Streszczenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny rozwodj metod inzynierii biatka
w celu otrzymania enzymoéw o nowych wlasciwosciach. Metody ukierunkowanej ewolucji
molekularnej umozliwiajg tworzenie enzymow o udoskonalonych whasciwosciach poprzez
losowe zmiany w sekwencji nukleotydowej, ktorych efekty testowane sa metodami
selekcji 1 skriningu. Z drugiej strony, rozw0j zaawansowanych narzedzi
bioinformatycznych przyczynia si¢ do coraz powszechniejszego stosowania metod
modelowania molekularnego i racjonalnego projektowania biokatalizatoréw.

Spozywanie kwasow thuszczowych trans (TFA) zostalo uznane istotnym
czynnikiem majagcym wplyw na powstawanie nowotwordéw, choroby niedokrwiennej serca
I insulinoopornoséci. Wigkszos¢ TFA powstaje jako produkt uboczny przemystowego
uwodornienia nienasyconych olejow roslinnych. Procesy enzymatyczne z uzyciem
selektywnych substratowo lipaz moglyby umozliwi¢ zastgpienie proceséw chemicznych
1 opracowanie metod produkcji thuszczow jadalnych pozbawionych szkodliwych izomerow
trans kwasow thuszczowych.

Lipaza A z Candida antartica charakteryzuje si¢ korzystng selektywnoS$ciag
wzgledem izomeréw trans nienasyconych kwasow tluszczowych. Cecha ta wynika
z unikatowej, prostoliniowej budowy tunelu acylowego i umozliwia dopasowanie TFA,
ktoére charakteryzuja si¢ liniowg struktura.

Celem przeprowadzonych do$wiadczen bylo opracowanie i ocena przydatnosci
ukierunkowanej ewolucji molekularnej 1 racjonalnego projektowania  biatka
enzymatycznego w doskonaleniu wiasciwosci Katalitycznych lipazy A z Candida
antarctica.

Pierwszy etap badan dotyczyt opracowania i optymalizacji etapéw tworzenia
bibliotek rekombinantow. Opracowano warunki amplifikacji, klonowania 1 ekspresji
natywnej lipazy A. Wyselekcjonowano prawidlowy konstrukt, ktory nastgpnie
zastosowano w reakcjach epPCR (ang. error-prone PCR) i mutagenezy ukierunkowanej do
miejsca (ang. site-directed mutagenesis).

Przypadkowe mutacje indukowano przy uzyciu zestawu GeneMorph® Il Random
Mutagenesis Kit (Stratagene). Zastosowano mata (0-4,5 mutacji/kpz) i $rednig (4,5-9
mutacji/kpz) czestotliwo$¢ mutacji. Stwierdzono, iz duza czestotliwo$¢ zmian w sekwencji
nukleotydowej inaktywuje Dbialka enzymatyczne, stad w  przeprowadzonych

do$wiadczeniach nie zastosowano tego typu mutacji.



W drugim etapie badan przeprowadzono selekcje i skrining uzyskanych bibliotek
wzgledem aktywnosci lipolitycznych, w szczegdlno$ci wobec izomerow cis- i trans-
kwasow tluszczowych.

Ocene jako$ciowa transformantow dokonano metoda dyfuzyjna w podlozu
agarowym zawierajacym 3% (v:v) emulsje tributyryny lub trioleiny. Kolonie, ktore
hydrolizowaty chociaz jeden ze stosowanych substratéw zostaty uzyte do dalszego etapu
doswiadczen, tj. wysokowydajnych hodowli w mikroptytkach a nastepnie m in. do oceny
selektywnosci wzgledem izomerow cis/trans dienéw kwasu linolowego (CLA) metoda
chromatografii gazowej.

Zastosowanie reakcji epPCR umozliwito utworzenie bibliotek mutantéw o réznej
czestotliwos$ci mutacji 1 zmienionej selektywnosci wzgledem izomeréow CLA.

Analiza biblioteki po pierwszym cyklu epPCR genu lipazy A Candida antarctica
o Sredniej czgstotliwosci mutacji pozwolita wyselekcjonowaé klon MA39, ktory
charakteryzowat si¢ selektywnoscig wzgledem izomerow cis-9, trans-11 oraz trans-10,
cis-12 a warto$¢ statej selektywnosci w obu przypadkach wyniosta a=0,13. Stopien
hydrolizy TAG-CLA ksztattowat si¢ na poziomie 8,8%. Warto$¢ statej selektywnosci dla
lipazy natywnej wzgledem powyzszych izomeréw wyniosta a=0,01, a stopien hydrolizy
TAG-CLA 1,1%. Po trzech cyklach epPCR wyselekcjonowany transformant MA39
cechowat si¢ zwigkszong selektywno$cig wobec izomerow cis-9, trans-11 oraz trans-10,
cis-12 odpowiednio 12 i 14 razy w porownaniu z lipaza natywng. Mutant ten cechowat si¢
11-krotnie zwiekszong zdolnoscig hydrolizy substratu (z 1,1% do 17,1%).

Na podstawie uzyskanych wynikéw modelowania molekularnego przeprowadzono
modyfikacj¢ lipazy A Candida antarctica metoda mutagenezy ukierunkowanej do miejsca
za pomocag zestawu QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene). Otrzymano warianty F149D i1 F222S charakteryzujace si¢ odmiennymi
wlasciwosciami katalitycznymi 1 zwigkszong selektywnosciga wzgledem izomerdéw trans
Ww poréwnaniu z lipaza natywna.

Uzyskane warianty lipazy A Candida antarctica zbadano pod katem zdolnosci do
hydrolizy substratow zawierajgcych izomery trans- i cis- kwasow thuszczowych. W celu
okreslenia preferencji substratowej, wyznaczono stosunek aktywnosci hydrolitycznej
wzgledem estrow p-NP kwasu trans- elaidynowego (Ae) i kwasu trans- wakcenowego (Aw)
do aktywnosci wzgledem kwasu cis- oleinowego (A,). Przeprowadzone pomiary
potwierdzity wieksza preferencje w kierunku hydrolizy estrow p-NP kwasu wakcenowego
(C18:1 A11 trans) w stosunku do kwasu elaidynowego (C18:1 A9 trans).



Najkorzystniejszy stosunek A¢/A, i Aw/A, uzyskano po ekspresji zmodyfikowanych
lipaz w komorkach Tuner (DE3)pLacl w temperaturze 30°C i wyniost on odpowiednio
3,17 i 4,41 (lipaza F149D) oraz 2,15 i 3,14 (lipaza F222S). Lipaza natywna
charakteryzowala si¢ warto$cig wspolczynnika selektywnosci wzgledem powyzszych
1izomerow odpowiednio 1,07 1 1,24. Wykazano wigc, ze zmodyfikowane lipazy cechowaty
si¢c okoto 3 (wariant F149D) i 2 (wariant F222S)- krotnym wzrostem preferencji
substratowej w kierunku trans kwasow thuszczowych w poréwnaniu z lipaza natywna.

Warianty lipazy A Candida antarctica i lipaz¢ natywna zbadano pod katem
zdolnoséci hydrolizy oleju zawierajagcego 60% izomerow trans. Otrzymane wyniki
postuzyly do oszacowania wplywu mutacji na wzrost selektywnos$ci substratowe;.
Wykazano, ze mutanty F149D i F222S charakteryzowaty si¢ odpowiednio 14-krotnie i 4,5-
krotnie wigkszg zdolno$cia hydrolizy oleju zawierajacego 60% izomerow trans

w poréwnaniu z lipazg natywng.



