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8is i3radimas yra apie fermento imobilizavimo bida,
pagal kuri suformuojami kristalai ir, . bendru atvzju
kristalas susiuvamas (sudaromi skersiniai ry3iai tarp
kristalg sudarand¢iy baltymo molekuliy (3iam procesui
paZyméti ¢&ia naudojamas terminas skersinis susiuvimas
arba tiesiog susiuvimas)), panaudojant  bifunkcinj
reagenty; susiiitus imobilizuotus fermenty kristalus
(toliau trumpintai CLEC arba CLIEC), gautus 3$iuo bidu;
CLEC liofilizacijg, kaip priemone pagerinandia imobili-
zuoty fermenty saugojimo, prieZidros ir panaudojimo
savybes ir apie norimo produkto gavimo blda,
panaudojant reakcijas katalizuojamas CLEC ar CLEC

rinkiniais.

Fermentai naudojami kaip katalizatoriai pramoninio bei
laboratorinio masto auk3tos kokybés ir specializuoty
cheminiy medZiagy pramoninéje gamyboje (Jones. J.B.,
Tetrahedron 42: 3351-3403 (1986)), maisto produkty
gamyboje (Zaks ir kt., Trends in Biotechnology 6: 272~
275 (1988)), ir kaip irankis organiniy Jjunginiy
sintetinimui (Wong, C.-H., Science 244: 1145-
1152 (1989); CHEMTRACTS-Org. Chem. 3: 91~111 (1990);
Klibanov, A.M., Acc. Chem. Res. 23: 114-120 (1990)).

Gamyba, paremta fermenty panaudojimu, gali Zymiai
sumaZinti aplinkos terSimo nastga, pasireiskianciag
plataus masto gamyba kitur nepanaudojamy tarpiniy
chemikaly, kaip parodyta plataus masto akrilamido
gamyboije, panaudojant fermenta nitrilo hidrataze
(Nagasawa, T. ir Yamada, H., Trends in Biotechnology 7:
153-158 (1989)).

Fermentai taip pat panaudojami kaip biosensoriai,
ivairiy medZiagy aptikimui klinikiniams, pramoniniams
bei kitiems poreikiams (Hall, E., "Biosensors", Open
University Press (1990)). Klinikiniy tyrimy srityje

fermentai gali bati panaudoti ekstrakorporalinéje
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terapijoje, pavyzdZiui hemodializéje ir hemofiltra-
cijoje, kur fermentai selektyviai pasalina
nereikalingas ir toksines medZiagas i3 kraujo (Klein,
M., Langer, R., Trends in Biotechnology 4: 179-
185 (1986)). Fermentai naudojami $iose srityse todél,
kad jie efektyviai katalizuoja daugelio tipy reakcijas
prie vidutiniy temperatiiry, be to jie yra specifi3ki
substratui ir stereoselektyvids. Vis délto, tirpiy
fermentiniy katalizatoriy vartojimas turi triakumy,
kurie riboja fermenty panaudojimg pramoniniuose ir
laboratoriniuose cheminiuose procesuose (Akiyama ir
kt., CHEMTECH 627-634 (1988)).

Fermentai yra brangis ir santykinai nestabilis,
lyginant su dauguma pramoniniy ir laboratoriniy
katalizatoriy, net kai Jjie naudojami vandeninéje
terpéje, kurioje paprastai fermentai funkcionuoja.
Daugumas i35 ekonomiSkai vertingesniy cheminiy reakcijuy,
plac¢iai vykdomy praktikoje, nesuderinamos su vandenine
terpe, kurioje, pvz., daZnai substratai ir produktai
yra netirpls ar nestabil@s ir kurioje hidrolizé gali
turéti didele itaka. Be to, kad i3gauti fermentinij
katalizatoriy i3 produkto ir nesureagavusio substrato,
esancio Zaliavoje, daZnai reikia panaudoti sudétingg ir
brangig atskyrimo technologija. Galiausiai, fermentus
sunku i3saugoti, 1iSlaikant Jjy aktyvumga komercidkai
priimtinam laikotarpiui (nuo ménesiy iki mety), be iy
uz8aldymo (nuo 4°C iki -80°Cc ir iki skysto azoto
temperatudros) arba be laikymo vandeniniuose tirpik-

livuose su atitinkama jonine galia, pH ir t.t.

Fermenty imobilizacijos bildai, dauguma atvejy, leidZia
idvengti 8iy problemy. Imobilizacija gali pagerinti
fermentiniy katalizatoriy stabilumg ir apsaugoti IJy
funkcionalini integralumg agresyviy tirpikliy aplinkoje
bei ekstremaliose temperatfirose, t.y. salygose, kurios

bidingos pramoniniams ir laboratoriniams cheminiams
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procesams (Hartmeier, W., Trends in Biotechnology 3:
149-153 (1985)). Nenutriikstamo srauto procesai gali
vykti kolonose su imobilizuoto fermento dalelémis,
pavyzdZiui, kai tirpi Zaliava praeina pro tas daleles

ir palaipsniui virsta produktu.

Siame apra3yme, terminas fermenty imobilizacija reiskia
fermentinio katalizatoriaus pervedimg i netirpig

bliseng, panaudojant prijungima, inkapsuliacijg arba

vagregacija i, makroskopines (10"" mm) daleles.

Literatiroje pasirodé eile vertingy fermenty
imobilizacijos bidy apZvalgy (Maugh, T.H., Science 223:
474-476 (1984); Tramper, J., Trends in Biotechnology 3:
45-50 (1985)). Maugh apra3é penkis bendrus fermenty
imobilizacijos bidus. Tarp jy: adsorbavimas kietuose
ne8ikliuose (tokiuose kaip jonitinés dervos) ;
kovalentinis prijungimas prie ne8$ikliy (tokiy kaip
jonitines dervos, poringa keramika arba stiklo
rutuliukai); suriSimas polimeriniuose geliuose;
inkapsuliacija; ir tirpiy baltymy nusodinimas, sudarant
tarp jy atsitiktinius ir neapibréZtus skersinius ry$ius
bifunkciniy reagenty pagalba. Be to, galima
imobilizuoti iStisas lasteles (paprastai negyvas arba
padarytas pralaidZiomis), kurios parodé gero lygio
aktyvumg (pvz., Nagasawa, T. ir Yamada, H., Trends in
Biotechnology 7: 153-158 (1989)).

Kiekviena i3 3iy imobilizacijos procediry turi savo
privalumus ir apribojimus ir nei viena i3 jy negali
biti laikoma optimalia ar dominuojand¢ia. Daugumoje 3Jjy,
pats fermentinis katalizatorius galiausiai tesudaro tik
mazg dali viso tadrio, kuri uZima medZiaga, esanti
cheminiame reaktoriuje. I8 esmes, didZigjg dalj
imobilizuotos terpés sudaro inerti$ka, tadiau daZnai
brangi nesSiklio medZiaga. Visuose biaduose imobilizuo-

jandios saveikos tarp fermentinio katalizatoriaus
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molekuliy ir/arba juy saveika su neSiklio medZiaga turi
polinki i atsitiktinumg ir neapibréZtumag. To pasekoje,
nors 3ios saveikos ir padidina tam tikru laipsniu
fermentinio katalizatoriaus molekuliy stabilumg, del
santykinio jy nespecifi$kumo ir netaisyklingumo gauta
stabilizacija yra suboptimali ir netolygi. Daugumoje
atvejy, pablogéja priéjimas prie fermentinio katali-
zatoriaus aktyvaus centro. Be to, apradytieji
imobilizacijos blidai nei3sprendZia saugojimo ir Zaldymo
problemy. Kaip taisykle, tradiciniais bldais
imobilizuotais fermentais negalima laisvai manipu-
liuoti, pavyzdZiui, pakeisti vieng tirpikli i kitg, be
rizikos suardyti strukt@rini ir funkcini fermento
integraluma. Praktiskai, i3skyrus ta atveji, kai prie
nesiklio daleliy prijungiama riSancioji grupe,
tradiciskai imobilizuoti fermentai labai pana3as i§
tirpius fermentus ir, kad pastarieji, turi polinkj
denatlruotis bei praranda funkcines savybes agresyviose
aplinkose. Bendru atveju, imobilizacijos bddai sumaZina
fermento katalizuojamos reakcijos greitj, lyginant su
gaunamu tirpikliuose. Tai apsprendZia apribojimai,
susije su substrato difuzija i imobilizuoto fermento
daleles ir produkto difuzija i% jy (Quiocho, F.A., ir
Richards F.M., Biochemistry 5: 4062-4076 (1967)).
NeiSvengiamas inertinio ne3iklio buvimas dalelése su
imobilizuotu fermentu prailginé vidutini laisvg keliag
tarp imobilizuoto fermento daleliy iZorés su tirpikliu
ir fermentinio katalizatoriaus aktyvaus centro ir, tuo
bidu, pasunkina Sias difuzijos problemas. Imobilizuoty
lasteliy atveju, difuzijos problemos ypaé sunkios, net
jeli lagsteliy sienelés ir membranos tuo ar kitu biadu
padarytos pralaidZiomis substratui ir produktui. Be to,
reikia jvertinti daugybe pasSaliniy fermentiniy
aktyvumy, esancius lasteléje metabolitus ir toksinus, o
taip pat, lastelés stabilumg darbinéje aplinkoje su
agresyviais tirpikliais ir ekstremaliomis tempera-

tliromis. Patobulinta imobilizacijos metodika, kuri
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i8vengia apribojimy, bidingy S5iuo metu egzistuojantiems
bidams, bity naudinga skatinant fermenty, kaip
pramoniniy katalizatoriy, vartojima,- ypa&, jei bity
parodytas jos naudingumas plataus masto gamyboje
(Daniels, M.J., Methods in Enzymology 136: 371-
379 (1987)).

$io i3radimo bide, nedideli (10" mm) baltymo kristalai
i vandeniniy tirpaly arba vandeniniy tirpaly su
organiniais tirpikliais, kuriuose fermentinis katali-
zatorius i3lieka struktidriskai ir funkciskai stabilus.
Labiau priimtiname i8pildyme, kristalai yra susiuvami
su bifunkciniu reagentu, tokiu kaip glutaraldehidas.
Sis susiuvimas stabilizuoja kristalinés gardelés
kontaktus tarp atskiry fermento molekuliy, sudarandiy
8j, kristala. 8ios papildomos stabilizacijos déka,
susitti imobilizuoty fermenty kristalai gali funkcio-
nuoti pakeltose temperatirose, ekstremaliucse pH ir
agresyviose vandeninése, organineése ar beveik
bevandenése terpése, tame tarpe ir Jjy miSiniuose. Tuo

bidu, 3io i3radimo CLEC gali veikti aplinkose, kuriose

nekristalizuoti, nesusiiti, natyvis fermentai ar
tradiciniais bltdais imobilizuoti fermentiniai
katalizatoriai negali islaikyti savo funkcinio
integralumo.

Be to, su CLEC, gautais Siuo bldu, galima atlikti
liofilizacijg ir gauti liofilizuotus CLEC, kurie
tokioje liofilizuotoje blsenocje gali bati laikomi
ilgesni laikotarpi ne3altoje (kambario) temperatiroje
ir kurie gali lengvai atsistatyti pasirinktame
vandeniniame, organiniame ar maiSytame vandeniniame-
organiniame tirpiklyje, be amforines suspensijos

suformavimo ir su minimalia denatiiracijos rizika.

Sis i&radimas taip pat susijes su CLEC, gautais

apraSytu bidu ir 3Jjy panaudojimu laboratorinéje bei
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plataus masto pramoninéje gamyboje pasirinkty medZiagy,
tokiy kaip chiralinés organinés molekulés, peptidai,
angliavandeniai, lipidai ar kiti cheminiai junginiai.
8iuo metu, tos medZiagos paprastai gaunamos tradi-
ciniais cheminiais biidais, kurie reikalauja agresyviy
salygy (pvz.: vandeniniy, organiniu ar beveik bevanaeniq
tirpikliy, mi3riy vandens-organiniy tirpikliy arba auksty
temperatiry), nesuderinamy su nekristalizuoty, nesusiity,
natyviy fermentiniy katalizatoriy funkciniu integra-
lumu. Kitos makromolekulés, turindios katalitinij
aktyvuma, taip pat gali bati jtrauktos i pasiGlytg CLEC
technologijg. Tai gali biti kristalizuojantys
antikiniai (Lerner, R.A., Benkovic, S.J., ir Schultz,
P.G., Science 252: 659-667 (1991)) ir katalizuojantys
polinukleotidai (Cech T.R., Cell 64: 667-669 (1991);
Celander, D.W., and Cech, T.R., Science, 251: 401-
407 (1991)).

8is i3radimas taip pat susijes su pasirinkty produkty
gamybos bidu, panaudojant reakcijas, kurias katalizuoja
3io i3radimo CLEC.

Praktiniame Sio i3radimo bldo pavyzdyje dipeptidilinio
dirbtinio saldintojo, aspartamo, chiralinio pirmtako
sintezei buvo panaudotas fermentas termolizinas, cinko
metaloproteazé. Termolizinas buvo kristalizuotas i3
vandeninio 45% dimetilsulfoksido ir 55% 1.4M kalcio
acetato, 0,05M natrio kakodilato, prie pH 6,5. I§ gauty
kristaly buvo suformuoti termolizino CLEC, susiuvant su
glutaraldehidu. Po to termolizino CLEC buvo perkeltas
i8 vandeninio kristalizacijos tirpalo, kuriame jis buvo
pagamintas, i etilacetato tirpals, turinti substratus,
N-(benziloksikarbonil)-L-asparagino rag3ti (Z-L-Asp) ir
L-fenilalanino metilco esteri (L-Phe-OMe). Termolizino
CLEC panaudotas katalizuoti $iy dviejy substraty
kondensacijos reakcijag susintetinti N- (benziloksi-

karbonil)-L-aspartil-L-fenilalanino metilo esteri (Z-L-
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Asp-L-Phe-OMe), kuris yra dirbtinio saldintojo
aspartamo dipeptidilinis pirmtakas. Naudojant bet kurj
i8 daugelio Zinomy bidy (Zr. pvz., Lindeberg, G., J.
Chem. Ed. 64: 1062-1064 (1987)), galima nuimti apsauga
nuo L-asparagino rfig8ties, esandios susintetintame
dipeptidiliniame pirmtake, pasSalinant benziloksi-

karbonilo (Z-) grupe ir tokiu bldu gauti aspartamsg.

Antrame praktiniame $io iSradimo bido pavyzdyje
fermentas termolizinas buvo panaudotas termolizino CLEC
gavimui. Gauty CLEC aktyvumas ir stabilumas buvo
palyginti su tomis padiomis tirpaus termolizino
charakteristikomis prie optimaliy salygy, o taip pat
prie salygy su ekstremaliomis pH ir temperatiira, po
inkubavimo organiniuose tirpikliuose ir po inkubavimo

tirpale su su egzogenine proteaze.

Fermentas termolizinas buvo kristalizuotas i3 1,2M
kalcio acetato ir 30% dimetilsulfoksido tirpalo, prie
pH 8,0. IS8 gauty kristaly buvo suformuoti termolizino
CLEC, susiuvant su 12,5% glutaraldehidu. Po to
termolizino CLEC buvo liofilizuotas, naudojant
standartine procedirg (Cooper, T.G., The Tools of
Biochemistry, pp. 379-380 (John Wiley and Sons, NY
(1977)), ir buvo gautas liofilizuotas termolizino CLEC.
Po to 3is liofilizuotas CLEC buvo tiesiogiai perkeltas
i ivairius pasirinktus vandeninius, organinius ar
maisSytus vandens-organinius tirpiklius, be tarpinés
tirpikliy keitimo procediros, be amorfiniy suspensijy
formavimo ir su minimalia denatadracijos rizika. Tarp
Siy tirpikliy buvo acetonitrilas, dioksanas, acetonas
ir tetrahidrofuranas, bet galima panaudoti ir kitus. Po
inkubacijos, aktyvumas buvo tiriamas spektrofoto-
metriniu biddu, skaidant dipeptidini substrata FAGLA

(furilakriloil-glicil-L-leucino amidg) .
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Tre¢iame praktiniame Sio i3radimo biido pavyzdyje
fermentas elastaze (i3 kiaules kasos) buvo
kristalizuotas i3 5,5 mg/ml baltymo, 0,1M natrio
acetato vandeninio tirpalo, prie pPH 5,0 ir kambario
temperatiroje (Sawyer, L. ir kt., J. Mol. Biol. 118:
137-208). I3 gauty kristaly buvo suformuoti elastazés
CLEC, susiuvant su 5% glutaraldehidu. Elastazés CLEC
buvo liofilizuotas kaip aprasyta 2 pavyzdyje.

Ketvirtame praktiniame 3io i3radimo biido pavyzdyje,
kaip <&ia atskleista, fermentas esteraze (i8 kiaules
kepeny) buvo kristalizuotas i3 15 mg/ml baltymo ir
0,25M kalcio acetato vandeninio tirpalo, prie pH 5,6 ir
kambario temperatiroje. I3 gauty kristaly buvo
suformuoti esterazeés CLEC, susiuvant su 12,5%
glutaraldehidu. Esterazés CLEC buvo liofilizuotas kaip
apradyta 2 pavyzdyje.

Penktame praktiniame 3io i%radimo bido pavyzdyje, kaip
¢ia parodyta, fermentas lipazé (Geotrichum candidum)
buvo kristalizuotas i% 20 mg/ml baltymo, 0,50M Tris
vandeninio tirpalo, prie pH 7 ir kambario tempera-
tGroje. IS gauty kristaly buvo suformuoti lipazés CLEC,
susiuvant su 12,5% glutaraldehidu. Lipazés CLEC buvo
liofilizuotas kaip apradyta 2 pavyzdyje.

Seitame praktiniame Sio i3radimo bado pavyzdyje
fermentas lizocimas (i§ vidtos kiau&inio baltymo) buvo
kristalizuotas i¥ 40 mg/ml baltymo, 40 mM natrio
acetato buferio, turincéio 5% natrio chlorido,
vandeninio tirpalo, prie pH 7,4 ir kambario tempera-
taros (Blake, C.C.F. ir kt., Nature, 196: 1173 (1962)).
I8 gauty kristaly buvo suformuoti lizocimo CLEC,
susiuvant su 20% glutaraldehidu. Lizocimo CLEC buvo
liofilizuotas kaip apradyta 2 pavyzdyje.



10

15

20

25

30

35

LT 3366 B
9

Septintame praktiniame 3io i3radimo bido pavyzdyje
fermentas asparaginaze (Escherichia coli) buvo
kristalizuotas i3 25 mg/ml baltymo, 50 mM natrio
acetato ir 33% etanolio vandeninio tirpalo, prie pH
5,0 ir ir 4°. Kristalizacijai panaudota modifikuota
procedira, apraSyta Grabner ir kt. [U.S. Patent
3664926 (1972)] . I8 gauty kristaly buvo suformuoti
asparaginazés CLEC, susiuvant su 7,5% glutaraldehidu.
Asparaginazés CLEC buvo liofilizuotas kaip apradyta

2 pavyzdyje.

Panasiai gali bati imobilizuotos ir panaudotos
atitinkamy reakcijy katalizei liuciferazé ir ureaze.
Kiti fermentai, tokie kaip nurodyti 1-5 lentelése, taip
pat gali bati kristalizuoti ir susiiti pagal 33 badg, o
gauti CLEC gali biti panaudoti kristalizavimui
reakcijy, kuriy pagalba gaunamas pasirinktas produktas,
arba reakcijy, kurios yra tarpinis Zingsnis (t.y. viena
i$ eiles reakcijy) pasirinkto produkto gamyboje. Kaip
Zinoma, nors skersinis susiuvimas padeda stabilizuoti
daugumg kristaly, jis néra bltinas ar pageidautinas
visais atvejais. Kai kurie kristaliniai fermentai
i%laiko funkcini ir struktirinj integralumg agresyviose
aplinkose, net jei neatliktas susiuvimas. Nors labiau
priimtiname iSpildyme kristalai yra susiuvami,
skersiniy Jjung¢iy sudarymas ne visada batinas, kad

pagamintume naudingg fermentini kristalg pagal 3i bidda.

Fermentiniai CLEC turi keleta svarbiy charakteristiky,

kurios jiems suteikia reik3mingg prana$umg lyginant su

Siuo metu vartojamais tradiciniais fermenty
imobilizavimo buidais. Fermentiniams CLEC nereikia
atskiros inertinés ne3andiosios struktiaros. Be

inertinio ne$iklio pageréja substrato ir produkto
difuzija CLEC viduje ir galima kristale gauti fermento
koncentracija, artimg teorinei tokio dydZio molekuliy

supakavimo ribai. Auk3tos fermento koncentracijos gali
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duoti Zymia gamybine ekonomija, déka efektyvinio
aktyvumo iSaugimo duotame katalizatoriaus tdryje,
substrato ir fermento kontaktavimo laiko sutrumpéjimo
ir bendro gamyklos dydZio bei kapitaliniy idéjimy
sumaZéjimo (Daniels, M.J., Methods in Enzymol. 136:
371-379 (1987)). Tolygus pasiskirstymas kristalo tiryje
ir padidintas CLEC sudaran¢iy fermenty stabilumas
sukuria naujas galimybes fermentinés katalizes
panaudojimui  agresyviose aplinkose, tokiose kaip
auk3tos temperatiros, vandeniniai, organiniai ar beveik
bevandeniai tirpikliai, o taip pat jy miSiniai. Be to,
apribotas tirpiklio priéjimés ir taisyklinga baltymy
aplinka, kuri biadinga kristalinei gardelei, leidZia
fermentiniams CLEC geriau iSlaikyti metalo jonus ir
kofaktorius, palyginus su  tradicinemis fermenty

imobilizavimo sistemomis.
Trumpas figliry aprasSymas

Fig. 1 grafiSkai pavaizduoti tirpaus termolizino ir

termolizino CLEC aktyvumy jvertinimo rezultatai.

Fig. 2 grafiskai pavaizduotas termolizino CLEC ir
tirpaus termolizino priklausomybiy nuo pH
palyginimas.

Fig. 3 grafiskai pavaizduoti tirpaus ir kristalinio
termolizino aktyvumo matavimai po inkubacijos

prie 65°C.

Fig. 4 grafiskai pavaizduoti tirpaus termolizino ir
termolizino CLEC atsparumo egzogeninei

proteolitinei degradacijai jvertinimo rezultatai.

Fig. 5 grafiskai pavaizduoti tirpios elastazés ir
atitinkamo elastazeés CLEC fermentiniy aktyvumy

ivertinimo rezultatai.
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Fig. 6 grafiSkai pavaizduoti tirpios elastazés ir
atitinkamo elastazés CLEC atsparumai egzoge-

ninei proteolitinei degradacijai.

Fig. 7 grafiskai pavaizduoti tirpios esterazés ir
atitinkamo esterazés CLEC fermentiniy aktyvumy

jvertinimo rezultatai.

Fig. 8 grafiskai pavaizduoti tirpios esterazés ir
atitinkamo esterazés CLEC atsparumai egzo-

geninei proteolitinei degradacijai.

Fig. 9 grafiskai pavaizduoti tirpios lipazés ir
atitinkamo lipazeés CLEC fermentiniy aktyvumy

ivertinimo rezultatai.

Fig. 10 grafiskai pavaizduoti tirpaus lizocimo ir
atitinkamo lizocimo CLEC fermentiniy aktyvumy

jvertinimo rezultatai.

Fig. 11 grafisSkai pavaizduoti tirpios asparaginazeés ir
atitinkamo asparaginazes CLEC fermentiniy

aktyvumy jvertinimo rezultatai.

Baty labai naudinga, turéti paprastg ir bendrg bads,
uZztikrinanti duoto fermento ar jy rinkinio stabilumg ir
funkcionavimg prie salygy, kurios domina chemiksg,
uzZsiimanti sinteze, ir kurios yra perdaug agresyvios,
kad galety biti panaudoti $iuo metu Zinomi fermentiniai
bldai. Susidti imobilizuoti fermenty kristalai (toliau
sutrumpintai CLEC arba CLIFC), kaip ¢ia aprasyta, gali
bGti panaudoti Siam tikslui. Kristalinés gardelés bei
sudaranciy kristalg fermentiniy katalizatoriy stabili-
zavimas, panaudojant skersinio susiuvimo reakcija,
leidZia vartoti CLEC tokiose aplinkose, kaip

vandeniniai, organiniai ar beveik bevandeniai
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tirpikliai, $iy tirpikliy miSiniai, krastutinés pH
reik3més ir auk3tos temperatiiros, kurios nesuderinamos
su fermenty funkcionavimu, naudojantis 3ivo metu
esamais budais. Be to, CLEC kristalinés gardelés
stabilizacija, leidZia jiems pritaikyti standartinius
liofilizacijos bidus. Liofilizuoti CLEC gali bati
i8saugomi be uZSaldymo komerci¥kai priimting laiko
perioda (nuo ménesiy iki mety), o taip pat sudaro
galimybe greitai ir paprastai panaudoti CLEC pramoninio
ir laboratorinio masto procesuose, tiesiog sumaiSant su
pasirinktu tirpikliu be jokiy tarpiniy tirpiklio
keitimy. Be to fermentiniai CLEC yra labai atsparis
egzogeniniy proteaziy poveikiui. 38io i3radimo budas
palengvina lanksdiy fermentiniy katalizatoriy
panaudojimg pagrindiniuose pramoniniuose cheminiuose
procesuose, o taip pat laboratorinéje sintezéje,

ie8kant naujy junginiy.

Nors susiuvimas pagerina kristalinio fermento
stabilumga, ne visais atvejais jis yra batinas ir
pageidautinas. Kai kurie kristaliniai fermentai i3laiko
funkcinij ir struktirini integralumg agresyviose
aplinkose ir be skersiniy ry3iy. Labiau priimtiname 3io
bido iSpildyme kristaliniai fermentai yra susiuvami,
kaip smulkiai apraSyta tolesniuose skyriuose. Tadiau
turi baGti suprasta, jog kristalizuoti fermentai,
nepraejg tolimesnés skersinio susiuvimo stadijos, gali

biati panaudoti kai kuriuose $io i3radimo i3pildymuose.

Reguliarios saveikos tarp CLEC kristaline gardele
sudaran¢iy fermenty molekuliy apsprendZia riboto dydZio
poras, vedancias prie fermento molekuliy CLEC viduje.
Todél substratai, didesni uZ pory dydi, negali patekti
i CLEC daleliy vidy.

Del riboto pory dydZio, daugelis fermentiniy reakcijuy,

turin¢iy komercine ir moksling reik3me, bet susijusiy
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su substratais, didesniais nei CLEC pory dydis, turéty
likti uZ 8io iSradimo riby. Tarp juy patekty daugumas
reakcijy, susijusiy su dideliais polimerais, tokiais
kaip baltymai, polinukleotidai, polisacharidai ir kiti
organiniai polimerai, kuriuose polimeriniy subvienety
skaidius bity tdks, jog polimeras pasidaryty didesnis
uZ CLEC kristaly pory dydi. Tadiau, tokiais atvejais,
katalizé, vis délto, gali vykti CLEC pavir3iuje.

Sis i3radimas yra pasirinkto baltymo tame tarpe
fermento imobilizavimo bidas, kristalizuojant ir
susiuvant 3j baltymg, to rezultate, gautas susiitas
imobilizuotas fermento kristalas (CLEC), gali bati
panaudotas norimy produkty gamybos katalizavimui,
tokiy, kaip peptidai, angliavandeniai, lipidai ir
chiralinés organinés molekules. Be to S8is iSradimas
susijes su CLEC ir su pasirinkto produkto gamybos biudu,
panaudojant CLEC katalizuojama reakcijg arba CLEC
katalizuojama Zingsni, tokiy reakcijy sekoje. Viename
i3 3io i3radimo i3pildymy kondensacijos reakcijoje,
katalizuojamoje susiatu imobilizuotu termolizinu, gautu
pagal 3i biddg, buvo pagamintas dipeptidilinis aspartamo
pirmtakas. Kitame 3io i3radimo i3pildyme buvo skaldomas
indikatorinis substratas, FAGLA, ir gauti kolorimetri-
niai produktai, kuriy atsiradimas parodo termolizino
CLEC fermentini aktyvumg. FAGLA - hidrolize buvo
panaudota kaip modelineée reakcija, kad parodyti
termolizino CLEC atsparumg visai eilei aplinky, kurios

paprastai bty nesuderinamos su 3io fermento aktyvumu.

Kituose 8io iS8radimo i3pildymuose fermentai elasta:ze,
lipaze, asparaginazé ir lizocimas buvo panaudoti
ivairiy indikatoriniy medZiagy skaldymui, tokiy, kaip
p-nitrofenilo acetatas (esterazé ir 1lipazé), sukcinil-
(ala) 3-p-nitroanilidas (elastaze), 4-metilumbeliferilo

N-acetil-chitriozidas (lizocimas) ir NADH (asparaginaze).
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Pasinaudodamas 3$io i8radimo badu, vidutinis 3ios
srities specialistas gali pritaikyti protokolg
reikalingo produkto gamybai, panaudojant reakcija,
katalizuojamg imobilizuotu fermentu. Po to, kai
dominantis fermentas yra iSkristalizuotas i% atitinkamo
tirpalo, jis gali bati susittas su glutaraldehidu ar su
kitu tinkamu Dbifunkciniu reagentu kristalizacijos
tirpale, kad bty gautas 3io fermento CLEC. Veéliau,
pasirinkto fermento CLEC gali buti liofilizuotas, kaip

aprasyta 2 pavyzdyje.

CLEC naudojimas turi keletg privalumy, lyginant su 3iuo
metu egzistuojandiais fermentinés katalizés badais.
PavyzdZiui, susiGta kristaliné matrica yra padio CLEC
nes$iklis, todél fermentinio katalizatoriaus surifimui
nereikalingi brangls ne3ikliai, rutuliuky, stiklo,
geliy ar pléveliy pavidalo, kaip Siuo metu
egzistuojandiuose fermentinés katalizés baduose. Todél
fermenty koncentracija fermentiniame CLEC yra artima
teorinei supakavimo ribai, kurig galima pasiekti tokio
dydZio molekuléms, ir Zymiai vir3ija tanki pasiekiamg
net koncentruotuose tirpaluose. Visas CLEC sudarytas
tik is$ aktyvaus fermento (néra neaktyvaus ne$iklio),
todel turéty bGti minimizuotas, susietas su difuzija
fermentinés reakcijos greicio sumazéjimas, kuris
paprastai stebimas tradiciskai imobilizuotuose
fermentuose, lyginant su fermentais tirpale, kadangi
CLEC atveju Zymiai sutrumpéja (lyginant su tradiciskai
imobilizuoty fermenty nefiklio dalelémis) vidutinis
laisvas kelias, kuri turi nueiti substratas ir
produktas tarp iSorinio laisvo tirpiklio ir aktyvaus
fermento. Sie dideli baltymy tankiai gali bati
ypatingai naudingi biosensoriniuose, analitiniuose ar
kituose pritaikymuose, kurie reikalauja dideliy baltymy
kiekiy maZuose tiliriuose. Didesnis CLEC naSumas ir
kompaktiskumas pramoniniuose procesuose gali duoti

reik3minga gamybos ekonomija, dél padidinto katali-
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zatoriaus efektyvinio aktyvumo duotame tidryje, kas
leidZia sumaZinti gamyklos dydi, o taip pat kapitali-
nius jdéjimus (Daniels, M.J., Methods in Enzymoli 136:
371-379 (1987)). CLEC yra santykinai monodispersihis ir
jo makroskopinis dydis bei forma atspindi aiskiro
fermentinio katalizatoriaus natidralaus kristalo augimo
charakteristikas. Egzistuojandiy terpiy su fermentais,
imobilizuotais nefikliuose, pakeitimas fermentiniais
CLEC, turéty biti nesudétingas, kadangi abi sistemos
yra pana3aus dydZio ir formos ir abi gali bati panadiai
i3gautos i3 Zaliavos, panaudojant eile paprastu%bﬁdq,
tame tarpe panaudojant pagrindines ekonomiskas
procediiras tokias kaip filtravima, centrifiigavima,
tirpikliy dekantavimg ir kitas.

Be to, naudojant liofilizuotus CLEC supaprastéja
kasdienis elgesys su jais ir $iy medZiagy saugojimas
prie$ Jjy pavartojima (sausas saugojimas ilgesnij
laikotarpj kambario temperatiroje be Saldymo) .
Liofilizuotus CLEC paprasta vartoti, nes prie juy galima
tiesiogiai pridéti norimg tirpikli ir substrata be ilgy
tirpiklio keitimo procesy ir amorfinés suspensijos
formavimo. Liofilizuota CLEC forma praple&ia bendrg
fermenty kaip katalizatoriy panaudojima, leisdama
panaudoti platesni fermenty bei jy funkcionavimo salygy

spektrsy.

Antras CLEC privalumas yra tas, kad kristalizuoto
fermento susiuvimas stabilizuoja ir sustiprina
kristaline gardele ir ja sudarandias fermenty molekules
tiek mechaniskai, tiek ir chemis$kai. Todeél CLEC gali
bati vienintelé priemoné pasiekti dideles aktyvaus
fermentinio katalizatoriaus koncentracijas agresyviuose
vandeniniuose, organiniuose, beveik bevandeniuose
tirpikliuose ar vandens-organiniy tirpikliy miZiniuose.
Fermentiniy katalizatoriy panaudojimg organinéje

sintezéje stabdé jy polinkis denatiruotis nevandeniniy
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tirpikliy aplinkoje, ypa& vandeniniy ir nevandeniniy
tirpikliy mi3Siniuose (Klibanov, A.M., Trends in
Biochemical Sciences, 14: 141-144 (1989)). Fermenti-
niuose CLEC stabiluma apsprendZiantys konformacinio
mobilumo apribojimai yra sglygoti tarpmolekuliniy
kontakty ir skersiniy ry$iy tarp kristaly gardele
sudaran¢iy fermento molekuliy, o ne beveik visi3ko
vandens nebuvimo terpéje. Todél, fermentai CLEC formoje
gali toleruoti tarpines vandens koncentracijas, kas
anks¢iau buvo neimanoma (Zr. 12 lentele). Komerciniuose
taikymuose vandens-organiniy tirpikliy miSiniai leidZia
valdyti produkty formavimg, pasinaudojant produkty ir
substraty santykiniu tirpumu. Cheminio reaktoriaus
viduje net vandeninéje terpéje imobilizuoti ar tirpus
fermentiniai katalizatoriai yra veikiami mechaniskai,
todél jie gali denaturuotis arba gali sutrumpéeti jy
gyvenimo pusperiodis. Cheminiai skersiniai ry3iai CLEC
viduje suteikia buating mechanini stiprumg (Quiocho ir
Richards, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 52: 833-
839 (1964)), kurio déka pailgéja fermentiniy katali-
zatoriy iSgyvenimas reaktoriuje.

Tre¢ias CLEC privalumas yra salygotas juy kristalinés
kilmeés, del kurios galima pasiekti tolygumg visame
susiito kristalo tiryje. Kaip ¢ia aprasyta,
kristaliniai fermentai yra auginami ir susiuvami
vandeninéje aplinkoje ir todél molekuliy iSsidéstymas
kristalinéje gardeleje i$lieka tolygus ir taisyklingas.
Sis tolygumas yra palaikomas tarpmolekuliniy kontakty
ir cheminiy skersiniy ry3%iy tarp kristaline gardeleg
sudaran¢iy fermento molekuliy ir i3lieka perkélus j
kita vandenine, organine ar beveik bevandene terpe ar

maisdytus vandens-organinius tirpiklius. Visuose S3Siuose

tirpikliuose fermento molekulés iZlaiko pastovy
tarpusavio atstuma, suformuodamos gerai apibréiZtas
stabilias poras CLEC viduje, kurios palengvina

substrato priéjimg prie fermentinio katalizatoriaus, o
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taip pat produkto pa3alinima. Fermento aktyvumo
tolygumas yra labai svarbus pramoniniuose, medicini-
niuose ir analitiniuose taikymuose, kuriuose pasikarto-

jamumas ir stabilumas turi pirmaeile svarba.

Ketvirtas CLEC privalumas yra tas, kad kristalinéje
formoje fermentai gali turéti ilgesni darbo ir
saugojimo pusperiodj. Kaip Zinoma, gardelés saveikos,
net ir be skersiniy jung&iy, stabilizuoja baltymus,
dalinai dél to, kad apriboja konformacinius 1laisvés
laipsnius, reikalingus baltymo denatiracijai. CLEC
gardelinés sgveikos, fiksuotos cheminiais skersiniais
ry3iais, ypatingai reiksmingos denatiracijos
apribojimui, ypaé&, vandeniniy ir nevandeniniy tirpikliy
midiniuose (Klibanov, A.M., Trends in Biochemical
Sciences, 14: 141-144 (1989)). Fermentai, kurie iZbuvo
kristalinéje bisenoje ménesius ar metus, paprastai
i8laiko dideli procentg savo katalitinio aktyvumo.
Susiidti imobilizuoty fermenty kristalai saugoti
bevandeniuose tirpikliuose bty dar labiau apginti nuo
mikrobinio uZterStumo ir paZeidimo, kas sudaro rimta
problemg saugant didelius kiekius baltymy turtingoje
maistinémis medZiagomis vandeninéje terpéije.
Liofilizuoty CLEC atveju, imobilizuoti fermentai
saugomi be tirpiklio. Tai ir susiuvimo pagalba pasiekta
stabilizacija, leidZia ilgalaiki CLEC saugojimg be
Saldymo.

Penktas CLEC privalumas yra tas, kad dél kristalinés
gardelés stabilizavimo skersinémis jungtimis jie gali
tureti padidintg temperat@rini atsparumg. Reakcijos
vykdymas auk3tesnéje temperatiiroje negu tradiciniuose
biduose gali padidinti dominan&iy reakcijuy greiti tiek
termodinami$kai, tiek ir pagerinant difuzijos greiti, j
ir 18 CLEC kristalinés gardelés. S8iy efekty visuma
inesSty pagrindini indeélj i reakcijos efektyvumo

padidinima, kadangi jie maksimizuoty produktyvumg
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duotam fermentinio katalizatoriaus kiekiui, kuris
bendru atveju yra brangiausia reakcijos proceso
sudedamoji dalis (Daniels, M.J., Methods in Enzymol.
136: 371-379 (1987)). CLEC temperatirinis stabilumas
yra i3skirtinis, kadangi daugumas fermentiniy sistemy
reikalauja 3velniy reakcijos salygy. CLEC taip pat
turéty biti atsparis denatiracijai, salygotai laikino

temperatiiros pakilimo saugojimo metu.

Paskutinis CLEC privalumas susijes su taisyklingos
formos ir dydZio poromis tarp fermento molekuliy Jjo
kristalinéje gardeléje. 8is tirpiklio priéjimo apribo-
jimas stipriai pagerina metalo Jjony 1ir kofaktoriy
i8laikymg CLEC kristaluose, 1lyginant su tradiciskai
imobilizuotais fermentais ir fermentais tirpaluose. 35i
CLEC savybé duoty galimybe panaudoti ekonomiskai labiau
apsimokan&ius nenutrikstandioc srauto procesus tose
situacijose (Zr. pvz., Oyama ir kt. Methods in Enzymol.
136: 503-516 (1987)), kuriuose, kitu atveju, fermentai
baty inaktyvuoti dél metalo jony arba kofaktoriy
isplovimo. PavyzdZiui, kaip Zinoma dipeptidilinio
aspartamo pirmtako Z-L-Asp-L-Phe-OMe sintezeéjee,
dalyvaujant termolizinui, tradiciniais budais
imobilizuotas fermentas praranda savo katalitinij
aktyvumg nenutrikstamo srauto procesuose, i3 dalies del
kalcio jony, svarbiy termolizino aktyvumui, iSplovimo.
Praktidkai kalcio jony iSplovimas verc¢ia naudoti maZiau
efektyvius ciklinius procesus (Nakanishi ir t., Bio-
technology 3: 459-464 (1985)). I3plovimas ijvyksta kada
susiformuoja kalcio jony kompleksai su substratu Z-L-
Asp, konkuruojantys su natidraliais kalcio surisSimo
saitais fermento pavirsiuje, deél ko 1ir prarandamas
katalitinis aktyvumas. Didelis fermenty tankis ir
atitinkamai ribotas tiris prieinamas tirpikliui CLEC
tarpsluoksniuose, trukdo susidaryti kontroliucjantiems
L—Asp—CdH kompleksams, kurie atsakingi uZ metalo Jjony

iSplovimg.
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CLEC gavimas - fermenty kristalizacija

- 8io iZradimo bide susiiitas imobilizuotas fermento

kristalas (arba CLEC) gaunamas sekand&iai:

Fermentiniai kristalai auginami kontroliuojant fermento
nusodinimg i3 vandeninio tirpalo arba vandeninio
tirpalo su organiniais tirpikliais. Tarp salygy, kurios
turi biuti kontroliuojamos, yra, pavyzdZiui, tirpiklio
i8garinimo greitis, pridéjimas i tirpala atitinkamy
i3tirpusiy medZiagy ir buferiy ir pH bei temperatiira.
ISsami jvairiy faktoriy, veikiand&iy baltymy
kristalizacija, apZvalga buvo i3spausdinta McPherson
(Methods Enzymol. 114: 112 (1985)). Be to, tiek
McPherson tiek ir Gilliland (J. Crystal Growth 90: 51-
59 (1988)) suformavo i%samy saradg visy baltymy bei
nukleotidiniy rig3&iy, kurios buvo kristalizuotos, taip
pat salygas, prie kuriy vyko Jjy kristalizacija.
Kristaly bei kristalizacijos recepty rinkinys, o taip
pat duomeny saugykla apie tirpiy baltymy ir
nukleotidiniy rGg3&iy kristaly struktiras yra palaikomi
Baltymy Duomeny Banke (Protein Data Bank) (Bernstein ir
kt. J. Mol. Biol. 112: 535-542 (1977)) nacionalinéje
Brookhaven laboratorijoje. 8ie S$Saltiniai gali bati
panaudoti nustatymui batiny kristalizacijos salygy
tiems baltymams ir fermentams, kurie anks&iau buvo
kristalizuoti, prie3 pradedant formuoti atitinkamus
CLEC arba jais galima vadovautis, formuojant
kristalizacijos strategija tiems baltymams, kurie prie$
tai nebuvo kristalizuoti. Kita galimybe, tai

intelektuali bandymy ir klaidy paie3kos strategija

(¢2idr. pvz., Carter, C.W. Jr. and Carter, C.W.,
J. Biol. Chem. 254: 12219-12223 (1979)), kuri daugeliu
atvejy duoda priimtinas kristalizacijos salygas

daugumai baltymy, tame tarpe, bet ne tik jiems, kurie

buvo aptarti auk$¢iau, jeigu gali bati pasiektas



10

15

20

25

30

35

LT 3366 B
20

priimtinas 8iy baltymy 3varumo lygis. Reikalingas
S3varumo lygis nuo baltymo prie baltymo gali kisti
pladiose ribose. PavyzdZiui, lizocimo atveju fermentas
buvo kristalizuotas i3 jo nevalyto Saltinio - vistos
kiau3inio baltymo (Gilliland, G.L., J. Crystal Growth
90: 51-59 (1988)).

Kad galety biti panaudoti kaip CLEC pagal S$io i3radimo
bida, fermentiniai kristalai neturi bGti tokie dideli,
kaip naudojami rentgeninéje difrakcinéje analizéje ir
faktidkai tokie kristalai yra nepageidautini deél
difuziniy problemy, suri3ty su jy dydZiu. Mikro-
kristaliné medZiaga (t.y. kristalai 10'mm dydZio/
skersinio pjivio) gali buati naudojama kaip CLEC ir
daZnai aptinkama, nors retai aprasSoma rentgenineés
kristalografijos literatiroje. Mikrokristalai 1labai
naudingi 3io i3radimo bude, nes leidZia sumaZinti iki
minimumo problemas, susijusias su difuzija (Zr. pvz.,
Quiocho, F.A., and Richards, F.M., Biochemistry 5:
4062-4076 (1967)).

Aplamai, kristalai gaunami mai$ant baltymus, kurie turi
biti kristalizuoti, su atitinkamu vandeniniu tirpikliu
arba vandeniniu tirpikliu, turincéiu reikalingg
nusodinimo agenta, toki kaip druskos ar organinés
medZiagos. Tirpiklis sumaidomas su Dbaltymu prie
eksperimenti$kai nustatomos temperatiros, kuri tinka
kristalizacijos indukavimui bei 1leidZia baltymams
iZ%laikyti jy stabilumg ir aktyvuma. Esant reikalui,
tirpiklis gali turéti papildomy tirpiy medZiagy, tokiy
kaip dvivalenéiai katijonai, kofaktoriai ar chaotropai,
o taip pat buferines medZiagas pH kontrolei. Ar reikia
papildomy isdtirpusiy medZiagy ir turi  bati ju
koncentracijos tam kad pagerinty kristalizacijsa,
nustato eksperimentiZkai. Plataus masto pramoniniuose
procesuose, kristalizacijg per kontroliuojama

nusodinimg geriausia atlikti papraséiausiai maiSant
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baltymus, nusodintoja, papildomas i3tirpintas medZiagas
ir, esant bitinybei, buferius cikliniame procese. Taip
pat galima pritaikyti alternatyvius laboratorinius
kristalizacijos biidus, tokius kaip dializé ar gary
difuzija. McPherson (Methods Enzymol. 114: 112 (1985))
ir Gilliland (J. Crystal Growth 90: 51-59 (1988)) savo
kristalizacijos literatiros apZvalgose yra jtrauke
i$samy tinkamy salygy sarada. Retkar&iais
nesuderinamumas tarp susiuvandio reagento ir
kristalizacijos terpés gali pareikalauti perkelti

kristalus j labiau tinkamg tirpiklj,.

Daugumas baltymy, kuriy kristalizacijos salygos jau
apraSytos literatliroje, jau sukaupe Zymy potenciala
kaip praktiniai fermentiniai katalizatoriai
pramoniniuose ir laboratoriniuose cheminiuose
procesuose, ir i3 jy tiesiogiai galima suformuoti CLEC
pagal 3io iSradimo bidg. 1 lenteléje pateikti fermenty
pavyzdZiai, kurie buvo kristalizuoti anks&iau. Reikia
paZymeti, kad sglygos, pateiktos $iose nuorodose, buvo
optimizuotos dideliy difrakcineés kokybés kristaly
auginimui, daZnai pridedant milZini%kas pastangas.
MaZesniems kristalams, naudojamiems CLEC sudaryme, kai
kuriais atvejais gali tekti Siek tiek paderinti

kristalizacijos salygas.
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1 lentele
Fermentai Mikrobinis ar Literatira (tame tarpe ir
biologinis 3altinis &ia cituota)
alkoholdehidro- |arklio kepenys Eklund ir kt., J. Mol.
enazé Biol. 146: 561-587 (1981)
alkoholoksidazé | Pichia pastoris Boys ir kt., J. Mol. Biol.
208: 211-212 (1989)
Tykarska ir kt., J. Protein
Chem. 9: 83-86 (1990)
aldolaze triusio raumuo Eagles ir kt., J. Mol.
(fruktozés- Biol. 45: 533-544 (1969)
bifosfataze) Heidmer ir kt., Science

ver3iuko raumuo

Zmogaus raumuo

Droscphila

melanogaster

171: 677-680 (1971)
Goryunov ir kt., Biofizika
14: 1116-1117 (1969)
Millar ir kt., Trans. Roy.
Soc. Lond. B293: 209-

214 (1981)

Brenner ir kt., J. Biol.
Chem. 257: 11747-

11749 (1982)

aldolazé (PKDG)

Pseudomonas putida

Vandlen ir kt., J. Biol.
Chem. 248: 2251-2253 (1973)

Sarmine Escherichia coli Sowadski ir kt., J. Mol.
fosfataze Biol. 150: 245-272 (1981)
asparaginazeé Erwinia carotova North ir kt., Nature 224:
594-595 (1969)
Escherichia coli Epp ir kt., Eur. J.
Biochem. 20: 432-437 (1971)
Escherichia coli Yoney ir kt., J. Mol. Biol.
110: 179-186 (1977)
Proteus vulgaris Tetsuya ir kt., J. Biol.
Chem. 248: 7620-7621 (1972)
karboanhidrazé |Zmogaus eritrocitas (C) |Kannan ir kt., J. Mol.

Biol. 12: 740-760 (1965)
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Fermentai Mikrobinis ar Literatira (tame tarpe ir
biocloginis 3altinis &ia cituota)
Zmogaus eritrocitas (B) |Kannan ir kt., J. Mol.
Biol. 63: 601-604 (1972)
jaug&io eritrocitas Carlsson ir kt., J. Mol.
Biol. 80: 373-375 (1973)
katalazé arklio eritrocitas Glauser ir kt., Acta
Cryst.J. 21: 175-177 (1966)
Microccocus luteus Marie ir kt., J. Mol. Biol.
129: 175-676 (1979)
Penicillium vitale Vainshtein ir kt., Acta
Cryst. A 37: C29 (1981)
jaudio kepenys Eventoff ir kt., J. Mol.
Biol. 103: 799~-801 (1976)
kreatinkinaze jau&io 3irdis Gilliland ir kt., J. Mol.
Biol. 170: 791-793 (1983)
triusio raumuo McPherson, J. Mol. Biol.
61l: 83-86 (1973)
glutaminazé Actenobacter Wlecdawer ir kt., J. Mol.
glutanimasificans Biol. 99: 295-299 (1975)
Pseudomonas 7A Wlodawer ir kt., J. Mol.
Biol. 112: 515-519 (1977)
gliukozeés Aspergillus niger Kalisz ir kt., J. Mol.
oksidaze Biol. 213: 207-209 (1990)

B-laktamazés

Staphyloccocus
aureus

Bacillus cereus

Moult ir kt., Biochem J.
225: 167-176 (1986)
Sutton ir kt., Biochem J.
248: 181-188 (1987)

laktatdehidro-~

genazé

kiaules

vid&iuko

ryklio

Hackert ir kt., J. Mol.
Biol. 78: 665-673 (1973)
Pickles ir kt., J. Mol.
Biol. 9: 598-600 (1964)
Adams ir kt., J. Mol. Biol.
41: 159-188 (1969)
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Fermentai Mikrobinis ar LiteratGira (tame tarpe ir
biologinis Saltinis &ia cituota)
Bacillus Schar ir kt., J. Mol. Biol.
stearothermophilus 154: 349-353 (1982)
lipaze Geotrichum candidum |Hata ir kt., J. Biochem.
86: 1821-1827 (1979)
arklio kasos liauka |Lombarde ir kt., J. Mol.
Biol. 205: 259-261 (1989)
Mucor meihei Brady ir kt., Nature 343:
767-770 (1990)
Zmogaus kasos liauka [Winkler ir kt., Nature 343:
771-774 (1990)
liuciferaze skraidantis Green, A.A., ir kt., Biochen.
jonvabalis Biophys. Acta. 20: 170 (1956)
liuciferaze Vibrio harveyii Swanson ir kt., J. Biol.
Chem. 260: 1287-1289 (1985)
nitrilhidratazé |Brevibacterium P312 |Nagasawa ir kt., Biochem.
Biophys. Res. Comm. 139:
1305-1312 (1986)
P. chlororaphis B23 |Nagasawa ir kt., Eur. J.
Biochem. 162: 691-
698 (1987)
peroksidaze krienas Braithwaite ir kt., J. Mol.
Biol. 106: 229-230 (1976)
krieno Saknys Aibara ir kt., J. Biochem.
(E4 tipas) 90: 489-496 (1981)
japoniskas krienas Morita, Acta Cryst. A28:
S52 (1979)
peroksidazeé Caldaromyces fumago [Rubin ir kt., J. Biol.
(chlorido) Chem. 257: 7768-7769 (1982)
peroksidazeé Sarchomyces Poulos ir kt., J. Biol.
(citochromo) cerevisae Chem. 253: 3730-3735 (1978)
peroksidaze jaudio eritrocitas Ladenstein ir kt., J. Mol.

(glutationo)

Biol. 104: 877-882 (1979)
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Fermentai Mikrobinis ar Literatiira (tame tarpe ir
biologinis Saltinis &ia cituota)
subtilizinas Bacillus subtilis Drenth ir kt., J. Mol.
(Novo) Biol. 28: 543-544 (1967)
Bacillus amylolique- |Wright ir kt., Nature 221:
faciens (BPFN') 235-242 (1969)
Bacillus subtilis Petsko ir kt., J. Mol.
(Carlsberg) Biol. 106: 453-456 (1976)
superoksido jaucio Richardson ir kt., J. Biol.
dismutazé Chem. 247: 6368-6369 (1972)
Spinaty Morita ir kt., J. Mol.
Biol. 86: 685-686 (1974)
Saccharomyces cerevi- |Beem ir kt., J. Mol. Biol.
siae, Escherichia coli|105: 327-332 (1976)
Bacillus Bridgen ir kt., J. Mol.
Stearothermophillus |Biol. 105: 333-335 (1976)
Pseudomonas ovalis Yamakura ir kt., J. Biol.
Chem. 251: 4792-4793 (1976)
termolizinas Bacillus Matthews ir kt., Nature New
thermoproteolyticus |Biol. 238: 37-41 (1972)
ureaze kanavalija (Canavalia |Summer J.B., J. Biol. Chem.
ensiformis) 69: 435 (1926)
ksilozeés Streptomyces Carrell ir kt., J. Biol.
izomeraze rubiginosus Chem. 259: 3230-3236 (1984)

Arthrobacter B3728

Streptomyces
olivochromogenes
Streptomyces
violaceoniger
Actinoplanes

missouriensis

Akins ir kt., Biochym. Biophys
Acta 874: 375-377 (1986)
Farber ir kt., Protein
Engineering 1: 459-466 (1987)
Glasfeld ir kt., J. Biol.
Chem. 263: 14612-14613 (1988)
Rey ir kt., Proteins: Struc.

Func. Genet. 4: 165-172 (1988)
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CLEC gavimas - skersinio susiuvimo reakcija

Po to, kai kristalai i%auginti tinkamoje terpéje, juos
galima susiati. Skersinis susiuvimas stabilizuoja
kristaline gardele, jvesdamas kovalentines jungtis tarp
kristalag sudarané¢iy fermento molekuliy. Tai sudaro
galimybes perkelti fermentg i kita reakcine terpe, kuri
kitaip gali bGti nesuderinama su kristalinés gardelés
ar net su intaktinio nedenatiruoto baltymo egzistavimu.
Susiuvimg galima atlikti jvairiausiy bifunkciniy
reagenty pagalba, nors praktiskai daZniausiai
vartojamas pigus ir paprastas glutaraldehidas. (Kity
galimy susiuvimo reagenty sarasa galima rasti,
pavyzdZiui, 1990 m. Pierce Chemocal Company kataloge).

Skersinis susiuvimas su glutaraldehidu suformuoja
stiprius kovalentinius ry$8ius pirmiausia tarp lizino
amino rig3ties liekany pacioje fermento molekuléje ir
tarp fermento molekuliy, sudaran&iy kristala. Susiuvimo
sarysiai neleidZia kristalsg sudarandioms fermento
molekuléms grizti i, tirpalg, efektyviai padaro
netirpiomis arba imobilizuoja fermento molekules |
mikrokristalines (idealiu atveju 10" mm) daleles. Po to
makroskopiniai, imobilizuoti, netirpus kristalai gali
biti lengvai atskiriami nuo produkto ir nesureagavusio
substrato, esandiy Zaliavoje, paprasty procediru, tokiy
kaip filtravimas, dekantavimas ir kt., pagalba. Juos
taip pat galima panaudoti nenutrikstand¢io srauto
procesy kolonose, uzZpildomose fermentiniu CLEC, kuriose
jis pasiZymi geresniu kofaktoriy ir metalo Jony

iglaikymu.

Pagal 3%io i3radimo buda fermentiniai CLEC daromi kaip
fermentiniai katalizatoriai, kurie gali veikti
egzistuojandiose ir naujose aplinkose. Padidintas CLEC
stabilumas, kuri nulemia skersinio susiuvimo reakcija,

leidZia juos perkelti j tirpiklius (pvz., vandeninius,
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organinius ar beveik bevandenius tirpiklius arba ijy
miSinius), su kuriais, kitu atveju, fermentinis CLEC
bity nesuderinamas, ir leid¥ia vykdyti operacijas
cheminiuose reaktoriuose su pakelta temperatidra ir
ekstremaliais pH. Makroskopinémis katalizuojan&iomis
CLEC dalelémis lengva manipuliuoti, nes jas galima
i8gauti i¥ Zaliavos tokiais paprastais bidais, kaip
filtravimas, centrifigavimas arba dekantavimas i3
tirpiklio. Be to, jas galima naudoti nenutrikstamo
srauto procesy kolonose.

CLEC gavimas-liofilizacija

Vienas tiris susifity termolizino kristaly suspensijos
buvo liofilizuojamas per nakti deSimtyje tdriy
demineralizuoto vandens, esant pH 7,0, panaudojant
liofilizatoriy VirTis Modelis #24. Liofilizuoti
kristalai buvo atstatomi pridedant defimt tariy
pasirinkto tirpiklio tiesiai prie kristaly, kurie pries
tai buvo laikomi kambario arba 4°C temperatiroje. FAGLA
skaldymo eksperimentams, rehidratuoti kristalai buvo
atstatomi 10 mM kalcio acetato buferyje, prie pH 7.
Atstatyti liofilizuoti CLEC paprastai buvo saugomi
kambario temperatiroje. Palyginimui, kad tirpus
fermentas iZlaikyty specifini aktyvuma ilgiau nei
savaite, ji reikia laikyti prie -70°C. Tokia saugojimo
ir apdorojimo tvarka buvo pritaikyta fermentams,

apraSytiems &ia pateiktuose pavyzdZiuose.
Aspartamo pirmtako sinteze termolizino CLEC pagalba

Sio i%radimo budas, pagal kuri gaminami susidti
kristaliniai fermentai, aprasSytas Zemiau ir pailius-
truotas gamyba termolizino susitty imobilizuoty fermen-
tiniy kristaly, naudojamy aspartamo dipeptidilinio
pirmtako gavimui etilo acetate, kuris vyra beveik

bevandenis organinis tirpiklis. Termolizinas jau buvo
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kristalizuotas ir jo struktira iZai%kinta iki 1,6A
skiriamosios gebos (Holmes and Matthews, J. Mol. Biol.
160: 623-639 (1982)), ir yra vienas i3 fermenty, kurj
galima naudoti kaip CLEC pagal 3j bidg. Termolizinas
naudojamas dirbtinio saldintojo aspartamo gamyboje
(Isowa ir kt. U.S. Patent #4436925 (1984); Lindeberg,
J. Chem. Ed. 64: 1062-1064 (1987); Nakanishi ir kt.,
Biotechnology 3: 459-464 (1985); Oyama, ir kt., Methods
in Enzymol. 136: 503-516 (1987)). Pasirodo, didZioji
dalis aspartamo $iuo metu gaminama tradiciniais
sintetinés chemijos biadais, nors tradiciSkai imobili-
zuoto termolizino panaudojimas beveik benvandenéje
terpéje davé skatinan&ius rezultatus (Oyama ir kt., J.
Org. Chem. 46: 5242-5244 (1981); Nakanishi ir kt.,
Biotechnology 3: 459-464 (1985)). Pagerintas,
panaudojant 3io iSradimo blda, aspartamo fermentinis
gamybos budas galety konkuruoti su Siuo metu
naudojamais gamybos biddais tiek patogumo, tiek ir
kainos poZidriu (Oyama, ir kt., Methods in Enzymol.
136: 503-516 (1987)).

Termolizino CLEC jvertinimas

8io isradimo biudas buveo panaudotas termolizino CLEC
gamyboje, ir buvo ivertinti gauty termolizino CLEC
stabilumas ir priklausomybé nuo pH, stabilumas prie
pakelty temperatiry, atsparumas egzogeninei proteolizei
ir stabilumas organiniuose tirpikliuose. Termolizino
CLEC palyginimas su tirpiu termolizinu smulkiau
apradytas 2 pavyzdyje ir 1-4 pav. Ivertinimo rezultatai

parode:

1. Kas dél priklausomybés ir stabilumo nuo pH, tai
abi formos rodée maksimaly aktyvuma prie pH 7 ir
turéjo panaSy aktyvumg rigS$tiniame diapazone.
Sarminiame diapazone termolizino CLEC iSlaikeé

maksimaly aktyvumg iki pH 10; tirpus termolizinas
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prie pH 8,5 turéjo 75% aktyvumo, prie pH 9 - 25%

aktyvumo ir prie pH 9,5 buvo visi3kai neaktyvus.

2. Papildomas stabilumas, gaunamas fermentiniuose
CLEC, leidZia jiems i3laikyti fermentini aktyvuma
prie auk3tesniy temperatiiry, nei tai jimanoma
tirpaus termolizino atveju. Padidintas termolizino
CLEC stabilumas prie Zemesniy temperatiry
supaprastina Jjy saugojima, lyginant su tirpiu
fermentu. Termolizino CLEC, taip pat, parodé
termini stabilumg ir atsparumg autolizei, nes
iSlaiké maksimaly aktyvumg po 5 dieny inkubacijos
prie 65°C. PrieSingai, tirpus termolizinas prarado
50% savo pradinio aktyvumo po 2 valandy
inkubacijos ir parodé vos pastebima aktyvumg po

24 valandy inkubacijos prie 65°C.

3. Fermentinis termolizino CLEC aktyvumas nepakito po
4 dieny inkubacijos galingos streptokokines
proteazés, Pronase®, aplinkoje. Prie$ingai, tirpus
termolizinas greitai degradavo ir prarado visga

aktyvumg po 90 minu&iy inkubacijos.

4. Kaip matosi i3 12 lentelés, termolizino CLEC ir
tirpaus termolizino stabilumas organiniy tirpikliy
aplinkoje stipriai skyresi. Termolizino CLEC
iSlaiké daugiau kaip 95% maksimalaus aktyvumo po
inkubacijos visuose tirtuose orgéniniuose

tirpikliuose.

Del Siy savybiy, termolizino ir kity fermenty CLEC yra
ypa¢ naudingi, kadangi juos lengviau saugoti, jie yra
stabilesni ir sunkiau inaktyvuojasi ar degraduoja nei

atitinkami tirpias fermentai.
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Elastazés CLEC jvertinimas

Sio i3radimo bidas taip pat buvo panaudotas elastazeés
CLEC gamybai, buvo jvertintas gauty elastazeés CLEC
aktyvumas ir atsparumas egzogeninei proteolizei.
Elastazés CLEC palyginimas su tirpia elastaze smulkiau
aprasytas 3 pavyzdyje ir 5-6 pav. Jvertinimo rezultatai
parodeé:

1. Elastazés CLEC i3laiké apie 50% aktyvumo, lyginant

su tirpiu fermentu.

2. Tirpi elastaze greitai degradavo proteazeés
poveikyje. Tirpios elastazés aktyvumas sumaZéjo
iki 50% pradinio aktyvumo po 10 minudiy
inkubacijos su proteaze. Po 1 val. inkubacijos
tirpus fermentas prarado daugiau nei 90% savo
aktyvumo. Prie$ingai, elastazés CLEC fermentinis
aktyvumas nepakito po inkubacijos proteazés
aplinkoje.

Esterazés CLEC jvertinimas

Sio iZradimo bidas buvo panaudotas esterazés CLEC
gamybai, buvo jvertintas gauty esterazés CLEC aktyvumas
bei atsparumas egzogeninei proteolizei. Esterazés CLEC
palyginimas su tirpia esteraze smulkiau aprasytas

4 pavyzdyje ir 7-8 pav. Jvertinimo rezultatai parodé:

l. Esterazés CLEC iSlaiké apie 50% aktyvumo, lyginant

su tirpiu fermentu.

2. Tirpi esterazé buvo labai jautri proteolitinei
degradacijai. Tirpios esterazés aktyvumas sumazZéjo
iki 50% pradinio aktyvumo po 10 minuciy
inkubacijos proteazeés aplinkoje. Po 1 val.

inkubacijos tirpus fermentas prarado daugiau nei
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90% savo aktyvumo. Prie3ingai, esterazés CLEC
fermentinis aktyvumas nepakito po inkubacijos

proteazés aplinkoje.
Lipazés CLEC jvertinimas

8io i3radimo bidas buvo panaudotas lipazés CLEC
gamybai, ir buvo jvertintas gauty lipazés CLEC
aktyvumas. Lipazés CLEC palyginimas su tirpia lipaze
smulkiau apra3ytas 5 pavyzdyje ir 9 pav. Ivertinimo
rezultatai parodé, kad lipazés CLEC iSlaiko apie 90%
aktyvumo lyginant su tirpiu fermentu.

Lizocimo CLEC jvertinimas

S8io i3radimo badas buvo panaudotas lizocimo CLEC
gamybai ir buvo jvertintas gauty lizocimo CLEC
aktyvumas ir atsparumas egzogeninei proteolizei.
Lizocimo CLEC palyginimas su tirpiu lizocimu smulkiau
apraSytas 6 pavyzdyje ir 10 pav. JIvertinimo rezultatai
parode, kad lizocimo CLEC i3laiko apie 50% aktyvumo
lyginant su tirpiu fermentu.

Asparaginazés CLEC jvertinimas

8io i%radimo biudas buvo panaudotas asparaginazeées CLEC
gamybai ir buvo jvertintas gauty asparaginazeés CLEC
aktyvumas. Asparaginazés CLEC palyginimas su tirpia
asparaginaze smulkiau apra3ytas 7 pavyzdyje ir 11 pav.
Jvertinimo rezultatai parodé, kad asparaginazeés CLEC

i3laiko apie 77% aktyvumo lyginant su tirpiu fermentu.
Bendras CLEC panaudojimas
Kaip ¢&ia atskleista, CLEC atstovauja naujai techno-

logijai, kuri gali bati pladiai taikoma daugelyje

sri¢iy, tame tarpe, bet ne tik jose, pramoninio masto
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laboratorinése metodikose, biosensoriuose,
2-5 lentelése pateikti
kurios savo veikloje

imobilizuoctus fermentus.

Sios srities specialistas sugebéty pritaikyti $ias ir

panas3ias sistemas prie CLEC technologijos, atskleistos

S3ioje parai8koje. Tam,

pavyzdZiai i8 kiekvienos

aptarti smulkiau.

2 lenteléje pateikti

kuriuose

fermentai

naudojami tradiciniais

ir kuriuos

kad tai pailiustruoti, konkretis

pateiktos

kategorijos bus

pavyzdZiai pramoniniy procesy,

blidais imobilizuoti

lengvai galima adaptuoti ¢&ia

apra8ytai CLEC technologijai.

2 lentele
Fermentai | Produkcija arba Substratai Literatira (tame tarpe
pritaikymas ir cituota)
termoli- |aspartamo Z-Asp, L-Phe-OMe |Oyama ir kt., J. Org.
zinas pirmtakas Chem. 46: 5242-
5244 (1981)
Nakanishi ir kt., Trends
in Biotechnology 3: 459-
464 (1985)
subtili- aspartamas L-Asp~L-Phe, OMe |Davino, A.A., US Patent
zinas 4293648 (1981)
lipaze kokoso aliejaus |palmiy aliejus Harwood, J., Trends in
pakaitalas Biochemical Sciences 14:
125-126 (1989) Macrae,
A.R., J. Am. Oil Chem
Soc. 60: 291-294 (1983)
nitril- akrilamidas akrilonitrilas Nagasawa, T. and Yamada,
hidrataze, H., Trends in Biotechno-
nitrilaze, logy 7: 153-158 (1989)

amidazeé
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2 lentelé, tesinys
Fermentai | Produkcija arba Substratai Literatira (tame tarpe

pritaikymas ir cituota)
aminoaci- [amino rigidiy N-acil-D,L amino Schmidt-Kastner, G. &
laze atskyrimas rigstys D, L Egerer, P. in
(gryby) amino riag3&iy Biotechnology vol 6a:
amino esteriai 387-421 (1984) ir ten
rogsi&iy esangios nuorodos
esteraze,
subtili- D,L amino Fusee, M.C., Methods in
zinas rugsciy amidai Enzymology 136:
amidazés hidantoinai 463 (1987)
hidantio- a-hidroksikar-
nazés tam boksilinés
tikros rugstys
dehidro-
genazes
amino
peptidazé
transami-
naze
amino amino rag3&iy keto ir hidroksi Rozzell, J.D., Methods
ragséiy gamyba: bendra |rigstys in Enzymology 136:
dehidroge- 479 (1987)
nazé +
formiat- amino riagi&iy Enzymes in Industry; Ed
dehidro- gamyba : Gerhartz, W., VCH Press
genazé konkreti 1990
L-aspartazeé|L-asparagino fumaratai/

rugstis . |fumariné riugstis

L-aspartat | L-alanino rigstis L-asparagino
4 dekar- rigstis, amonio
boksilazé fumaratas
aspartaze
+ L-aspar-

tat 4
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2 lentelé, tesinys
Fermentai | Produkcija arba Substratai Literatira (tame tarpe
pritaikymas ir cituota)
dekarboksi|L-lizinas D,L~-a amino e-
lazeé kaprolaktamas
ACL (ACL)
hidrolazeé
L-ACT
hidrolazé |L-cisteinas D,L-2amino 2-

tiazolin-4-

karboksiline
rig3tis
L-isoleucinas
L-metioninas
liazé L- L-fenilalaninas | cinamono
triptofano|L-triptofanas rugsdties druskos
sintetazé |L-valinas indolas, L-
serinas
fumarazé |L-obuoliy fumaratai 5p-
hidantoi- |[rtug3tis D n hidroksi
nazeé karbamoil p- hidantoinas
hidroksi-fenilo
glicinas
lipazés, racematy sintetiniai Jones, J.B., Tetrahedron
esterazés |atskyrimas cheminiai 42: 3351-3403 (1988)
naudojant junginiai Butt, S. and Roberts,
stereoselekty- S.M. Natural Product
vig sinteze Reports 489-503 (1986),
ir jame esancdios
nuorodos, i3samesnei
3ios srities apZvalgai.
fumaraze L~obuoliy fumaro rugstis Chibata ir kt., Methods
ragstis in Enzymology 136:

455 (1987)
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2 lentelé, tesinys
Fermentai | Produkcija arba Substratai Literatiira (tame tarpe
pritaikymas ir cituota)
laktaze, disacharidy laktozé & N- Larsson ir kt., Methods
B-galakt- |sintezé, pvz.: [acetilo in Enzymolgy 136:
ozidazés |galaktozil-N- galaktozaminas 230 (1987)
acetilo
galaktozaminas
lipaze, L-mentolas miSinys Fukui, S., Tanaka, A.,
esterazé 4 izomery Methods in Enzymology
136: 293 (1987)
amidazés D-valinas D,L amino Schmidt-Kastner, G. &
(piretridiniy rugs&iy amidai Egerer, P. in
insekticidy Biotechnology vol 6a:
tarpininkas) 387-421 (1984) ir ten
esan¢ios nuorodos
lipaze R(+)2 fenoksi- |2 chloro Biocatalysts in Organic
(Candida |propiono propiono riagStys |Synthesis ads Tramper,
cylindri- |rugstys van de Plas & Linko;
cea) (herbicidai) Proceedings of
International Symposium
in Netherlands 1985
lipazeés, organiné Jones, J.B., Tetrahedron
esterazés, |sinteze 42: 3351-3403 (1988)
amidazés, |monogliceridai Butt, S. and Roberts,
aldolazeés, [peptidai S.M. Natural Product
proteazes, |2 (p-chlorofe- atskyrimas Reports 489-503 (1986),
peptidazes, [noksi) propiono |raceminiy ir jame esan&ios
mieliy rugstis: esteriy nuorodos, iSsamesnei
lipazé herbicidas §ios srities apZvalgai.
strikto- alkaloidy Pfitzner ir kt., Methods
dinsinte~ [gamyba pvz. in Enzymology 136:
tazé striktozidinas 342 (1987)
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2 lentelé, tesinys
Fermentai | Produkcija arba Substratai Literatiira (tame tarpe
pritaikymas ir cituota)

penicilino | 6-amino penicilinas G Enz Eng 6: 291 (1982)
acilaze penicilinano arba V Enz Eng 8: 155
penicilino|rigstis ir 7-
amidaze ADCA
hidroksi- |steroidy Carrea ir kt., Methods
steroidy |transformacijos in Enzymology 136:
dehidro- 150 (1987)
genazé
5* fosfo- |5'-ribonukleo- Keller ir kt., Methods
diesteraze, [tidai in Enzymology 136:
nukleazeés 517 (1987)
esterazé |P-laktamo pirm- |atitinkami Japony patentiné

takas (chirali- |diesteriai paraiSka: 82-

niai mono este- 159493 (1981) Biseibutsu

riai, pvz. B Company

amino glutaro

rag3ties mono-

alkilinis

esteris)
lipazes B-blokatoriai Kloosterman, M ir kt.,

Trends in Biotechnology
6: 251-256 (1988)

Akrilamido gamyba, panaudojant CLEC technologija

Zemiau aprasSytas venas

jimy:

imobilizuotas lagsteles,

hidratazés perprodukcija

Trends

pritaikymas

in

is

akrilamido

Biotechnology 7:

gamybos,

Sio i3radimo biado panaudo-

naudojancios

kurios duoda fermento nitrilo

(Nagasawa,
153-158

and Yamada, H.,

(1989)), prie

anks&iau 3iame apradyme atskleistos CLEC technologijos.
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Akrilamido, svarbaus ir pladiai vartojamo chemikalo,
pramoninioc masto gamyba apra3é Yamada ir bendradarbiai
(Nagasawa, T. and Yamada, H., Trends in Biotechnology
7: 153-158 (1989)). Cheminiuose reaktoriuose, uZpildo-
muose imobilizuotomis lastelémis, kurios parinktos kaip
fermento nitrilo hidratazes perproduktoriai, per metus
pagaminama tikstand&iai tony akrilamido. Nitrilo
hidratazeé, kaip skelbta literatdroje, buvo idvalyta ir
kristalizuota i3 dviejy S8altiniy, Brevibacterium
R312 (Nagasawa et. al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
139: 1305-1312 (1986) ir P. chlororaphis B23 (Nagasawa
et. al., Eur. J. Biochem. 162: 691-698 (1987)). Kaip
¢ia atskleista, &ie kristaliniai fermentai gali biati
imobilizuoti, panaudojant susiuvimg su glutaraldehidu
ar kitu tinkamu susiuvimui reagentu ir gauti jy CLEC.
Po to, nitrilo hidratazes CLEC galima naudoti
tradiciniuose reaktoriuose vietoj 3iuo metu naudojamy
imobilizuoty lasteliy. 3io proceso pritaikymas prie
CLEC technologijos duoda tiesioginius privalumus. Tarp
ju, sumaZéjusij gamyklos dydi ir geresne 1i3eiga, deéka
padidéjusio aktyvumo tirio Vienete, dél didesnés
fermento koncentracijos CLEC viduje ir pagerinto
substrato ir produkto difuzijos grei&io; nepageidautino
uZter$imo ir Salutiniy reakcijy sumazéjimg, del
didesnio CLEC grynumo; ir maZesni jautruma mikrobiniam
uZterSimui, kadangi néra lasteliy. Be to, yra ir kity,
tik fermentiniais CLEC pagristam bidui bidingy,
privalumy. Tarp Jju, auksStesné darbo temperatira,
padidinanti reakcijos greiti; galimybés dirbti
vandeniniuose, organiniuose ir beveik bevandeniuose
tirpikliuose, kas leidZia optimizuoti akrilamido
gamybos reakcijg; ir ilgesnis darbo ir saugojimo
pusperiodis, iSplaukiantis i3% didesnio cheminio ir
mechaninio CLEC stabilumo, ypad netradiciniuose

tirpikliuose.
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CLEC technologijos pritaikymai medicinoje - ekstra-
korporalinis gydymas

%io isradimo biidas ir atitinkamai parinktas CLEC ar Jy
rinkinys taip pat gali biti panaudotas medicininiuose
taikymuose. PavyzdZiui, CLEC arba CLEC rinkinys gali
bati panaudotas komponento paSalinimui i8 skys&io,
tokio kaip kraujas, paprastai jj pakei&iant, tuo pac&iu
paver&iant Jji § medZiaga, neZalinga pacientui, arba
medZiaga, kuria gali pa3alinti normalis organizmo
procesai (pvz., per detoksikacja ar suskaidyma kepenyse
ar i3skyrima per inkstus). Siame pritaikyme, sudaromas
kontaktas tarp atitinkamai parinkto fermentinio CLEC ar
ju rinkinio ir audiniy skys&io, turindio komponenta,
kuri, reikia pakeisti, arba reakcijos, kurioje dalyvauja
komponentas, reaktanta (produkty ar substrata), kuri,
veikia CLEC fermentas. To pasekoje, fermentas gali
paveikti komponenta, kuri reikia pakeisti, arba kitg
medZiaga, esandig reakcijos, kurioje dalyvauja toks
komponentas, produktu. Fermento aktyvumo déka
tiesiogiai pakei&iamas pats Salinamasis komponentas
arba reakcijos, kurioje dalyvauja komponentas, produk-
tas (tuo bidu sustabdomas tolimesnis reakcijos vyks-
mas). Tai galima padaryti panaudojant ekstrakorporalinj
(i3orinij kano atZvilgiu) prietaisa, kuriame yra
specialiai parinktas CLEC ar ju rinkinys ir turinti
priemones juy i$laikymui, kurios arba padarytos i3
akytos medZiagos, iS%laikan&ios CLEC, arba yra vamzdis,
kuriame laikomi CLEC, ir kuris pasirtpina kontaktu tarp
padio norimo pakeisti komponento ar medZiagos, esancios
reakcijos, kurioje toks komponentas dalyvauja,

produktu.

Taip pat, tai galima atlikti, ivedant parinktg CLEC i
tinkama kano ertme, tokia kaip pilvapléve ar limfinj
mazga, kurioje CLEC gali susisiekti su audiniy skys&iu.

8i ivedima galima atlikti chirurginiu bGdu arba
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atliekant CLEC suspensijos injekcija. Tiesioginé CLEC
injekcija i kraujg nepriimtina dél didZiules embolijos
(kraujagysliy uZsikim3imo) rizikos.

Atitinkamy CLEC panaudojimas Sioje srityje gali
pakeisti genetinius budus, naudojamus fermenty pakei-
timo terapijoje, koreguojant jgimtus nepakankamumus,

tokius kaip fenilketonurija.

3 lenteléje pateiktos kai kurios medicininés sitys,
kuriose gali biiti panaudoti CLEC. Daugumoje 3iy atvejy
ekstrakorporalinis gydymas yra tiktai tyrimo stadijoje,
bet pranaSumai bGdingi fermentiniams CLEC gali pateikti
naujus gydymo bidus tokiose srityse, kuriose anks&iau
nebuvo alternatyvaus gydymo.

3 lenteleé
Naudojamas |Pa3alinimas: Gydoma Literatira
fermentas liga/pacientai

asparaginaze|asparaginas |leukemija (pa3ali- Klein, M., Langer,
nant asparaging, R., Trends in Bio-
svarbig véZiui mais-|technology 4: 179-
tine medZiaga, pa- 185 (1986) ir ten
ZeidZiamos leukemi- |esan&ios nuorodos
nés lastelés, kurios|Chang, T.M.S., Me-
nesugeba gaminti thods in Enzymology
8ios svarbios amino [137: 444-457 (1987)
rigsties; nommalios |ir ten esan&ios
lasteleés gali nuorodos
gaminti asparaging
ir todel gydymo
nepaveikiamos)

heparinazé |heparinas hemoperfuzuojamy, Langer, R., ir kt.,
pacienty deheparini-|Science 217: 261-
zacija, pvz., inkstyl263 (1982)
dializé
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3 lentelé, tesinys
Naudojamas |Pa3alinimas: Gydoma Literatira
fermentas liga/pacientai
bilirubino |bilirubinas |naujagimiy geltligé |Lavin, A., ir kt.,
oksidazeé Science 230: 543-
545 (1985)
karboksi- metotreksa- |chemoterapijos Pitt, A.M., ir kt.
peptidazé tas pacientai Appl. Biochem.
Biotechnol. 8: 55-
68 (1983)
tirozinaze aromatinés |kepeny sutrikimas, Chang, T.M.S., Sem.
amino pasireiskiantis Liver Dis. Ser. 6:
rigstys nesveiku amino 148 (1986)
rig3&iy pagauséjimu
fenilalanino|fenilala- fenilketonuria ir Ambrus, C.M., ir
amonio liazé|ninas kepeny sutrikimas kt., J. Pharm. &
Exp. Ther. 224: 598-
602 (1983)
multifer- 3lapalas detoksikacija Chang, T.M.S.,
mentiné sis-| (paverdia- |pacienty su Methods in

tema apjun-

mas i glu-

chronisku inksty

Enzymology 137: 444-

gianti: tamino ir nepakankamumu 457 (1987) ir ten

ureaze, glu-|kitas amino esan&ios nuorodos

tamato de- rigstis, Chang, T.M.S.,

hidrogenaze, [per amonj Enzyme Eng 5:

gliukozeés 225 (1980)

dehidroge-

naze &

transaminaze

arginazeé argininas paveldima Kanalas, J.J. ir
hiperargininemia kt., Biochem. Med.

27: 46-55 (1982)
glutamato amonis kepeny sutrikimai Maugh, T.H., Science
dehidrogena- 223: 474-476 (1984)

zé & amonis
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Zemiau apra3ytas konkretus 3io biado pritaikymas
heparino liazés sistemoje, skirtoje heparino pa3a-
linimui i3 kraujo (Bernstein ir kt., Methods in
Enzymology 137: 515-529 (1987)).

Kad i3vengti kraujo sukre3éjimo, naudojant ekstra-
korporalinius prietaisus per kuriuos teka kraujas,
tokius kaip inksty dializés, nepertraukiamo veikimo
kraujo filtravimo prietaisai arba ekstrakorporaliniai
mechaniniai membraniniai oksigenatoriai, bitinas hepa-
rino jvedimas pacientui. Tad&iau, paciento hepari-
nizacija sukelia hemoraginiy komplikacijy ir sudaro
pavojy Zmogaus sveikatai. Sios problemos i%auga
ilgéjant perfuzijos laikui, pavyzdZiui membraniniy
oksigenatoriy atveju, ir gali ijvykti rimtas nukrau-
javimas. Po ekstrakorporalinés terapijos, heparing
galima pa3alinti i3 kraujo prietaisu, ijtaisytu prie
ekstrakorporalinio prietaiso iséjimo ir turinciu
heparinazés, kuris pa$alina visg heparing i3 pacientui
grazinamo kraujo ir tuo badu i3vengiama 3iuo metu

esanc¢iy heparinizacijos problemy.

Publikuotose tyrimuose (Langer ir kt., Science 217:
261-263 (1982); Bernstein ir kiti., Methods in
Enzymology 137: 515-529 (1987)), smulkiai apradytos
problemos kylan¢ios panaudojant tradiciniais badais
imobilizuotus fermentus ekstrakorporaliniuose
irenginiuose. Pagrindiné problema susijusi su blogu
fermentinio aktyvumo tidrio vienetui iSlaikymu naudojant
tradicinius imobilizacijos biudus, dél ko, tam, kad
atlikti bOting heparinizacija, reikalingas didelis
imobilizuoto fermento tdris. 8is tdris yra per daug
didelis, kad ji galima buty naudoti praktiniame Zmoniy
gydyme. Tadiau, didelis aktyvumas tGrio vienete, kuris
iSlaikomas fermentiniuose CLEC, neturindiuose inertinio
neSiklio, apeina 3ia problemg ir pasitlo praktinj

Zmogaus heparinizacijos problemos sprendima. Padidintas
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CLEC stabilumas sumaZins fermenty disociacija susittame
kristale. Tuo jie yra pranaSesni u? maZiau stabilius
tradiciniais buGdais imobilizuotus fermentus, nes bus
sumaZintas imuninis atsakas, sukeltas fermenty
nuotékio. Déka CLEC temperatirinio stabilumo nejvyksta
fermenty denatliracija saugojimo metu dél laikinos
auk3tos temperatiros, galima tikétis, jog CLEC i$laikys
aukSta aktyvumg saugant net prie kambario temperatiros.
Be to CLEC bus pigiau ir patogiau naudoti, nei
analogiskus fermentus, imobilizuotus tradiciniais
bidais, kadangi jie turi ilgesni darbo ir saugojimo
laiksa.

Papildomi CLEC technologijos pritaikymai: biosensoriai

CLEC arba jy rinkinys gali bati vartojami kaip dalis
sensoriaus, &ia wvadinamu biosensoriu, kuris gali biti
panaudotas aptikimui ir/arba kiekybiniam dominan&ios
medZiagos (analito) ivertinimui jvairiuose tokiose
terpése (fluiduose), tokiose kaip organizmo skysé&iai
(pvz.: kraujas, Slapimas), chemijos pramonés ir
laboratorinés reakcinés terpés, organines terpes,
vanduo, terpés, kuriose auginamos kultdros, ir gérimai.

Kai kuriais atvejais, dominand&ia takia terpe gali biati

dujos, kaip pavyzdZiui iSkvepiamo alkoholio
analizatoriuje (Barzana, E., Klibanov, A., and Karell,
M., NASA Tech Briefs 13: 104 (1989)). $iame pritaikyme

sudaromas kontaktas tarp atitinkamai parinkto CLEC ar
ju rinkinio ir analizuojamos takios terpés, turindéios
dominanti analitg. §i medZiaga gali buati i3Smatuota
tiesiogiai (pavyzdZiui, gliukozés kiekis kraujyje) arba
netiesiogiai (pvz., aptinkant arba iSmatuojant
kiekybiskai jungini, kuris yra reaktantas (produktas
arba substratas) reakcijoije, vykstanéioje dalyvaujant
dominané¢iam analitui). Bet kuriuo atveju CLEC gali
paveikti analitg ar jungini, esantj reaktantu

reakcijoje, kurioje taip pat dalyvauja analitas.
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Veikiant fermentui gaunami pastebimi poky&iai (pvz., pH
pakitimai, 3viesos arba 3ilumos i3spinduliavimas,
elektrinio potencialo pakitimai), kurie aptinkami
ir/arba i3matuojami kiekybi3kai atitinkamais matavimo
prietaisais (pvz., pH elektrodu, prietaisu jautriu
Sviesai ar Silumai, priemonémis matuojandiomis
elektrinio potencialo poky&ius) (Janata, J., et al.,
Anal. Chem. 62: 33R-44R (1990)). Gali biti panaudoti
bet kokie prietaisai, sugebantys aptikti pakitimus,
sukeltus fermentine katalize paremtu badu. $io iZradimo
biosensoriai sudaryti i3 CLEC ar ju rinkinio ir
priemoniy, skirty CLEC sulaikymui ir leidZian&iy
susidaryti kontaktui tarp CLEC ir dominandio analito
arba junginio, esandio reaktantu reakcijoje, kurioje

dalyvauja dominantis analitas.

4 lentelé
Naudojamas Aptiki- Pritaikymas Literatira
fermentas mas ko:
gliukozés gliukozeé diabetikai Daniles, B., Mossabach,
oksidazeé K., Methods in Enzymo-
logy 137: 4-7 (1987)
Hall. E "Biosensors"
Open University Press
(1990) Taylor, R., Proceed.
Biotechnology Conference
1989; 275-287 Anthony ir
kt., "Biosensors,
Fundamentals and
Applications", Oxford
University Press (1987)
kreatinino kreati- inksty funkcijos |[Tabata, M., ir kt., Anal.
deiminazé ninas Biochem. 134: 44 (1983)
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4 lentelé, tesinys
Naudojamas | Aptikimas Pritaikymas Literatfira
fermentas ko:
ureaze 3lapalas inksty funkcijos [Hsuie, G.H. ir kt.,
Polym. Mater. Sci. Eng.
57: 825-829 (1987)
Kobos, ir kt., Anal. Chem.
60: 1996-1998 (1988)
laktato laktatas klinikinijai Blaedel, W.J. & Jenkins,
oksidazé & taikymai R.A., Anal. Chem. 48(8):
dehidroge- 1240 (1976)
naze Sagaguchi, Y., ir kt., J.
Appl. Biochem 3: 32 (1981)
gliukozés-6-|gliukozés- |[diabetikai ir ten pat kur apie

piruvato 6-fosfatas, |kiti medicini- gliukozés oksidaze
dehidroge- |sacharozé |[niai taikymai
nazé ir ATF
alkoholde- etanolis & |acto, skruzdZiy |Romette, J.L. ir kt.,
hidrogenazé, | kiti alko- |rag3tys iZkve- Methods in Enzymology
alkoholio holiai piamo oro anali- [137: 217-225 (1987)
oksidaze zatoriai ir Ho, M.H., Methods in
pramoniniai Enzymology 137: 271~
taikymai 288 (1987)
B-frukto- sacharozé |pramoniniai Romette, J.L. ir kt.,
zidazé taikymai Methods in Enzymology
137: 217-225 (1987)
cholesterino|cholesteri~|cholesterino Satoh, I., Methods in
oksidaze nas tikrinimas Enzymology 137: 217-
225 (1987)
katalazé 8lapimo aterosklerozé ir |Saton, I., Methods in
rigstis, kiti medicini- Enzymology 137: 217-
choles- niai taikymai 225 (1987)
terinas
karboksipep-|metotrek- |véZys ten pat kur apie
tidazé satas gliukozés oksidaze
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4 lentelée, tesinys
Naudojamas | Aptikimas Pritaikymas Literatdra
fermentas ko:
anglies anglies pramoniniai, ten pat kur apie
anhidrazé dvideginis |laboratoriniai & [gliukozés oksidaze
aplinkos saugojimo
L-amino amino medicininiai ir |[ten pat kur apie
rig3ties rigstys pramoniniai gliukozés oksidaze
oksidaze taikymai
B-laktamazé |penicili~ |medicininiai Anzai ir kt., Bull.
penicilinazé|nas taikymai Chem. Soc. Jpn. 60:
4133-4137 (1988)
Sarmy fosfatai metabolity ten pat kur apie
fosfatazeé kontrole gliukozés oksidaze
nitraty/ nitratai & |metabolity ir ten pat kur apie
nitrity nitritai maisto kontrolé [gliukozés oksidaze
reduktaze
arilsulfa- |[sulfatai metabolity ten pat kur apie
tazé kontrole gliukozés oksidaze
sukcinatde- [sukcinatai |pramoniniai ten pat kur apie
hidrogenazé taikymai gliukozés oksidaze
bakteriné FMNH, ir aptikimas iki Wannlund J., ir kt.,
liuciferazé |susietos 107 M FMNH, "Luminescent assays:
reakcijos |kiekio matuojant |Perspectives in endocrino-
fotony isspindu- {logy and clinical chemis-
liavimg try"; Eds Serio, M. and
Pazzagli, M. 1: 125 (1982)
Kurkijarvi ir kt., Methods
in Enzymology 137: 171-
181 (1987)
skraidan&iy |ATF ir aptikimas iki Kurkijarvi ir kt.,
jonvabaliy |[susietos 102 M ATF Methods in Enzymology
liuciferazé |reakcijos |kiekio matuojant |137: 171-181 (1987)

fotony

iSspinduliavimg

Murachi ir kt., Methods
in Enzymology 137: 260-
271 (1988)
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4 lenteléje pateikti kai kurie biosensoriniai
pritaikymai, kuriuose gali biiti panaudoti CLEC. 3iuo
metu tuose taikymuose naudojami imobilizuoti fermentai,
bet susiduriama su sunkumais dél Zemo stabilumo, maZo
fermenty tankio, trumpo i3gyvenimo periode ir blogo
pasikartojamumo. Pateiktus pavyzdZius lengvai galima
pritaikyti prie ¢ia atskleistos CLEC technologijos.

Sio iZradimo bide, kai jis naudojamas pavyzdZiy
analizéje kaip biosensorius, ypatingai svarbu gauti
didZiausia signala, kuri galima detektuoti, naudojant
kaip galima maZesnj kieki substrato ir katalizatoriaus.
Siuo poZitriu, &ia atskleista CLEC technologija
ypatingai patraukli, kadangi Jji pasiekia maksimaliai
galimg fermentinio katalizatoriaus koncentracijag

duotame tiryje.

DaZnai dedamos didZiulés pastangos tam, kad sujungti,
tiesiogiai ar per tinkama tarpininka, dominand&ig
galutine fermentine reakcijg su fermenty, tokiy kaip
liuciferaze, 3Sviesos iS8spinduliavimu (Kurkijarvi ir
kt., Methods in Enzymology 137: 171-181 (1988)). Tai
daroma tam, kad pasinaudoti neparaleliu jautrumu ir
efektyvumu prietaisy, skaidiuojan&iy fotonus, kurie
prie atitinkamy sglygy leidZia aptikti femtomolines
fermentinés reakcijos produkto koncentracijas. Pagal 35j
principg buvo sukurtos biosensorinés sistemos,
naudojancios tradiciniais bidais imobilizuotus
fermentus ir skirtos aptikimui jvairiy substratuy,
idomiy klinikiniuose ir kituose taikymuose. Sviesa
iSspinduliuojan¢ios reakcijos buvo sujungtos su méginiy
reakcijomis, aptikimui tokiy substraty kaip D-gliukozé,
L-laktatas, L-glutamatas ir etanolis, bei eilés kity,

prie ypatingai Zemy substrato koncentracijy.
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Kas del 3io taikymo, tai fermentas liuciferaze i3
Vibrio harveyii, kaip apradyta, buvo kristalizuotas
(Swanson ir kt., J. Biol. Chem. 260: 1287-1289 (1985)).
Sios  liuciferazés kristalaj gali biti  susiati,
naudojant glutaraldehids ar kita tinkamg reagenta, tam,
kad suformuoti liuciferazés CLEC. Biosensoriniams ir
analitiniams pritaikymams, liuciferazes CLEC turi daug
pranasumy, lyginant su tradiciniais blidais imobili-
zuotais fermentais. CLEC atveju, visas liuciferazés
CLEC tdris sudarytas i3 Sviesa spinduliuojan&iy
fermenty. Tuo tarpu sistemoje su tradiciniais bidais
imobilizuotu fermentu net 95% viso t@rio wuZima
"inertiné" nesiklio medZiaga, kuri grei&iau veikia kaip
fermenty i%spinduliuotos 3viesos absorbuotojas. Be to,
padidintas CLEC stabilumas turety supaprastinti
saugojimg kambario temperatiroje ir, taip pat, igalinti
naujus sensorinius pritaikymus agresyviose aplinkose ir
pakeltose temperatirose.

Papildomi CLEC technologijos pritaikymai -
laboratorinés reakcijos

CLEC galima naudoti kaip laboratorinius reagentus
mazZose kolonose arba cikliniuose procesuose,
vartojamuose laboratoriniy reakcijy vykdyme. Kai kurios
is platesniy, reakciijy kategoriijy pateiktos
5 lenteléje.
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5 lentele
Naudojamas Katalizuojamos Literatira
fermentas reakcijos tipas
lipazeés, Stereoselektyvi Zaks, A. & Klibanov, A.M.
fosfolipazes sintezé: tame tarpe Proc. Nat. Acad. Sci.
esterifikacija, trans- |USA. 82: 3192-3196 (1986)
esterifikacija, amino- [Klibanov, A.M. Acc. Chem.
lizé, laktonizacijos, Res. 23: 114-120 (1990)
polikondensacijos, ir nuorodos jame Wong.
acilinimas, oksimolizé |C.H., Chemtracts-Organic
ir raceminiy midiniy Chemistry 3: 91-
i3skyrimas 111 (1990) ir nuorodos
jame
esterazes Stereoselektyvi sintezé |Kobayashi ir kt.,
ir i3skyrimas Tetrahedron lLetters Vol
25, #24: 2557-2560 (1984)
Schneider ir kt., Agnew.
Chem. Int. Ed. Engl.
23 (#1): 64-68 (1984)
tirozinaze fenoly oksidacija Kazandjian, R.Z. ir

chinony gamybai

Klibanov, A.M.J. Am.
Chem. Soc 110: 584-
589 (1986)

proteazés, pvz.,

stereoselektyvus

Riva ir kt., J. Am. Cem.

subtilizinas karbohidraty acilinimas {Soc. 110: 584-589 (1988)

oksidazés selektyvi Klibanov, A.M. Acc. Chem.
hidrokarbonaty Res. 23: 114-120 (1990)
oksidacija ir nuorodos jame

kiti fermentai,
nereikalaujantys
kofaktoriy: izome-
liazes,

aldolazes, glikozil-

razes,

transferazés, gli-

kozidazés

Stereoselektyvi sintezé

Wong. C.H., Chemtracts-
Organik Chemistry 3:
91-111 (1990) ir

nuorodos jame
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5 lentelé, tesinys
Naudojamas Katalizuojamos Literattra
fermentas reakcijos tipas

kiti fermentai,
nereikalaujantys
pridéty kofak-
toriy: flavofer-
mentai, piri-
doksal-fosfatiniai
fermentai, metalo

fermentai

Stereoselektyvi sintezé

Wong. C.H., Chemtracts-
Organik Chemistry 3:
91-111 (1990) ir

nuorodos jame

fermentai, reika-
laujantys kofak-
toriy: kinazes
(ATF), oksidore-
duktazés (NAD/F),
metiltrasferazeés
(SAM), CoA-reika-
laujantys fer-
mentai, sulfurazés
{PAPS)

Stereoselektyvi sintezé

Wong. C.H., Chemtracts-
Organik Chemistry 3:
91-111 (1990) ir

nuorodos Jjame

Sneideris ir kt. (Agnew. Chem. Int. Ed. Engl.
23 (No. 1): 64-68 (1984)) iliustruoja, kaip galima
panaudoti fermentus organinés sintezés procesuose.

Kiaules kepeny esterazé naudota transformuojant mezo-

esteri i

buferyje.

Reakcijy,

laboratorijoje pranaSumas

i3laiko dideli aktyvumg agresyviose aplinkose

vandeniniuose,

chiralini mono-esterj

katalizuojamy

organiniuose,

CLEC

yra

vandeniniame

pagalba,
trigubas.

fosfato

naudojimo
CLEC

(pvz.,

Pirma,

beveik bevandeniuose tir-

pikliuose ir jy miSiniuose bei auk3toje temperatiiroje),

kurios yra bilidingos cheminés sintezés laboratoriniams

bandymams.

Antra,

CLEC yra labai

stabilus darbo ir
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saugojimo metu, o tai svarbu nuolat pertraukiamiems
laboratoriniams bandymams. Tredia, didelis CLEC
aktyvumas tdrio vienetui leidZia sutrumpinti reakcijos
laikg ir sumaZinti biting fermento kieki (aktyvumo
vienetui). Taigi, prana3umai, kuriuvos turi CLEC-
fermentai, 1lyginant su laisvais arba imobilizuotais
fermentais, duoda chemikams-organikams alternatywvy,

labai selektyvy, sintetinimo instrumentsg.

Visuose minétuose pavyzdZiuose, ir ne tik juose, S3itos
srities specialistas gali pritaikyti 3io iSradimo bida
tam, kad panaudoti atitinkamg CLEC fermentg procese,
kuriame buvo naudojamas fermentinis katalizatorius,
imobilizuotas tradiciniu biddu. CLEC ne tik gali
pakeisti fermentus, imobilizuotus tradiciniais bidais,
bet taip pat gali biti panaudojami transformacijose,
kurios buvo vykdomos lgsteliy pagalba. Toliau &is
iSradimas bus iliustruojamas Zemiau pateiktais
pavyzdZiais, kuriais jokiu bidu nesiekiama susiaurinti

iSradimo apimtij.
1 pavyzdys

Termolizino kristalizavimas ir skersinis susiuvimas
aspartamo pirmtako, Z-Asp-Phe-OMe, sintezei.

Kristalizacija

250 mg termolizino Bacillus thermoproteolyticus, pirkto

i8 Boehringer-Mannheim GmbH kompanijos, i3tirpinta 4ml
45% dimetilsulfoksido (DMSO) ir 55% 1,40M kalcio
acetato, 0,50M natrio kakodilato, esant pH 6,5. Sios
pradinés sglygos analogi3kos apradytoms Matthews ir kt.
stambiyjy termolizino kristaly (difrakcinés kokybés)
gamybai, (Zr., pvz. Holmes ir Matthews, J. Mol. Biol.
160: 623-639 (1982)). Po to baltymy tirpalas

koncentruojamas 1iki 1 ml mikrokoncentratoriuje "Cen-
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tricon-10". Gera mikrokristaly iSeiga buvo gauta
staigios kristalizacijos badu, pavaizduotu 3iame
aprasyme, pagal kuri 1ml vandens arba 1,40M kalcio
acetato, 0,50M natrio kakodilato, esant PH 6,5, greitai
jvesdavo i tg ar kitg DMSO - termolizino tirpals,
apra3yta anks&iau. 3Ziuo bidu gaunama daugybé maZdaug
vienodo dydZio (apie 10-1 mm ilgio) heksagonaliniy
mikrokristaly. '

Termolizino mikrokristaly susiuvimas '

Procediiros, atliktos Ziame konkre¢iame pavyzdyje pagal
i3radimg, yra pritaikymas protokolo, apradyto Nakanishi
ir kt. (Biotechnology 3: 459-464 (1985)), pagal kurj
termolizinas pradZioje adsorbuotas ant granuliuoto
nesiklio, sudaryto i3 jonitinés dervos Amberlite XAD-7,
© po to imobilizuotas susiuvant ji glutaraldehidu
(Quicho ir Richards, Proc. Natl. Acad. Sci. (UsSA) 52:
833-839 (1964). 3iame pavyzdyje gautieji termolizino
mikrokristalai centrifiguojami ir nusodinami, o
Supernatantas i3pilamas. Po to prie mikrokristaly
pridedama 5 ml 17,5% techninio glutaraldehido 2,5%
DMSO, 0,05M kalcio acetato ir 0,025M natrio kakodilato,
esant pH 6,5. MiSinys inkubuotas 4 valandas 37°C
temperatiroje lengvai maiSZant. Skersinio susiuvimo
reakcija nutraukiama pakartotinai praplaunant kristalus
10 ml vandens méginiais glutaraldehido tirpalo
pasSalinimui. Praplauti susiiti termolizino kristalai ir
sudaro ta termolizino CLEC, kuris toliau naudojamas
kaip katalizatorius.

Z-Asp-Phe-OMe sintezé vandeniniame tirpale

Sml termolizino CLEC suspensijos pridedama j ciklinij
reaktoriy su nuolatiniu maisymu, inkubuojama 37°%
temperatiroje. Centrifigavus ir dekantavus superna-

tanty, prie CLEC pridedamas vandeninis reakcinis
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mi3inys. Sis tirpalas gaunamas sumaisant 80 mg Z-L-Asp
ir 80 mg L-Phe-OMe-HCl 1 ml vandens; kad biaty pH
7,0 pridedama acto rug3ties. PavyzdZiai analizuoti HPLC
pagalba. 6 lenteléje pateikti substrato Z-L-Asp-HPLC
piky auk3&iai po nurodyto reakcijos laiko, normalizuoti
iki 1, esant laikui t=0. Kadangi Z-L-Asp apriboja 8ios
reakcijos greiti, tai 3ios medZiagos kiekio sumaZéjimo
matavimas yra ekvivalentiSkas matavimui atsiradusio
produkto Z-L-Asp-L-Phe-OMe (Nakanishi et al.
Biotechnology 3: 459-464 (1985)). Be dar nesureagavusio
ribojan&io substrato Z-L-Asp normalizuoty HPLC piky
auk3&iy, 6 lenteléje taip pat pateiktas reakcijos
uZbaigtumo lygio jvertinimas. Ai8ku, kad reakcija
pasiekia 20% uZbaigtumo lygi, per pirmasias 30 sekundZiy
ir iSeina i plato. 8ie rezultatai atitinka Nakanishi ir
kt. stebéjimams (Biotechnology 3: 459-464 (1989)),
gautiems panaudojus termolizinag, imobilizuotg
tradiciniais btdais, vandenéje reakcinéje terpéje,
analogi3koje auk3&iau minétai, ir gali biati paaidkinti

blogu produkto Z-L-Asp-L-Phe-OMe tirpumu vandenyje.

6 lentele
Reakcijos trukme Piko auk3tis UZbaigtumo
(sek) (normalizuotas) procentas
0 1.000
30 0.727 27.3%
60 0.857 14.3%
120 0.940 6.0%
180 0.797 20.3%

z-Asp-Phe-OMe sintezé beveik bevandeniame tirpale

5 ml termolizino CLEC suspensijos pridedama j periodinj
reaktoriy su nuolatiniu maisymu, inkubuojant 37°C. Po
centriffigavimo ir supernatanto dekantavimo, prie CLEC

pridedama beveik bevandenés organinés reakcines terpes.
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S8is tirpalas gaminamas sumaifant 80 mg Z-L-Asp ir
240 mg L-Phe-OMe 1 ml 99% etilacetato su 1% vandens.
PavyzdZiai analizuoti HPLC pagalba. 7 lenteleje
pateikti substrato Z-L-Asp HPLC piky auk3diai po
nurodyto reakcijos laiko, normalizuoti iki 1, esant
laikui t=0. Kadangi Z-L-Asp apriboja 3ios reakcijos
greitj, tai 3ios medZiagos kiekio sumaZéjimo matavimas
yra ekvivalenti3kas matavimui atsiradusio produkto Z-L-
Asp-L-Phe-OMe (Nakanishi ir kt. Biotechnology 3: 459-
464 (1985)). Be normalizuoty HPLC piky auk3&iy, dar
nesureagavusio ribojandio substrato Z-L-Asp,
7 lenteléje taip pat pateiktas reakcijos uZbaigtumo
lygio jvertinimas. 8Siuo atveju, reakcija pasiekia 70%
uZbaigtumo lygi per pirmgsias 30 sekundZiy ir iSeina j
plato. 3ie rezultatai taip pat atitinka Nakanishi ir
kt. stebéjimams (Biotechnology 3: 459-464 (1985)),
gautiems panaudojus termolizing, imobilizuota
tradiciniais btGdais, beveik bevandenéje reakcinéje

terpéje, 1ir yra aiS$kinami produkto sukeltu fermento

inhibavimu.
7 lentelé
Reakcijos trukmeé Piko aukstis UZbaigtumo
(sek) (normalizuotas) procentas
0 1,000
30 0,323 67,7%
60 0,314 68, 6%
120 0,305 69,5%
180 0,272 72,8%
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2 pavyzdys
Termolizino kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija ir gautojo produkto charakteristiky

jvertinimas

Termolizino kristalizacija

Termolizinas (Diawa Kasei K.K., Japonija) i3tirpinamas
10mM kalcio acetato (Sigma), esant pH 10, iki 10%
koncentracijos (svoris/tiiris). Tirpalo pH palaikomas
10,0 lygyje titruojant ji 2 M NaOH. Po pilno i3tirpimo,
baltymo tirpalas titruojamas 2M HC1 iki pH 8,0.
Pridedama sauso kalcio acetato iki 1,2M. Po to iki 30%
pridedama dimetilo sulfoksido (Sigma) . Baltymas
koncentruojamas iki 100 mg/ml wultrafiltracijos bidu
Amikon mai3omoje kameroje (membrana 10000 MWCO). Po to
koncentruotas fermentas buvo i3dalintas i méginius ir
laikomas -70°C temperatiroje. Termolizinas kristali-
zuojamas pridedant 9 turius demineralizuoto vandens i
1 tdrji koncentruoto (100 mg/ml) baltyminio tirpalo.
Tirpalas trumpai mai3omas ir paliekamas per naktj
kambario temperatiroje. Kristalai  praplaunami su
10 tdriy 10 mM kalcio acetato pH 7,0 ir i3skiriami
centrifiguojant nedideliu greicdiu (10 min. prie
1500 x G, Beckman GPR centrifiga).

Greitas vandens jpylimas i koncentruota (100 mg/ml)
termolizino tirpalg sukelia susidarymg kristaly, kurie
tampa matomi po 10 min. maZu padidinimu. 83iuo badu
gaunamy kristaly dydis pasikartojand¢iai priklauso nuo
galutines Dbaltymo koncentracijos. Esant 3 tdriams
vandens ir vienam tQriui termolizino koncentrato
(100 mg/ml) susidaro 0,5 mm ilgio heksagonalinés
rentgenografinés kokybés kristalinés lazdelés, kurios
atitinka kristalus, anksdiau aprasSytus Colman ir kt.
(Colman, P.M., Jansonius, J.N. ir Matthews, B.W., J.
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Mol. Biol. 70: 701-724 (1972)), kg mes patvirtinome
difrakcinés analizés pagalba. Ipylus 10 tidriy vandens i
vieng koncentruoto baltymo tidri, gaunamy kristaly ilgis
sumaZéja iki 0,05 mm. Sie mikrokristalai yra pranaSesni
naudojant CLEC, kadangi sumaZéja difuzinés problemos,

- susijusios su kristaly dydZiu (Zr. pvz. Quiocho, F.A.

ir Richards, F.M. Biochemistry 5: 4062-4076 (1967)).
Vienoje konkre¢ioje baltymy partijoje kristaly dydis
i8laikomas pastovus. (5iame tyrinéjime naudoti 0,05-
0,10 mm ilgio kristalai, siekiant palengvinti tiksly
kristaly suspensijos matavima pipete). Densitometrinis
SDS-PAGE skanavimai parodé SeSiakarti fermento i3valymg
kristalizuojant, o tai Zymiai padidina specifini CLEC
aktyvuma. Kristalizacija sglygojo 20% sumaZzéjimg bendro
CLEC baltymo aktyvumo, palyginus su tirpiuoju termoli-
zinu, kg parodé Zemiau apraSyti spektrofotometriniai
tyrimai skaldant dipeptidini substrata furilakriloil-
glicil-L-leucino amidg (FAGLA).

Termolizino kristaly skersinis susiuvimas

Termolizino kristaly susiuvimas buvo atliekamas 3 val.
kambario temperatiroje 12,5% glutaraldehido (Sigma), 5%
DMSO ir 50 mM Tris tirpale, esant pH 6,5. Susiuati
kristalai tris kartus ©praplaunami demineralizuotu
vandeniu ir iSskiriami centrifiguojant nedideliu
greiciu, kaip apras3yta termolizino kristalizavimo
poskyryje. Fermento kristaly cheminis skersinis
susiuvimas pakankamai stabilizuoja kristaline gardele
ir kristala sudarandias fermento molekules, kad CLEC
bity galima prakti$kai naudoti terpese, kurios kitaip
nesuderinamos su fermento funkcionavimu. Tyrineéjant
spektrofotometriskai (aprasyta Zemiau) dipeptidinio
substrato FAGLA skaldymg, nebuvo pastebéta skirtumy
tarp susiity ir nesusifity kristaly fermentiniy
aktyvumy. Be to, susiuvimas stabilizuoja CLEC iki tokio

lygio, kad jie gali bati liofilizuoti, iSsaugant pilng
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fermentini aktyvumg po jy atstatymo vandeniniuose,
organiniuose ir midriuose vandens-organiniuose
tirpikliuose, kaip parodyta 1 pav. ir 8 lenteléje. Nors
kristalizacija sglygojo CLEC baltymy specifinio
aktyvumo sumazZéjimg 30%, lyginant su tirpiu
termolizinu, CLEC susiuvimas ir 1liofilizacija véliau

nemazZino jo specifinio aktyvumo.
8 lentelé - Termolizino aktyvumas

Absorbcija 345 nm

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 0,314 0,315
2 1,0 0,272 0,271
3 3,0 0,235 0,218
4 5,0 0,204 0,198
5 10,0 0,184 0,185
6 15,0 0,183 0,184

Tirpaus termolizino ir jo CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpiojo ir CLEC termolizino katalitinis aktyvumas buvo
vertinamas (Feder, J. ir Schuck, J.M., Biochemistry 9:
2784-2791 (1970)) blokuoto dipeptidinio substrato
furilakriloil-glicil-L-leucino amido (FAGLA) (Schweizerhall)
hidrolizés pagalba. Amidiniy ry$iy nutraukimas matuotas
registruojant spektrofotometriskai absorbavimo
sumazZejimg 345 nm bangos ilgiui. Pradine fermento
koncentracija buvo 1077 M pagal Bradford Dbaltymy
matavimo metoda ir densitometrini daZyty Coomassie SDS-
PAGE geliy skanavimg (Pharmacia LKB UltroScan XL). CLEC

fermentai tai atstatyti liofilizuoti susiiti
termolizino kristalai. Tirpus fermentas tai
termolizinas koncentruotas iki 100 mg/ml. Fermento
prideta prie 5 ml reakcines terpes, turincéios

substratga. Nurodytu laiku buvo imami vienodo dydZio
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reakcinio miSinio meéginiai ir matuojama jy absorbcija
prie 345 nm. Pries matuojant absorbcija, termolizino
CLEC buvo atskiriamas nuo reakcinio mi&inio trumpai
centrifiguojant (Beckman, mikrocentrifiga E).
Absorbcija buvo aproksimuota pseudo pirmos eilés
greicio 1lygties pagalba ir santykis kcat/Km buvo
skai¢iuojamas dalinant aproksimuotg reik3me i% fermento
koncentracijos (Multifit 2.0 Curve Fitting for tha
Apple Macintosh Computer, Day Computing P.0. Box 327,
Milton, Cambridge CB4 6WL, U.K. (1990)).

Priklausomybé nuc pH ir stabilumas

Tirpaus termolizino ir jo CLEC optimalus pH ir
stabilumas lygintas skaldant dipeptidinj, substratg
FAGLA. Rezultatai parodyti 2 pav. ir 9 lenteléje. Tiek
tirpaus tiek ir kristalinio fermento maksimalus
aktyvumas buvo prie PH 7. CLEC ir tirpus termolizinas,
taip pat, turéjo pana3y aktyvuma riagstiniame diapazone
ir varpo formos PH profilis gautas tirpaus fermento
atveju puikiai sutapo su publikuotais duomenimis
(Feder, J. ir Schuck, J.M., Biochemistry 9: 2784-
2791 (1970)). Taciau, Sarminiame pH diapazone
kristalinis fermentas i%laike maksimaly aktyvumg iki pH
10, tuo tarpu tirpus fermentas turéjo 75% aktyvumo prie
PH 8,5, ir tik 25% aktyvumo prie pH 9. Esant pH 9,6,

tirpus fermentas buvo visiskai neaktyvus.
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9 lentelé - Termolizino pH kreive

% nuo maksimalaus aktyvumo

pH CLEC Tirpus fermentas
1 5,0 10,25 5,17
2 5,5 9,75 6,07
3 6,0 52,50 39,10
4 6,5 85,00 74,61
5 7,0 97,50 100,00
6 7,5 100,00 98, 65
7 8,0 97,50 82,92
8 8,5 95,00 71,91
9 9,0 96,25 24,72
10 9,5 95,00 0,00
11 10,0 90,00 0,00

Stabilumas prie pakelty temperatury

Vykdant cheminius procesus prie auk3tesnes tempera-
tiros, galima pasiekti didesnj reakcijos greiti ir
maZesni substrato ir produkto difuzijos laikag, kuriuos
paprastai apriboja substrato ir produkto temperatirinis
stabilumas. Tadiau, naudojant fermentine katalize,
praktine riba temperatiros, prie kurios gali vykti
procesas, daZniausiai nustato fermentinio aktyvumo
netekimas. Dél padidinto stabilumo, CLEC islaiko
fermentini, aktyvumg prie daug auk3tesniy temperatiry

nei tirpus fermentai.

CLEC katalizatoriy padidintas stabilumas Zemoms
temperatiroms supaprastina kasdieni ilgalaikj jy
saugojima. PavyzdZiui, koncentruotus (>50mg/ml) tirpaus
termolizino tirpalus reikédavo laikyti prie -80°c, kad
idsilaikyty iy maksimalus specifinis aktyvumas.
Kambario temperatiroje aktyvumas paprastai buvo

prarandamas per viena dieng. Palyginimui, dehidratuotas
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termolizino CLEC paprastai gali bati laikomas iZtisus
ménesius kambario temperatiroje be pastebimo aktyvumo
pakitimo. Neatstatyti liofilizuoti termolizino CLEC
atrodo i3lieka gyvybingi neapibréZta laiksy.

Termostabilumas ir atsparumas autolizei buvo
pademonstruotas penkias dienas inkubuojant termolizino
CLEC prie 65°C (3 pav. ir 10 lentelé). Termolizino CLEC
i8laiké maksimaly aktyvuma po penkiy dieny inkubacijos
prie pakeltos temperatiiros. Palyginimui, tirpus
termolizinas prarado 50% savo pradinio aktyvumo tik po
dviejy valandy inkubacijos, o po 24 valandy inkubacijos
65°C temperatiiroje rodé vos pastebimg aktyvumg.

10 lentelé - Termolizino termostabilumas prie 65°

% nuo maksimalaus aktyvumo

Laikas (dienos) CLEC Tirpus fermentas

1 0,000 100,0 100,0
2 0,041 70,0
3 0,083 0,96 50,0
4 0,164 32,0
5 0,246 17,0
6 0,410 97,0 10,0
7 1,000 101,0 2,0
8 2,000 97,0

9 3,000 94,0

10 4,000 96,0

11 5,000 92,0

Tirpaus termolizino ir jo CLEC aktyvumas buvo
matuojamas po inkubacijos prie 65°C. Tirpus termoli-
zinas buvo inkubuojamas 10 mM kalcio acetate, 50 mM
Tris, esant pH 7, 65°C vandens voniocje. Reakcinés
terpés tlris uZémeé 500 pul. Galutiné fermento koncen-

tracija buvo 10 mg/ml. Vienodi méginiai buvo imami po




10

15

20

25

30

35

LT 3366 B
60

0, 1, 2, 6, 10 ir 18 valandy. PavyzdZiai buvo tiriami
naudojant SDS-PAGE ir FAGLA skaldyma prie kambario
temperatiros, kaip apra3yta auk3&iau. Termolizino CLEC
atveju, 250 pl  kristaly suspensijos 10 mM kalcio
acetate ir 50 mM Tris buvo inkubuojami 65°C vandens
vonioje. Aktyvumas buvo tiriamas po 0, 1, 6, 24, 48,
72, 96 ir 120 valandy FAGLA skaldymo bidu.

Atsparumas egzogeninei proteolizei

Taip pat, buvo jvertintas termolizino CLEC atsparumas
egzogeniniy proteaziy poveikiui. SDS-PAGE (elektro-
forezé natrio dodecilsulfato poliacrilamido gelyje)
analizé rodo, kad komerciniai fermentai gali turéti
Zymy procenta priemaisy, kai kurios i3 jy gali tureéti
proteolitinj aktyvumg pagrindiniy fermenty risiy
atZvilgiu. Supakavus fermento molekules i kristaline
gardele, galima tikétis jog CLEC viduje fermento
molekulés bus apsaugotos nuo proteolizés. Tam kad tai
patikrinti, termolizino CLEC ir tirpaus termolizino
preparatai buvo inkubuojami terpéje su streptokoko
proteaze Pronaze®, nespecifine proteaze, galinc¢ia
suardyti daugumg baltymy iki laisvy amino rag3&iy
(Calbiochem 1990 Catalog, LaJdolla, CA).

Tirpus termolizinas ir jo CLEC buvo inkubuojami 50 mM
Tris su proteaze Pronaze® (Calbiochem), esant pH
7,5 prie 45°C. Pronazés® ir termolizino santykis buvo
1/40. Kad prislopinti termolizino autolize ir i%vengti
pronazes suardymo del proteolitinio termolizino
poveikio, prie tirpiy fermenty reakcinés terpés buvo
pridéetas EDTA su galutine 100 mM koncentracija (EDTA
inhibuoja termolizino aktyvuma, bet nekei&ia Pronaze®
aktyvumo) . Nurodytu laiku buvo imami reakcinio midinio
méginiai ir spektrofotometriikai tiriamas jy aktyvumas,
skaldant dipeptidini substratg FAGLA. Kad pa3alinti
termolizino inhibavimg dél EDTA, tirpiy fermenty
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aktyvumo spektrofotometriniai tyrimai buvo atliekami
0,5 M kalcio acetato buferyje, esant pH 7, ir fermento
koncentracija buvo padvigubinta. Susidti kristaliniai

fermentai buvo tiriami kaip apra3ytai auks&iau.

Kaip matosi i3 4 pav. ir 11 lentelés, tirpus
termolizinas greitai degradavo ir prarado visa aktyvumg
po 90 minu&iy inkubavimo. Palyginimui CLEC aktyvumas
nepasikeité po keturiy dieny inkubavimo proteazés
aplinkoje. $is beveik visiZkas atsparumas proteolizei
ypa¢ dominty diagnostiniuose biosensoriy taikymuose,
kuriuose atitinkamas CLEC gali biiti veikiamas kokteilio
i3 neZinomy, natdraliai egzistuojan&iy fermenty su
proteolitiniu veikimu.

11 lentelé - Proteazinis atsparumas

% nuo maksimalaus aktyvumo

Laikas (dienos) CLEC Tirpus fermentas | Laikas (min)

1 0,000 100,0 100,0 0,000
2 0,003 25,0 5,000
3 0,010 17,5 15,000
4 0,021 9,5 30,000
5 0,042 89,0 3,0 60,000
6 0,063 1,0 90,000
7 0,084 101,0 0,0

8 1,000 97,0

9 2,000 99,0

10 3,000 98,0

11 4,000 96,0

Stabilumas, esant organiniams tirpikliams

Tam, kad fermentai tapty idealiai priimtinais,
gyvybingais pramoniniais katalizatoriais, jie turi

sugebéti funkcionuoti, nereikalauti per didelio
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pakeitimo prakti3kai nusistovéjusiy aplinky gamy-
biniuose procesuose. Konkre&iau, tai apimty vandeniniy,
poliarizuoty, vandeniniy-organiniy tirpikliy bei jy
mis3iniy naudojimg. Komerciniuose taikymuose, vande-
niniy-organiniy tirpikliy mi3iniai leidZia wvaldyti
produkto susidarymag, pasinaudojant produkty ir

substraty santykiniu tirpumu.

Tirpus termolizinas ir jo CLEC organiniuose tirpik-
liuose turi ry3kiai skirtingg stabilumg (12 lentele).
Tirpaus fermento koncentracijos, kurias dar galima
laikyti organiniame tirpiklyje, apribotos maksimalia
10 mg/ml koncentracija. Esant koncentracijoms didesnéms
uZ 8ia reik3me, termolizinas akimirksniu nusésdavo,
pridéjus organini tirpikli. Palyginimui, termolizino
CLEC koncentracijos ribojamos tik kristaly uZimamu
tdriu. Tirpus termolizinas i3laiké didZiausig aktyvuma
(75%) aktyvumg po inkubacijos acetone ir maZiausia
(36%) - tetrahidrofurane. Po 1 val. inkubacijos
acetonitrile ir dioksane tirpus fermentas prarado apie
50% savo pradinio aktyvumo. Termolizino CLEC i3laike
daugiau nei 95% maksimalaus aktyvumo po inkubacijos

visuose tirtuose organiniuose tirpikliuose.

12 lentele
% nuo maksimalaus aktyvumo
Tirpus fermentas CLEC
Acetonitrilas 42 102
Dioksanas 66 97
Acetonas 75 99
Tetrahidrofuranas 36 96
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Stabilumas organiniuocse tirpikliuose

Termolizino CLEC arba tirpaus termolizino preparatai
buvo inkubuojami 50% (tGris/tidris) nurodyty tirpikliy
tirpaluose 100 pl termolizino  CLEC suspensijos
(10mg/ml) su 10 mM Tris, esant pH 7, supiltas i
0,5 drachmos talpos stiklini buteliuka. Prie jo
pridétas toks pat tfiris nurodyto organinioc tirpiklio ir
miSinys trumpai maiSomas sukant. Dvide3imt pl tirpaus
termolizino (100mg/ml) atskiesta 80 pul 0,015 M Tris
buferiu, esant pH 7, kitame 0,5 drachmos talpos
stikliniame buteliuke. Po to 1§ fermentini tirpala
pridéta 100 pul organinio tirpiklio ir trumpai maiZoma
sukant. CLEC ir tirpus fermentas buvo inkubuojami
organinio tirpiklio aplinkoje viena valandg prie 40°C.
Po inkubacijos, fermenty aktyvumas buvo tiriamas
dipeptidinio substrato FAGLA skaldymu, kaip apradyta

auk3&iau.

Manoma, jog Zemos vandens koncentracijos trukdo
fermento molekulei i3sivyniojant pereiti i tarpines
bisenas, jos denatiiracijos metu. Fermentiniuose CLEC
Siuos konformacinio judrumo apribojimus greiciau
apsprendZia tarpmolekuliniai kontaktai ir skersiniai
susiuvimai tarp kristaline gardele sudaran&iy fermento
molekuliy, nei beveik visiskas vandens nebuvimas
terpéje. Todél, fermentai, jei i3 jy suformuoti CLEC,
lengvai iSlaiko vidutines vandens-organinio tirpiklio
koncentracijas, kas anks&iau, dirbant su fermentais,
nebuvo pastebéta (Zr. 12 lentelé). 8is atradimas
atveria fermentinés katalizés pritaikymui i3tisas

naujas cheminés sintezés sritis.

Ta¢iau, net beveik bevandeniuose organiniuose tirpik-
liuose jprastinis fermenty vartojimas buvo nelengvas
del ju polinkio sudaryti blogy charakteristiky

suspensijas, kurios linkusios granuliuotis, ir kity
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agregacijos problemy. Dél 38iy savybiy plataus masto
pramoniniuose procesuose tokie preparatai nepatrauklis
i$§ prigimties. Palyginimui, CLEC ir jo kristaline
gardele sudarantys fermentai i3lieka monodispersiniais

visuose 3iuose tirpikliuose.

Palyginimas su kitais imobilizacijos biidais

Literatiroje pasirode keletas naudingy fermenty
imobilizacijos biidy apZvalgy (Maugh, T.H., Science 223:
474-476 (1986); Tramper, J., Trends in Biotechnology 3:
45-50 (1985)). Tuose biliduose, fermentai visada sudaro
mazg dali viso imobilizuoty daleliy tdrio, kurio
pradine dali uZimg inertiné ne3iklio medZiaga. NeS$iklis
padidina vidutini laisvg kelig tarp imobilizuoty
fermenty daleliy iSorés, skalaujamos tirpiklio, ir
fermenty aktyviy centry, tuo apsunkindamas difuzijos
(Quiocho, F.A., ir Richards F.M., Biochemistry 5: 4062-
4076 (1967)).

CLECL susitta kristaliné matrica sudaro nuosava
pagrindg, atmesdama ne$iklio batinumg. Todél CLEC
fermento koncentracija yra artima teorinei tokio dydZio
molekuliy supakavimo ribai ir Zymiai vir&ija tankius,
pasiekiamus net koncentruotuose tirpaluose. Kadangi
visas CLEC sudarytas i3 aktyvaus fermento, tai
minimizuojamas (Zr. 1 pav.) reakcijos greicio
sumaZejimas, susietas su difuzija ir stebimas tradi-
ciniais metodais imobilizuotuose fermentuose, lyginant
su fermentais, esanc¢iais tirpale, nes CLEC atveju
(lyginant su tradiciniais metodais imobilizuoty
fermenty nes$iklio dalelémis) labai sumaZéja vidutinis
laisvas kelias, kuri reikia nueiti substratui tarp
aktyvaus fermento ir laisvo tirpiklio. Ypa& svarbu, jog
CLEC sudarantis fermentas is prigimties yra

monodispersinis 1ir Jji galima atstatyti atliekant su
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CLEC dalelémis tokias paprastas operacijas kaip
filtravima, centrifiigavimg ir tirpiklio dekantavima.

3 pavyz&ys
Elastazés kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija ir gauto produkto charakteristiky

jivertinimas

Elastazés kristalizacija

Liofilizuota elastaze (Serva) i% kiaulés kasos liaukos
kambario temperatiroje iStirpdoma 0,1 M natrio acetate
prie pH 5 iki 5 mg/ml (svoris/tdris) koncentracijos.
Lazdeliy pavidalo elastazes kristalai pasirodo praéjus
vienai minutei po pilno baltymo iStirpimo (solvacijos).
Kristalizacijos tirpalas perkeliamas i 4% temperatirg
ir kristalizacija uZbaigiama per nakti. Kristalai
iSskiriami centrifuguojant, kaip apra3yta anks&iau.

Elastazeés kristaly susiuvimas

200 pl elastazeés kristaly pridedama prie 1,3 ml
tirpalo, turin&io 5,77% glutaraldehido ir 1,5 M natrio
acetato, esant pH 5. Kristaly skersinis susiuvimas
vykdomas vieng valandg lengvai maisant (mais$oma
lékstéje). Po susiuvimo kristalai tris kartus
praplaunami 15 ml tdrio 0,2 M Tris, esant pH 8,0.
Elastazes kristalai liofilizuojami kaip apraSyta
2 pavyzdyje.

Tirpios elastazés ir Jos CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpios ir CLEC elastazes katalitinis aktyvumas buvo
tiriamas spektrofotometrifkai matuojant substrato
sukcinil-(Ala); p-nitroanilido (Bachem) hidrolize
[ Bief, et al. Biochem. Med 11: 350-357 (1974)]



10

15

20

LT 3366 B
66

(13 lentelé, 5 pav.). Skaldymas stebimas registruojant
absorbavimo padidéjimg 400 nm bangos ilgiui. Pradiné
substrato koncentracija buvo 2x107%. Fermento
koncentracija buvo 2,8x10"" M. CLEC ir tirpus fermentai
pridedami prie 5 ml reakcinio tario su substratu ir
0,2 M Tris, esant pH 8,0. Kaip apra$yta anks&iau, CLEC
fermentas buvo pa$alinamas i3 reakcinio misinio, pries

matuéjant absorbcijg.

13 lentele
Absorbcija 400 nm
Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 0,000 0,000
2 0,5 0,103 0,205
3 1,0 0,195 0,390
4 2,0 0,366 0,672
5 3,0 0,523 0,923
6 4,0 0,657 1,098
7 5,0 0,780 1,227
8 6,0 0,888 1,326
9 7,0 0,974 1,393
10 10,0 1,170 1,512
11 15,0 1,365 1,586

Atsparumas egzogeninei proteolizei

Elastazés CLEC atsparumas proteaziy poveikiui matuotas
tokiose pat salygose kaip ir termolizimo (2 pavyzdys).
Po inkubacijos su proteaze, tirpaus ir CLEC fermento
aktyvumas jvertintas hidrolizuojant nitroanilido
substrata, kaip apra3yta auk3éiau (14 lentele ir

6 pav.).
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14 lentelé - Elastazés atsparumas protealizei

% nuo maksimalaus aktyvumo

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 1,00 1,00
2 10,0 53,0
3 20,0 32,0
4 30,0 101,0 18,0
5 45,0 11,0
6 60,0 102,0 8,0
7 120,0 101,0 3,0
8 180,0 103,0 2,0
4 pavyzdys

Esterazés kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija ir gauto produkto charakteristiky
jivertinimas

Esterazes kristalizacija

Kaip ¢&ia parodyta, 30 mg/ml esterazés (Fluka) i8
kiaulés kepeny amonio sulfato suspensijos kambario
temperatiroje iStirpdoma 0,25 M kalcio acetato tirpalo
prie pH 5,6. Esterazés kristalai pasirodo po keliy
minu¢iy, pridéjus kalcio acetato tirpalo. Kristali-
zacijos tirpalas paliekamas kambario temperatiiroje ir
kristalizacija uzbaigiama per naktij. Kristalai

i8skiriami centrifguojant, kaip apradyta 2 pavyzdyje.

Esterazés kristaly skersinis susiuvimas

Kaip ¢&ia parodyta, 300 pl esterazés kristaly pridedama
i 5 ml tirpalo, turindio 12,5% glutaraldehido ir 0,5 M
natrio acetato, esant pH 5,5. Kristaly skersinis

susiuvimas vykdomas vieng valanda lengvai mai3ant
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(maiSoma lék3téje). Po susiuvimo kristalai tris kartus
praplaunami 15 ml tdrio 0,5 M kalcio acetatu, esant pH
6,3. Esterazés kristalai liofilizuojami kaip apradyta
auk3c¢iau 2 pavyzdyje.

Tirpios esterazés ir jos CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpios ir CLEC esterazés katalitinis aktyvumas buvo
tiriamas spektrofotometri3kai matuojant substrato p-
nitrofenilo acetato (FLUKA) hidrolize (15 lentelé ir
7 pav.). Skaldymas stebimas registruojant absorbavimo
padidéjimg 400 nm bangos 1ilgiui. Pradiné substrato
koncentracija buvo 0,001%. Pradiné fermento
koncentracija buvo 1x10™® M. CLEC ir tirplis fermentai
pridedami prie 5 ml reakcinio trio su substratu 0,25 M
kalcio acetatu, esant pH 6,3. Kaip apra3yta anks&iau
2 pavyzdyje, esterazés CLEC centrifuguojant pa3alinamas

i8 reakcinio miSinio, prie$ matuojant absorbcijg.
15 lentelé - Esterazés aktyvumas

Absorbcija 400 nm

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 0,000 0,000
2 0,5 0,770 0,252
3 1,0 0,128 0,297
4 2,0 0,208 0,337
5 3,0 0,260 0,346
6 5,0 0,324 0,353
7 7,0 0,353 0,359
8 10,0 0,369 0,368

Atsparumas egzogeninei proteolizei

Esterazés CLEC atsparumas proteaziy poveikiui taip pat

matuotas tokiose pat sglygose kaip ir termolizino
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(2 pavyzdys). Po inkubacijos su proteaze, tirpaus ir
CLEC fermento aktyvumas jvertintas skaidant substrata,
p-nitrofenilo acetata, kaip aprasyta auk3&iau
(16 lentelé ir 8 pav.).

16 lentelé - Esterazés atsparumas proteolizei

% nuo maksimalaus aktyvumo

Laikas CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 100,0 100,0
2 10,0 68,0
3 20,0 47,0
4 30,0 99,0 25,0
5 45,0 20,0
6 60,0 97,0 16,0
7 120,0 94,0 10,0
8 180,0 91,0 6,0
5 pavyzdys

Lipazés kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija ir gauto produkto charakteristiky
jvertinimas

Lipazés kristalizacija

Kaip ¢ia atskleista, fermentas 1lipazé (Geotrichum
candidum) kristalizuotas, difunduojant garams is
vandeninio 20 mg/ml baltymo tirpalo su 50 mM Tris prie
pH 5,6, turindio 8% amonio sulfato. Bipiramidiniai
kristalai pasirodo po 20-30 dieny inkubacijos kambario
temperatiiroje. Kristalai i&skiriami centrifuguojant,

kaip anks&iau aprasyta 2 pavyzdyje.
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Lipazés kristaly skersinis susiuvimas

Kaip ¢&ia atskleista kristalai idedami 3, 12,5%
glutaraldehido ir 50 mM Tris tirpala, esant pH 5,6.
Kristaly skersinis susiuvimas vykdomas vieng valands.
Po susiuvimo kristalai tris kartus praplaunami 15 ml
tdrio 50 mM Tris, esant pH 7,0. Lipazés CLEC
liofilizuojami kaip apra3yta anks&iau 2 pavyzdyje.

Tirpios lipazés ir jos CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpios ir CLEC lipazés katalitinis aktyvumas buvo
tiriamas spektrofotometriZkai matuojant substrato p-
nitrofenilo acetato hidrolize (17 lentelée ir 9 pav.).
Skaldymas stebimas registruojant absorbavimo padidéjimg
400 nm bangos ilgiui. Pradiné substrato koncentracija
buvo 0,005%. Pradine fermento koncentracija buvo
1,5x10°° M. CLEC ir tirplis fermentai pridedami prie 5 ml
reakcinio tirio su substratu ir 0,2 M Tris, esant pH 7,
kambario temperatiroje. Kaip aprasyta anksc¢iau
2 pavyzdyje, prie$ matuojant absorbcija, CLEC fermentas
centrifiguojant paSalinamas i3 reakcinio misinio.

17 lentelé - Lipazés aktyvumas

Absorbcija 400 nm

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 0,000 0,000
2 1,0 0,013 0,021
3 5,0 0,094 0,116
4 10,0 0,164 0,186
5 15,0 0,248 0,258
6 30,0 0,346 0,357
7 45,0 0,407 0,420
8 60,0 0,461 0,459
9 90,0 0,497 0,502
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6 pavyzdys
Lizocimo kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija ir gauto produkto charakteristiky

jvertinimas

Lizocimo kristalizacija

Pagal BLAKE, C.C.F. ir kt., Nature 196: 1173 (1962)
200 mg liofilizuoto viZtos kiau3inio baltymo lizocimo
(Boehringer Mannheim) i3tirpinta 2,5 ml 0,04 M natrio
acetato buferyje kambario temperatiroje, esant pH 4,7.
Po baltymo solvatacijos prie lizocimo tirpalo laS$inant
pridedami 2,5 m; 10% natrio chlorido, nuolat maisant.
Kristalizacijos tirpalas paliekamas per nakti kambario
temperatidroje ir kristalizacija uZbaigiama per
48 valandas. Kristalai i&skiriami centrifuguojant, kaip
anks&iau apras$yta 2 pavyzdyje.

Lizocimo kristaly skersinis susiuvimas

Kaip &ia atskleista, 500 pl lizocimo kristaly pridedama
i 10 ml 24% glutaraldehido ir 50 mM Tris tirpalsg,
turinti 20% natrio chlorido, esant pH 5,6. Kristaly
skersinis susiuvimas vykdomas 20 minu&iy $velniai
maiSant (maiSandioje lék3téje). Po susiuvimo kristalai
tris kartus praplaunami 50 ml tdrio 20 mM kalio
chloridu, esant pH 5,3. Lizocimo CLEC liofilizuojami

kaip apraSyta anks&iau 2 pavyzdyje.

Tirpaus lizocimo ir jo CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpaus ir CLEC lizocimo katalitinis aktyvumas buvo
tiriamas matuojant substrato 4-metilumbeliferilo N-
acetil-chitriosido (FLUKA) (Yang, Y. ir Hamaguchi, K.,
J. Biochem. 8: 1003-1014 (1980)) (18 lentelée ir
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10 pav.). 4-metilumbeliferono atpalaidavimas buvo
sekamas fluorimetru (Perkin Elmer Model LS-50). Pradine
substrato koncentracija buvo 1,42x10a. Fermento
koncentracija buvo 3x10'. CLEC ir tirpus fermentai
pridedami prie 2 ml reakcinio tfirio su substratu ir
20 mM kalcio acetatu ir 50 mM kalio chloridu, esant pH
5,3, prie 42°C. 4-metilumbeliferono kiekis 'buvo
registruojamas fluorimetri3kai matuojant fluorescencjos
intensyvumg prie 450 nm, Zadinant prie 360 nm. PlyS3io
dydis tiek Zadinimui tiek ir emisijai buvo 10 nm. Kaip
apra3yta anksciau 2 pavyzdyje, pries matuojant
fluorescencijg, fermenty CLEC buvo pa3Salinami i3
reakcinio misSinio centrifuguojant.

18 lentelé - Lizocimo aktyvumas

Fluorescencija

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 0,0 0,0
2 10,0 4,4 18,9
3 30,0 10,5 29,4
4 60,0 27,5 44,8
5 90,0 33,8 51,7
6 120,0 45,9 59,8
7 pavyzdys

Asparaginazés kristalizavimas, skersinis susiuvimas ir
liofilizacija bei gauto produkto charakteristiky

jvertinimas

Asparaginazés kristalizacija

Modifikavus procedira, aprasSyta Grabner ir kt. [U.S.
Patent 3664926 (1972)], 25 mg liofilizuotos aspara-

ginazés (Worthington) i3tirpinama 500 pl 50 mM natrio
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fosfato buferyje, prie PH 7,2. Tirpalas at3aldomas iki
4°Cc ir pasiekiamas pH 5,0 1 M acto rugSties pagalba. Po
to i asparaginazes tirpala la3inamas 3Baltas etanolis
(-20°c) ir pasiekiama galutiné 33% koncentracija.
Tirpalas inkubuojamas prie 4°%. Kristalizacija
uZbaigiama per keturiasdeZimt astuonias valandas.
Kristalai i3skiriami centrifuguojant, kaip anks&iau

aprasyta.

Asparaginazés kristaly skersinis susiuvimas

Kaip &ia atskleista, asparaginazés kristalai susiuvami
7,5% glutaraldehido ir 50 mM natrio fosfato buferio
tirpale, esant pH 5,6. Po susiuvimo kristalai penkis
kartus perplaunami 15 ml tdrio 50 mM Tris, esant pH
7,0. Asparaginazés CLEC liofilizuojami kaip apradyta
anks&iau 2 pavyzdyje.

Tirpios ésparaginazés ir jos CLEC fermentinis aktyvumas

Tirpios ir CLEC asparaginazes katalitinis aktyvumas
buvo tiriamas spektrofotometriskai matuojant amonio
evoliucijg sukabintoje fermentinéje reakcijoje,
aprasSytoje Zemiau (visi reagentai pirkti Boehringer

Mannheim kompanijoje) (19 lentelé ir 11 pav.).

asparaginaze
L-asparaginas - aspartatas + NH, +
glutamatdehidrogenaze
NH,+ + NADH + o ketogliutaratas -

glutamino rig3tis + NAD+

NADH oksidacija buvo registruojama matuojant
absorbcijos sumaZéjimg 340 nm bangos ilgiui. Pradiné
NADH koncentracija buvoe 1073M. Alfa ketoglutarato
koncentracija buvo 107°M. Glutamatdehidrogenazés

koncentracija buvo 10 M. Asparaginazés koncentracija
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buvo 2,3x10°M. Kaip apra3yta anks&iau 2 pavyzdyje,
pried matuojant absorbcija, fermenty CLEC  buvo
pa3alinamas i3 reakcinio miSinio centrifuguojant.

19 lentelé - Asparaginazés aktyvumas

Absorbcija 340 nm

Laikas (min) CLEC Tirpus fermentas
1 0,0 1,000 1,000
2 1,0 0,867 0,825
3 3,0 0,739 0,684
4 5,0 0,603 0,538
5 10,0 0,502 0,406
6 15,0 0,449 0,338
7 30,0 0,328 0,199
8 45,0 0,211 0,187
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Skersinio susiuvimo baltymo kristalas, vadinamas
kristalu, atsparus egzogeninei proteolizei, b e s i s -
k i r i a n t i s tuo, kad po inkubavimo 3 val.
pronazes tirpale, jis i8laiko maZiausiai 91% savo
pradinio aktyvumo, tuo tarpu, kai tirpi baltymo forma,
atitinkanti 3i kristala, tose padiose salygose praranda

daugiau negu 90% savo pradinio aktyvumo.

2. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 1 punkta, b e -
s i s ki r i an t i s tuo, kad kristalas yra

mikrokristalas.

3. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 1 arba 2 punkta,
besiskiriant i s tuo, kad baltymas yra

fermentas.

4. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 3 punkta, b e -
s i s ki r i an t i s tuo, kad fermentas yra

hidrolaze.

5. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 4 punkta, b e -
s i s ki r i an t i s tuo, kad hidrolaze yra
parenkama is termolizino, elastazes, esterazés,

lipazés, asparaginazés ir lizocimo.

6. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 5 punkta, b e -
s i s k i r i a n t i s tuo, kad hidrolaze yra

termolizinas.

7. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 5 punkty, b e -
s i s ki r i ant i s tuo, kad hidrolazé vyra

asparaginaze.
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8. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 5 punkta, b e -
s i s k i r i ant i s tuo, kad hidrolazé yra
lizocimas.

9. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 5 punkta, b e -

s i s k ir i ant i s tuo, kad hidrolazé yra
esteraze.

10. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 5 punktg, b e -
s i s k i r i an t i s tuo, kad hidrolazé yra
elastaze.

11. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 9 punkta, b e -

siskiriantis tuo, kad esterazé yra lipaze.

12. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 1 arba
2punkta, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
proteino:pronazés santykis yra 1:40.

13. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 2 punktg, b e -

s 1s kiriantis tuo, kad mikrokristalas turi
-1 . . . , .
10 " mm skersinio susiuvimo sekcijas.

14. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 2 punkty, b e -
s 1is kiriantis tuo, kad mikrokristalas turi

. . . « -1
skersinio susiuvimo sekcijas maZesnes, negu 10 mm.

15. Skersinio susiuvimo hidrolazés mikrokristalas,
besiskiriantis tuo, kad turi maZiausiai
35% hidrolazés tirpios formos katalitini aktyvuma,

atitinkanti minimg hidrolazés mikrokristalsg.

16. Skersinio susiuvimo hidrolazés mikrokristalas pagal
14 punkta, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
hidrolazé yra parenkama 13 termolizino, elastazés,

esterazés, lipazés, asparaginazés ir lizocimo.
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17. Skersinio susiuvimo kristalas, b e s i s k i -
riantis tuo, kad fermento kristalas turi didesni,
negu 100 karty, aktyvumo pusperiodi uZ tirpios formos
fermentsg, atitinkanti fermento kristalsg.

18. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 16 punkta,
besiskirianti is tuo, kad $is kristalas yra

mikrokristalas.

19. Skersinio susiuvimo fermento kristalas pagal
16 arba 17 punkta, b e s i skiriantis tuo, kad
fermentas yra hidrolaze.

20. Skersinio susiuvimo fermento kristalas pagal
18 punktg, b e s i s k i r i ant i s tuo, kad
hidrolaze parenkama i3 termolizino, elastazes,

esterazes, lipazés, asparaginazés ir lizocimo.

21. Skersinio susiuvimo kristalas, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad fermento kristalas turi tokij
stabilumg 50 tdriy % vandens/organinio tirpiklio
miSinyje, kuri i3laiko maZiausiai 40% nuo inicijuoto
aktyvumo inkubuojant minetame tirpiklyje maZiausiai
bent valandg.

22. Skersinio susiuvimo fermento kristalas pagal
20punkta,besiskiriantistuo,kad

kristalas yra mikrokristalas.

23. Skersinio  susiuvimo kristalas pagal 20 arba
21punkta,,besiskiriantistuo, kad

fermentas yra hidrolaze.

24. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 22 punkta,
besiskirianti is tuo, kad hidrolaze parenka
i& termolizino, elastazes, esterazeés, lipazés,

asparaginazeés ir lizocimo.
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25. Skersinio susiuvimo kristalas, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad kristalas turi sustiprintg pH
aktyvumg palyginus su hidrolazés tirpia forma, kuri
atitinka minimg hidrolazes kristalg.

26. Skersinio susiuvimo hidrolazés kristalas pagal
24 punkta, b e s i s kiriantis tuo, kad 8is
kristalas stabilesnis esant 3arminéms pH reik3mems,
negu hidrolazés tirpi forma, atitinkanti hidrolazes

kristals.

217. Skersinio susiuvimo kristalas pagal 24 arba
25 punkta, be s iskiriantis tuo, kad minimas
kristalas yra mikrokristalas.

28. Skersinio susiuvimo hidrolazés kristalas pagal

24 arba 25 punktus, b e s i s ki riantis tuo,

kad minima hidrolaze parenkama i3 termolizino,
elastazes, esterazes, lipazes, asparaginazes ir
lizocimo.

29. Prietaisas, b e s i s kiriantis tuo, kad
turi fermenta su skersinio susiuvimo fermento kristalu
pagal 3 arba 4 punkta, priemones, i3laikan&ias minimg
susiiita fermento kristala, kurios leidZia susidaryti
kontaktui tarp minimo susiiGto fermento kristalo 1ir
substrato, kuri veikia fermentas, kai substratas yra

tokioje terpéje.

30. Biosensorius, skirtas nustatyti analizuojamg
medZiaga terpéje, b e s i s kiriant i s tuo, kad

jis turi:

a) skersinio susiuvimo fermento kristalg pagal 3 arba
4 punkta, kuriame fermentas veikia dominandcig

analizuojama medZiagag arba reagenta reakcijoje,
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kurioje dominanti analizuojama medZiaga dalyvauja;

ir

b) minimo skersinio susiuvimo fermento kristalui
i8laikymo priemoniy, turindéiy medZiagas,
leidZian¢ias susidaryti kontaktui tarp minimo
skersinio susiuvimo fermento kristaleo ir terpés,
turindios (1) analizuojamg medZiaga, kurig veikia
fermentas, kai analizuojama medZiaga yra tokioje
terpeje, arba (2) reakcijos, kurioje dalyvauja
analizuojama medZiaga, reagenta, kai reagentas yra

tokioje terpéje.

31. Biosensorius pagal 29 punkty, b e 4 i s k i -
r i ant i s tuo, kad papildomai turi detektavimo

priemoniy.

32. Biosensorius pagal 29 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad minimas dominanti analizuojama
medZiaga yra gliukoze, kreatininas, karbamidas,
laktatas, gliukozés-6-fosfatas, sacharozé, ATF, etano-
lis, acto riagstis, skruzdZiy ragstis, cholesterolis,
karbamido rigstis, metotreksatas, anglies dioksidas,
aminorigstys, fosfatai, penicilinas, nitratai,

nitritai, sulfatai ir sukcinatai.

33. Biosensorius, skirtas nustatyti analizuojamg
medZiaga terpéje, be s i sk irian t i s tuo, kad
jis turi:

a) skersinio susiuvimo liuciferazes kristalg pagal
3 punktsg, kuriame liuciferazé veikia dominandig
analizuojamg medZiagg arba reakcijos, kurioje

dominanti medZiaga dalyvauja, produktay; ir

b) minimo skersinio susiuvimo liuciferazés kristalo

i8laikymo priemoniy, turin¢iy medZiagos, leidZian-
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&ios susidaryti kontaktui tarp skersinio susiuvimo
liuciferazés kristalo ir terpés, turin&ios (1)
analizuojama medZiaga, kurig veikia liuciferaze,
arba (2) reakcijos, kurioje dalyvauja analizuojama
medZiaga, produkts.

34. Ekstrakorporalinis prietaisas terpés komponento
pakeitimui, b e s i s k i r i ant i s tuo, kad jis
turi:

a) skersinio susiuvimo fermento kristalg pagal 3 arba
4 punkta, kuriame fermentas veikia komponenta arba

reagenta reakcijos, kurioje reagentas dalyvauja; ir

b) minimo skersinio susiuvimo fermento kristalo
i%laikymo priemoniy, turin&iy medZiagas, leidZian-
&ias susidaryti kontaktui tarp skersinio susiuvimo
fermento kristalo ir (1) komponento, kuri veikia
fermentas, kai komponentas yra tokioje terpéje,
arba (2) reakcijos, kurioje dalyvauja komponentas,

produkto, kai reagentas yra terpéje.

35. Ekstrakorporialinis prietaisas pagal 33 punkta,
be siskiriantis tuo, kad komponentas yra
asparaginas, heparinas, bilirubinas, metotreksatas,

aminorig8tys, karbamidas ir amoniakas.

36. Prietaisas, skirtas panaudoti pasirinkto produkto
gamyboje, turintis fermenta skersinio susiuvimo
fermento kristalo formoje pagal 3 arba 4 punktg 1ir
skersinio susiuvimo fermento kristalui i3laikymo

priemoniy.
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