGCCACAGC
CACGGCGGGCCGACCATCCGCTACGTCGCCGCCGTA
CGTCCCGACCTGATCGCTTCCGCCACCAGCGTCGGC
GCCCCGCACAAGGGTTCGGACACCGCCGACTTCCTG
CGCCAGATCCCACCGGGTTCGGCCGGCGAGGCAGTC
CTCTCCGGGCTGGTCAACAGCCTCGGCGCGCTGATC
AGCTTCCTTTCCAGCGGCAGCACCGGTACGCAGAAT
TCACTGGGCTCGCTGGAGTCGCTGAACAGCGAGGGT
GCCGCGCGCTTCAACGCCAAGTACCCGCAGGGCATC
CCCACCTCGGCCTGCGGCGAAGGCGCCTACAAGGTC
AACGGCGTGAGCTATTACTCCTGGAGCGGTTCCTCG
CCGCTGACCAACTTCCTCGATCCGAGCGACGCCTTC
CTCGGCGCCTCGTCGCTGACCTTCAAGAACGGCACC
GCCAACGACGGCCTGGTCGGCACCTGCAGTTCGCAC
CTGGGCATGGTGATCCGCGACAACTACCGGATGAAC
CACCTGGACGAGGTGAACCAGGTCTTCGGCCTCACC
AGCCTGTTCGAGACCAGCCCGGTCAGCGTCTACCGC
CAGCACGCCAACCGCCTGAAGAACGCCAGCCTGTA
G

lip gen koji
kodira
triacilglicerol
lipazu iz vrste
Pseudomonas
aeruginosa (s0j
ATCC 15692
DSM 22644
CIP 104116
JCM 14847
LMG 12228
1C

PRS 101
PAO1)
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plcB
987 bp

ATGAAAACCTTCGCCCGCCTGGCCGCCGGTCTCTGCATCT
GCGCCATCGCCAGCCAGGCCAACGCCTGGTCGCAACCGA
CCCACAAGAACATCGTCAAGGATGCCCTGGCCTTCATGA
ACTCCTCCTACGCCACCGAGGAGATGCGCCAGGCCTACC
GGTTCTACGTGAGCGCCGCCGGCAGCGAGGCGCAGGCCG
GGGAGATCCTCGGCCAGGCGGCCTTCGACGTGGACGACT
TCAAGGACACCCGTCTCGGTGGCTGGTGGGTCGGCTACG
AACACGCGCCGCTGTGGGGCGCGGCTTCGGGCATCGTCA
ACTACACCTCGTACTGGCACTTCCTCAACCTGGCCCGGG
ACGGCGACTCCCATGGCAACCCCCACGGCGGCTACGACT
ACCGCTACCACAAGGTCGACGGCGGCATCGCCGACGTCG
ACTGGTACGCCATGGTCTACCTCTACAACCGCGAGCTGA
AGCGCGAGGACTTCGACACCACCGAGGCGCACTACCGCC
AGGGCACCCGCTCGGACTGGCAGGAGCACTACGGCGACT
TCCAGACCGCCGCCTTCCAGCCGATCGATAACCTCGCCA
CCTACTGGTTCGAGCAGTTCCGCGCCGCGCCTTCGCTGCA
GACCATCGGCTATGCCCTGCATGCCACCGGCGACGTGGC
CCAGCCGCACCATGTGTGGATCACCTCGGCCAACGGCCA
TTCCAGCTGGGAAGGCTGGGTCGACGACCACTACGCCAG
CGAGAAGCTCAACGACCCGGCGGCGGTGGCCAACCTGGT
GGGGCGCTACGACCCGAGCAAGAGCATCCGCGACCTGCT
CACCCAGACCGGCCAGGTCGCCTACGCGCGCCCCGAGCC
GCTCTACGACACCAGCTACGAGACGCGCCTGCGGGTGGC
GAAGGAGCTGATTCCCGAGTCCATCGCCCTGACCGTCAC
CGTACTGACCAAGGGCGCCAACAGCTTCGATGCACCGAC
TGCTCTCTGA

PlcB gen koji
kodira
fospholipazu C
iz vrste
Pseudomonas
aeruginosa (soj
ATCC 15692
DSM 22644
CIP 104116
JCM 14847
LMG 12228
1C

PRS 101
PAO1)
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soj P. chlororaphis B-561

Naziv i
veli¢ina gena Deo ocitane nukleotidne sekvence BLAST
poklapanje
ATGTCCCAAGAGCTTGCCACGCGTTACCCGTTGGT | alfa/beta

lipA
891 bp

CCTGGTTCCCGGCATGCTGGGGTTTATTCGGCTGG
TGCTGTATTCGTACTGGTTCGGCATCGAGTCGGCG
CTGCGTCGCGGCGGCGCCACGGTAATTGCGGTGCA
GGTTTCGCCGCTGCATTCGACCCAGGTGCGGGGCG
AGCAGCTGTTGCTGCGGATCGAGGAAATACGCCG
CGAAACCGGCGCCGACAAGGTCAACCTGATCGGC
CATAGCCAGGGTGCGCTCACTGCCCGGTATGCCGC
GGCCAAACGGCCGGACTGGGTGGCCTCGGTGACC
TCGGTGGCCGGGCCCAATCATGGCTCGGAGCTGGC
CGATTACATTGAGCGCCACCACTCCATCGACACCC
TGCGCGGGCGTGTGCTGAGTTTTATCCTGCGGGTG
ATTGCCGTGCTGATGTGCTGGCTGGACACCGGCTA
TCGCGGGCCGAAGCTGCCGGCGGACATCCATGCC
GCACATCGCTCGCTGACCTGCGAGGGCGTGGCGCT
GTTCAACCGCGAATATCCCCAGGGCCTGCCGCAGA
CCTGGGGCGGGCAGGGGCCGGAAGTGGTCAACGG
GGTGCGCTATTACTCCTGGTCCGGCACCTTGCAGC
CGGGCAAGACCAATCGTGGGCGCAACCTGTTCGA
CGGCACCAACCGCACCTGCCGGCTGTTCGCCAGGA
CCTTTGTCCGCGAGGCCGGGCAGTGCGATGGCATG
GTCGGCCGCTACAGCTCGCACCTGGGCACGGTGAT
TGGCGACGATTACCCCCTCGACCACTTCGATATCG
TCAACCAGTCGCTGGGGCTGGTGGGGCGGGGCGC
CGAGCCGGTCCGGCTGTTTGTCGAGCATGCCCGGC
GGTTGAAGGCGGCGGGGGTATAG

hidrolaza iz vrste
Pseudomonas sp.
MF4836)
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