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1. Povijest proizvodnje i primjene biogoriva

Od pocetka 20. stolje¢a ulazu se izuzetni napori u unaprjedenje tehnologija primjenjenih
u rafinerijama nafte, ugljena i prirodnog plina, kako bi se postiglo brZe i u€inkovitije iskoriStavanje
ovih relativno dostupnih fosilnih sirovina. Velika biotehnoloSka i druga industrijska postrojenja
koriste izniman energetski potencijal iskoriStavanja fosilnih sirovina i to za dobivanje razli€itih
proizvoda poput farmaceutskih proizvoda, finih kemikalija, nanomaterijala, detergenata, pesticida,
biogoriva i drugih biotehnoloskih proizvoda, a kako bi se zadovoljila rastuéa svjetska potraznja za
ovim proizvodima (Jeswani i sur., 2020). Medutim, fosilni resursi pripadaju u kategoriju neodrzivih
izvora energije, koji imaju negativne ekoloske i ekonomske ucinke. KoriStenje ovih sirovina kao
primarnog izvora energije na globalnoj razini rezultiralo je postupnim zagrijavanjem Zemljine
povrsine i atmosfere i, posljedi¢no, zna¢ajnim klimatskim promjenama. Naime, izgaranje fosilnih
goriva uzrokuje povecanije udjela staklenickih plinova u Zemljinoj atmosferi, prvenstveno dusikova
oksida (N-0), ugljikova dioksida (CO;) i metana (CHa,). Stoga je znanstveno i opce prihvaéeno
stajaliste da se emisija stakleniCkih plinova treba znatno reducirati i tako usporiti zagrijavanje i
druge posljedi¢ne klimatske pojave. Transport ljudi i dobara troSi najviSe fosilnih goriva i smatra
se da emitira oko 15% staklenickih plinova (Naik i sur., 2010). Stoga brojne nacionalne strategije
daju snaznu potporu istrazivanjima, razvoju i primjeni biogoriva, kao alternativnih i obnovljivih

izvora energije.

Povijest upotrebe biogoriva moze se pratiti od ranih godina automobilske industrije, kada
je Rudolph Diesel koristio ulje kikirikija kao pogonsko gorivo za svoj prvi automobilski motor, pa
sve do poslijeratnih godina prosloga stolje¢a, kada je fosilno gorivo postalo znatno interesantnije,
dostupnije i ekonomski ucinkovitije. Tijekom naftne krize 70-ih i 90-ih godina proSlog stoljeca
brojne ekonomije Europskih drzava i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (SAD) pokazuju interes i ulazu
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u industriju proizvodnje biogoriva. Kroz dva desetlijeca 21. stoljeca se viSe nego prije osvjestava
ucinak biotehnolodke i druge industrijske proizvodnje na klimatske promjene, pri emu se
biogoriva smatraju izvrsnom alternativom fosilnim gorivima, jer mogu biti ugljicno neutralan izvor
energije. Biogorivo se, izmedu ostaloga, moze proizvesti iz tzv. biljine biomase. Biljke koriste
sunéevu energiju za redukciju CO, iz zraka (i tako se moze umanijiti u€inak staklenickih plinova) i
proizvodnju ugljikohidrata, kisika i sintezu biljne biomase. Jedan od nacina koriStenja biljne
biomase u smislu pridobivanja energije je spaljivanje. Prilikom izgaranja biljne biomase oslobada
se toplinska energija (kao posljedica oksidacije ove biomase) i CO., i time dolazi do recikliranja
CO;, ¢ime ovaj proces zapravo postaje uglji€éno neutralan. Vise od 85% energije oslobodene
izgaranjem biljne biomase mozZze se Koristiti za proizvodnju pare u parnim generatorima, pri ¢emu
dolazi do oslobadanja vise od 35% direktno upotrebljive elektricne energije. Ova je Cinjenica
potaknula Celnike vise od 60 drzava svijeta da pokrenu posebne programe za brze ukljucivanje

biogoriva u kontinuiranu upotrebu i proizvodnju energije (Somerville, 2007).

2. Biogoriva - definicija i generacije

2.1. Definicija biogoriva

Biogorivo se moze definirati kao bilo koje gorivo koje se proizvodi iz sirovina biljnog ili
Zivotinjskog podrijetla, a onda se ove sirovine nazivaju ,biomasa”. Buduci da se ovi tipovi sirovina
(biomase) mogu nadomijestiti (obnoviti), smatraju se obnovljivim izvorima energije (Selin i sur.,
2021). Suprotno od biogoriva su fosilna goriva (npr. nafta, uglien i plin), koji se ne mogu
nadomjestiti kao biomasa biljnog ili Zivotinjskog podrijetla. Biogoriva se mogu svrstati u nekoliko

generacija: biogoriva prve generacije, biogoriva druge i biogoriva tre¢e generacije.



2.1.1. Generacije biogoriva

2.1.1.1. Biogoriva prve generacije

Biogoriva prve generacije predstavljala su zna€ajan napredak u smislu smanjenja
formiranja stakleni¢kih plinova i minimiziranja globalne ovisnosti o nafti. Medutim, nedostaci u
proizvodnom procesu biogoriva prve generacije znatno oteZavaju njihovu Siroku primjenu. Naime,
ova se biogoriva proizvode iz sirovina kao $to su razli€iti izvori jednostavnih ugljikohidrata, zatim
Skrobne sirovine i biljna ulja. Djelovanjem odabranih mikroorganizama i/ili enzima iz ovih se
sirovina u bioprocesu mogu dobiti etanol, propanol i butanol (Dahman i sur., 2019). Od posebnog
je interesa dobivanje tekuéih biogoriva prve generacije i to zbog postojece infrakstrukture, koja je
prilagodena koristenju tekuéih (bio)goriva. Znacajan je potencijal biogoriva prve generacije za
njihovo koristenje u transportu, kako je to predvideno strateSkim okvirima vlada razli€itih
tehnolosSko razvijenih zemalja. Medutim, proizvodnja ovih sirovina iziskuje koristenje velikih
povrsina plodnog zemljidta i znatne koli¢ine vodenih resursa, a Cija primjena prvenstveno treba
biti namijenjena proizvodnji hrane i drugih proizvoda primarno potrebnih za odrzavanje kvalitete
Zivota Covjeka (Sims i sur., 2010). Zakonski okviri brojnih drzava propisuju koriStenje bioetanola
u mjesavini s klasi¢nim (fosilnim) gorivima za pogon transportnih vozila, no i dalje relativno niska
cijena fosilnih goriva znatno otezava ekonomsku ucinkovitost uporabe ba$ ovih (bio)goriva prve

generacije, pa tako i opravdanost biorafinerija.

Ukoliko se biogoriva prve generacije dobivaju iz biljnih ulja i kukuruznih (Skrobnih) sirovina,
nekoliko je osnhovnih razloga koji bitho ograni€avaju ili ¢ak ponidtavaju prednosti primjene bas
ovih biogoriva. Naime, za uzgoj kukuruza potrebna su fosilna goriva i to za proizvodnju gnojiva,
transport sirovina i destilaciju etanola, koji se dobiva u bioprocesu konverzije ovako proizvedenih
sirovina. Kod uzgoja uljarica potreba za zemljiStem izazvala je prenamjenu velikih povrSina u
tropskim krajevima u plantaze za uzgoj ovih biljaka, ¢ime se direktno utjee na bioraznolikost ovih
podrucja (Jeswani i sur., 2020). Dakle, ukoliko se Zeli optimizirati proces proizvodnje biogoriva
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prve generacije, treba uspostaviti ravnotezu izmedu (i) potraznje za ovim biogorivom i (ii)
proizvodnje sirovina za proizvodnju ovoga biogoriva, ali bez (1) prenamjene obradivnog zemljista,
(2) koristenja sirovina koje se inace koriste u proizvodnji prehrambenih proizvoda, i (3) utjecaja
na bioraznolikosti na odredenom geografsko-klimatskom podruc¢ju. PotroSnja energije pri
proizvodnji biogoriva prve generacije takoder se mora uzeti u obzir pri procjeni ekonomske
ucinkovitosti bioprocesa za proizvodnju biogoriva prve generacije. Uglavnom, industrijska
proizvodnja ovih biogoriva je ekonomski nepovoljnija od proizvodnje fosilnih goriva, nadmasuje
emisiju stakleni¢kih plinova i povrSinu (plodnog) zemljiSta potrebnu za uzgoj sirovina, Cije je
koriStenje u prehrambenoj industriji zapravo primarno. Nadalje, osim tro8kova, proizvodnja
biogoriva prve generacije ima vecéi nepovoljan utjecaj na okoli§, ¢ime se ponidtavaju benefiti
primjene ovih goriva. Pobrojeni problemi su identificirani kao glavni ¢imbenici koji onemoguéavaju
primjenu biogoriva prve generacije, zbog Cega je potrebno istraziti i primijeniti inovativne i

ucCinkovitije nacine pridobivanja energije, kao $to su npr. biogoriva druge genracije.

2.1.1.2. Biogoriva druge generacije

Biogoriva druge generacije se mogu dobiti konverzijom tzv. biomase/sirovina nize
vrijednosti od sirovina koje se primarno koriste u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Sirovina
nize vrijednosti je obi¢no biomasa biljnog podrijetla, koja ima visok udjel neprobavljivog
polimernog ugljikohidrata celuloze. Takva vrsta (biljne) biomase je nusproizvod drvne industrije,
zatim nusproizvod u preradi Secerne trstike, kukuruznih i drugih sirovina. Ova se biomasa moze
uzgajati na zemljistu niske kvalitete (Sims i sur., 2010). Biogoriva druge generacije (celulozna
biogoriva) mogu se dobiti iz lignocelulozne biomase, ali i iz Evrstog komunalnog otpada, koji je
takoder sirovina za proizvodnju biogoriva druge generacije, a kao krajnji proizvod moze se
proizvesti biodizel, bioetanol, gorivo za zrakoplove, ali i vrijedne biokemikalije i drugi proizvodi

(Nguyen i sur., 2017).



Celulozna biogoriva mogu se proizvesti kemijskim, biotehnoloSkim i termokemijskim
procesima. Od posebnog je interesa biotehnoloSka konverzija lignoceluloze, koja se obi¢no
sastoji od tri osnovna koraka, a to su: predobrada sirovine, hidroliza lignoceluloze do jednostavnih
fermentabilnih supstrata i fermentacija hidrolizom dobivenih jednostavnih ugljikohidrata do,
uglavnom, etanola. Za predobradu sirovine najé¢esée se koriste kiseline. Ovim se predtretmanom
slabi stani¢na stijenka biljnih stanica i to tako da se zapravo oslabi struktura lignina i hemiceluloze.
Nakon toga se obi¢no provodi hidroliza lignoceluloze odnosno biotehnolodka konverzija celuloze
do jednostavnih ugljihidrata. Hidroliza celuloze se moze provesti procis¢enim enzimima ili
cjelovitim stanicama mikroorganizama, koji iskazuju hidrolitiCku aktivnost. Ugljikohidrati dobiveni
hidrolizom celuloze se koriste u fermentaciji tj. proizvodnji etanola kao konacnog proizvoda (Horn
i sur., 2012). Proizvodnja i koriStenje biogoriva druge generacije nadilazi neke od problema
proizvodnje i uporabe biogoriva prve generacije. U biotehnoloskoj proizvodnji biogoriva druge
generacije postizu se veci prinosi i smanjena je emisija staklenickih plinova nego kod biogoriva

prve generacije.

2.1.1.3. Biogoriva tre¢e generacije

Biogoriva treCe generacije se mogu dobiti iz biomase algi. U usporedbi sa sirovinama #j.
biogorivima prve generacije, jako je vazno da se biotehnoloSkom konverzijom ove biomase moze
dobiti biogorivo uz puno vedi prinos (Brennanna i sur., 2010). Buduci da se algalna biomasa moze
proizvesti u vodenim staniStima u kojima se nuzno ne proizvode sirovine/biomasa za proizvodnju
prve i druge generacije biogoriva, ova je biomasa svrstana u kategoriju jeftinih, visokoenergetsko
ucinkovitih i potpuno obnovljivih izvora energije. Tako se algalna biomasa moze uzgajati u veé
koriStenoj vodi i to slanoj i slatkoj vodi, €ime se bitno smanjuje potreba za koriStenjem pitke vode,
koja je primarno potrebna za osnovne zivotne potrebe Covjeka. Najznacajnija karakteristika
algalne biomase je da kod uzgoja autotrofnih vrsta algi nisu potrebni dodatni izvori ugljika i
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energije, jer ove alge koriste atmosferski CO2 kao izvor ugljika i apsorbiraju sun€evu svjetlost kao
energiju. Ovdje valja nanovo istaknuti da se na ovaj nacin reducira parcijalni tlak CO- u atmosferi,
pa se uzgojem autotrofnih algi postize dvostruki u€inak (smanjenje udjela CO- u atmosferi i nema
potrebe za dodatnim izvorom ugljika i energije). U stanicama algi se CO. konvertira u
ugljikohidrate, koji se onda mogu biotehnoloSki prevesti do etanola tj. biogoriva. Uzgoj
heterotrofnih algi, koje trebaju dodatni izvor ugljika i energije, takoder se optimira u cilju
proizvodnje visokovrijednih biokemikalija i biodizela (John i sur., 2011). Dakle, biogoriva trece
generacije ne interferiraju sa osnovnim zivotnim potrebama Covjeka i, od ove tri generacije

biogoriva, imaju najmanje ucinka na ekosustave (Subhadra i sur., 2010).

Ipak, najveci dio svjetskog znanstvenog potencijala usmjerava svoja istrazivanja na
iskoriStavanje biline biomase, to nije nimalo laka zadaca. Naime, razgradnja u prirodi
najdostupnijin biopolimera je prva prepreka u razvoju odrzive biotehnoloSke proizvodnje

farmaceutika i drugih visokovrijednih biokemikalija iz biljne biomase.

3. Biotehnoloski aspekti koristenja lignoceluloznih biopolimera

Suha tvar biljne biomase nacinjena je od lignoceluloze i predstavlja najobilniju sirovinu
dostupnu na Zemlji (Binod i sur., 2019). Lignoceluloza se sastoji od ugljikohidratnih biopolimera
celuloze i hemiceluloze, koji su ¢vrsto vezani za neugljikohidratni polifenolni biopolimer lignin.
Upotreba biljne biomase kao sirovine u biotehnoloSkim procesima, posebice u bioprocesima
proizvodnje biogoriva, moze se poboljSati do visoke ucinkovitosti ukoliko se primjene
mikroorganizmi i/ili enzimi koji mogu razgraditi ove polimere, npr. celulaze. Bioprocesi koje
kataliziraju enzimi imaju niske energetske zahtjeve, ekoloski su prihvatljivi te su visoko specifi¢ni.
Zbog kompleksne grade lignoceluloznih sirovina, enzimska razgradnja ovih polimera u samo

jednom koraku obi¢no nije dovoljno ucinkovita (Hemsworth i sur., 2015). Zapravo, enzimska



razgradnja lignoceluloznih sirovina zahtijeva nekoliko koraka i koristenje nekoliko razli€itih tipova

enzima za prevodenje ovih supstrata u fermentabilne ugljikohidrate.

Stani¢na stijenka biljnih stanica ukljuuje celulozne mikrofibrile obavijene matriksom
hemiceluloze, lignina i pektina. Pod pojmom hemiceluloza podrazumijeva se Siroka skupina
slozenih glikana, koji ¢ine glavnu komponentnu stani¢nih stijenki biljnih stanica i jedna je od
najvaznijih sirovina za proizvodnju biogoriva (Zhang i sur., 2021). Hemiceluloza priprada skupini
razgranatih polisaharida, koji se sastoje od 500 do 3000 podjedinica. Pektini ¢ine skupinu
heterogenih strukturnih biljnih polisaharida, koji biljnoj stijenci daju fluidnost, a veéinom su
sastavljeni od jedinica galakturonske kiseline. Lignin je neugljikohidratni, relativno hidrofoban i
aromati¢an heteropolimer, koji je graden od p-kumaril, koniferil i sinapil alkohola, a biljnoj stanici
daje izuzetnu Cvrstoc¢u. Celuloza je kompleksni nerazgranuti ravnolan€ani polisaharid, koji se
sastoji od glukozilnih podjedinica, koje su medusobno povezane (3-1,4-glikozidnom vezom.
Celuloza je osnovna komponenta stani¢nih stijenki biljnih stanica i €ini vise od 33% strukture biljne
stanice. Nerazgranati hemicelulozni lanci i povrsina celuloznih mikrofibrila povezani su vodikovim
vezama, dok su razgranati lanci hemiceluloze povezani esterskim vezama s fenolnim kiselinskim
podjedinicama lignina (Chundawar i sur., 2011). Celuloza, hemiceluloza, pektin i lignin formiraju
¢vrste makrofibrile u stijenci biljnih stanica, koji onemogucuju izlaganje pojedinacnih celuloznih
lanaca na povrsini stani¢ne stijenke, a Sto celulozu &ini vrlo otpornom na razgradnju razli¢itim

kemijskim reagensima i enzimima.

3.1. Enzimska razgradnja lignocelulozne biomase

Potpuna razgradnja lignocelulozne biomase do odgovarajucih dimera i monomera, koji se
mogu koristiti za fermentativnu proizvodnju etanola, zahtijeva postupnu aktivnost cijelog spektra

visokospecificnih enzima (Binod i sur., 2019). Celulaze pripadaju glukozil hidrolazama, a



kataliziraju razgradnju celuloze. Potpuna razgranja celuloznih supstrata na monomerne
podjedinice zahtijeva simultanu enzimsku aktivnost u dvije faze - primarnu i sekundarnu. Primarna
faza obuhvaca djelovanje (a) endocelulaza koje nasumi¢no kataliziraju cijepanje B-1,4-glikozidnih
veza u celulozi i u ovako kataliziranoj reakciji nastaju oligosaharidi, i (b) celobiohidrolaza, koje
kataliziraju cijepanje oligosaharidnih lanaca, koji su dobiveni djelovanjem endocelulaza, do
celobioze (Horn i sur., 2012). Sekundarna faza razgradnje celuloze obuhvaéa djelovanje (-
glukozidaza, koje razgraduju glikozidne veze u -D-glukozidima i oligosaharidma do pojedinacnih

glukoznih podjedinica.

Ucinkovitost enzimske razgradnje celuloze znatno varira i to prvenstveno zbog
heterogene strukture lignocelulozne biomase, kao i zbog inhibicije aktivhosti enzima ligninom, koji
je ireverzibilno vezan za celulozu (Jin i sur., 2012). Vezanije lignina hidrofobnim interakcijama za
celulozne lance, direktno utjeCe na aktivnost enzima, koji su se prethodno specifiéno vezali na
ove polimerne supstrate. UspjeSnost enzimski katalizirane razgradnje celuloze ovisi o
kristalini¢noj strukturi celuloze, stupnju polimerizacije celuloze kao i raspoloZivosti slobodne
povrSine ovoga supstrata za vezanje enzima (Fan i sur., 2017). Vecéina istrazivanja potvrduje
relativno brzu po€etnu enzimski kataliziranu razgradnju celuloze, koja se nedugo nakon vezanja
enzima na supstrat i/ili sirovinu usporava i tako ostane nepotpuna. Smatra se da je uzrok
nepotpune razgradnje celuloze poCetna amorfna struktura ovoga supstrata, koja se javlja kao
posljedica predtretmana lignocelulozne biomase, nakon kojeg se celuloza postupno kristalizira i
to zbog ireverzibilnog vezanja lignina na celulozu (Mansfield i sur., 2003). Zbog svega ovdje
navedenog, optimizacija sastava kombinacije razliCitih enzima za razgradnju lignoceluloznih

biopolimera predstavlja izazov, posebice u proizvodniji biogoriva druge generacije.



3.1.1. Liticke polisaharidne monooksigenaze

Pedesetih godina 20. stoljeCa pretpostavljalo se da razgradnja celuloznih sirovina
zahtijeva nehidrolitiCku komponentu, koja bi narusSila kompaktnu strukturu ovih polimernih
supstrata i/ili sirovina, ¢ime bi se povecala dostupnost supstrata za enzimsku razgradnju (Reese
i sur., 1950). Pocetkom 1990-ih godina okarakterizirane su prve polisaharidne monooksigenaze
iz funga, za koje se pretpostavljalo da sudjeluju u razgradnji celuloze (Raguz i sur., 1992). Ove
su fungalne polisaharidne monooksigenaze dodijeljene obitelji 61 glikozidnih hidrolitickih enzima
(GH61), kako je to opisano u bazi podataka u kojoj su pohranjeni podaci o katalitiCkim modulima
i enzimima koji kataliziraju razgradnju, modifikaciju ili formiranje glikozidne veze (engl. the
Carbohydrate-Active enZYmes Database, CAZy). Tako je iz funga Trichoderma reesei izolirana
endonukleaza 4 (TrCel61A), koja iskazuje hidrolitiCku aktivnosti prema celulozi (Karlsson i sur.,
2001). Poravnhanjem primarnih struktura enzima GH61 i TrCel61lA pokazana je njihova
strukturalna podudarnost (Vaaje-Kolstad i sur., 2005). Drugo nezavisno istrazivanje je pokazalo
da Gram-negativna bakterija Serratia marcences proizvodi enzim CBP21, koji moze razgraditi
kristalinicni polisaharid hitin, analog celuloze, i na taj nacin poboljSati pristupacnost ovoga
supstrata i omoguciti aktivnost drugih enzima u razgradnji hitina (Brown i sur., 2008). Nakon
celuloze, hitin je drugi najéesc¢i kompleksni visokomolekularni gradevni polisaharid i glavni je
sastojak stani¢nih stijenki gljiva, lisajeva, egzoskeleta ¢lankonozaca, vanjske ljusture mekuSaca
i vidih koljena drugih beskraljeznjaka, a graden je od N-acetilglukozaminskih podjedinica

povezanih 3-1,4 vezom.

Primjena metoda nove generacije sekvencioniranja gena dovela je do brojnih otkri¢a
vezanih uz genome, transktiptome i sekretome funga, koji su povezani sa razgradnjom celuloze.
Tako je, osim u T. reesei, okarakterizirana ekspresija i sekrecija enzima iz obitelji GH61 i kod
drugih funga i to ne samo celulaza, ve¢ i drugih enzima, koji sudjeluju u potpunoj razgradnji

celuloze (Beeson i sur., 2019). Identifikacija ekstracelularnih donora elektrona, koji mogu aktivirati



enzime iz obitelji GH61, povezuje ove enzime s reakcijama oksidativhe razgradnje celuloze.
Nadalje su okarakterizirani ioni bakra kao funkcionalni dio aktivnog mjesta enzima iz obitelji
GH®61, ali je i utvrdena Cinjenica da ovi enzimi mogu katalizirati reakcije razgradnje supstrata na
reduktivnim i nereduktivnim krajevima polisaharidnih lanca. Vaaje-Kolstad i suradnici (2010) su
potvrdili da upravo bakterijski enzim CBP21 oksidativno depolimerizira hitin i to u prisutnosti
donora elektrona (reducensa) i molekulskog kisika. Zbog toga se naziv enzima iz obitelji GH61 i
CBM21 mijenja u novi naziv - liticke polisaharidne monooksigenaze (engl. Lytic Polysaccharide
MonoOxigenases, LPMO), koje su svrstane u obitelji enzima pomocne aktivnosti (engl. Auxiliary
Activity enzymes; AA). Najnovija klasifikacija razvrstava LPMO u osam obitelji AA enzima i ovi se
enzimi mogu pronaci u razli¢itim granama stabla Zivota - od virusa (AA10, 15), prokariota (AA10),

funga (AA9, 11, 13, 14, 16, 17) do protista i Zivotinja (AA15).

3.1.1.1. Mehanizam enzimske reakcije i struktura LPMO

Prema svojoj aktivhosti LPMO se svrstavaju u skupinu oksidoreduktaza (IUBMB, 2017).
Oksidoreduktaze su kljuéni enzimi u metaboliCkim procesima svih funkcionalnih stanica, a
kataliziraju prijenos elektrona s donora elektrona (reducens) na akceptor elektrona (oksidans) i
obi¢no za svoju aktivnost trebaju kofaktor. Kofaktor u aktivnom mjestu LPMO je ion bakra, kojeg
koordiniraju dva bo¢na lanca histidina ovoga enzima (Hemsworth i sur., 2014). Prema svojoj
aktivnosti, LPMO se mogu podijeliti na dehidrogenaze i oksigenaze. U prisustvu vanjskog donora
elektrona, LPMO kataliziraju hidroksilaciju jednog od ugljikovih atoma susptrata - C1 ili C4, koji
sudjeluje u glikozidnoj vezi, Sto dovodi do pucanja ove veze i to reakcijom eliminacije. Oksidacija
C4 rezultira formiranjem 4-ketoheksoze i to na nereducirajuéem kraju supstrata, dok se
oksidacijom C1 dobiva aldonska kiselina na reduciraju¢em kraju susptrata, a to moze rezultirati
formiranjem topljivih oligosaharida ukoliko je supstrat polimerni ugljikohidrat (Frommhagen i sur.,
2018). Za razliku od ostalih enzima koji sudjeluju u razgradnji jednostrukih polisaharidnih lanaca,
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LPMO iskazuju aktivnost prema umrezenim polisaharidnim lancima u kristalinicnom statusu, npr.
celuloze, s$to dovodi do narudavanja strukture ovih kompleksnih supstrata i tako ih &ine

dostupnijim za druge enzime (Slika 1.).

Askorbinska kiselina -} A A /

/ E}: LPMO-Cu(l)

Galna kiselina

Glutation : oe eo
LPMU-CUU} (2 s 2 2 a2 X 2 2 2 8 A 8 & 2 & Lo o o o a8 2
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0000000000000 00
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Slika 1. Shematski prikaz razgradnje biopolimera koju katalizira LPMO

U reakcijama koje kataliziraju LPMO potreban je vanjski donor elektrona odnosno
reducens za aktivaciju kosupstrata (O ili H202), a ova je aktivacija kosupstrata nuzna za
oksidaciju supstrata (npr. celuloze). Danas se uobi€ajeno kao reducens koristi askorbinska
kiselina, no mogu se koristiti i drugi donori elektrona, npr. glutation ili Zeljezov sulfat (Vaaje-
Kolstad, 2010), zatim galne kiseline (Loose i sur., 2018) ili reakcije koje kataliziraju fungalne
celobioza dehidrogenaze (Loose i sur. 2016). Mehanizam reakcije koju katalizira LPMO
pretpostavlja potrebu za dvama elektronima, koji se trebaju pribaviti od vanjskog donora
elektrona. U poCetku se smatralo da reducens moze aktivirati jedino molekulski kisik (kosupstrat)
te da se tijekom reakcije koju katalizira LPMO kao produkt redukcije kosupstrata (O2) formira
H.O,. Do formiranja H>O, dolazi zbog prijenosa elektrona s vanjskog donora elektrona preko
(reduciranog) LPMO do krajnjeg akceptora elektrona - O2. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da

LPMO kao kosupstrat mogu koristiti H.O» umjesto O; (Bissaro i sur., 2017; Kuusk i sur., 2019,
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Hangasky i sur., 2018) te su do danas predlozena dva mehanizma oksidacije supstrata s pomocu

LPMO kada je kosupstrat O; ili H,O; (Slika 2.).

O:,e,2H _ LPMO-Cu(Il) + R-OH + H,0
Ca //'
LPMO-Cu(II) ey LPMO-Cu(l) + R-H

o, LPMO-Cu(T) + R-OH + H.0

Slika 2. Mehanizmi hidroksilacije polisaharidnih supstrata, koju katalizira LPMO, u prisutnosti

kosupstrata - O i/ili H.O2 (prema Eijsink i sur., 2019)

Naime, u fungalnim sekretomima su identificirane LPMO, koje se eksprimiraju zajedno s
enzimima Kkoji proizvode H;O,, pa se ovako proizvedeni H.O> mozZe Koristiti kao akceptor
elektrona u LPMO kataliziranim reakcijama. Klju¢na razlika izmedu koriStenja dva moguca
kosupstrata (O ili H2.O-) jest potreba za ekvivalentima redukcije, koja moze predstavljati bitan
faktor u optimizaciji industrijske primjene LPMO. Enzimske reakcije s molekulskim kisikom kao
kosupstratom imaju ekvimolaran odnos reducensa i formiranog produkta. U ovim reakcijama
najprije se odvija redukcija Cu?* u Cu* u aktivnom mjestu LPMO i to kako bi se dovrsio jedan
katalitiCki ciklus, u kojem se Cu* reoksidira do Cu?*. Nakon toga, nanovo je potrebno reducirati
Cu?* u Cu* u aktivnom mijestu, kako bi zapoc¢eo naredni kataliticki ciklus. Kod reakcija s H.O- kao
kosupstratom potrebna je samo pocetna redukcija iona bakra (Cu?* — Cu*) u aktivhom mjestu,
koji ostaje u ovom reduciranom statusu (Cu*) i tako moze sudjelovati u narednom katalitickom
ciklusu bez potrebe za novim redukcijskim korakom nakon hidroksilacije supstrata (npr. celuloze)

(Kuusk i sur., 2018).

Nedavno istrazivanje je pokazalo da je kataliticka ucinkovitost reakcija s H.O» do dva reda

veliine veca od reakcija s O, (Kuusk i sur., 2018). Nadalje, Bissaro i sur. (2017) su pokazali da
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se reakcije koje katalizira LPMO mogu odvijati i bez prisutnosti O,. U eksperimentima koji su
provedeni s razli¢itim koncentracijama izotopa H>'O; je pokazano da kisik, kojega ovaj enzim
koristi kao kosupstrat, potjeCe upravo iz H,O,, €ak i u uvjetima kad je koncentracija dostupnog O
bila znatno veca od koncentracije H2*¥0,, koji je dodan u reakcijsku smjesu. Ovdje bi se moglo
zakljuciti da je formiranje H>O: limitirajuci faktor u reakciji koju katalizira LPMO. Poznat je primjer
fungalne LPMO, koja je izolirana iz funga Aspergillus fumigatus, a kod koje je dokazana
peroksidazna aktivnost LPMO uz potpuni izostanak monooksigenazne aktivnosti ovoga enzima
(Rieder i sur., 2021). Medutim, kod visokih koncentracija H.O, enzim se oksidira i znatno se
smanjuje stabilnost ovoga enzima. Ipak, potrebna su daljnja istraZivaja kako bi se u cijelosti

okarakterizirala ova enzimska reakcija.

Do danas je okarakterizirano viSe od 40 struktura razli¢itih LPMO, koji pripadaju razli¢itim
obiteljima AA enzima. Usprkos niskoj homologiji primarnih sekvenci ovih enzima i to ¢ak unutar
iste obitelji, do sada opisani enzimi imaju visoko oCuvane druge strukturne karakteristike, npr.
tercijarne strukture. Tercijarna struktura LPMO je nalik strukturi imunoglobulina, a karakterizira ju
od 7 do 10 B-nabranih plo¢a, zatim niz kratkih petlji koje se suzavaju do konusnog vrha LPMO
nasuprot povrsinski smjesStenom aktivnom mijestu. Strukturalna raznolikost ovih enzima potjece
od a-uzvojnica i drugih petlji, koje povezuju B-nabrane ploce. Opisane razlike vode do varijacija
u dimenzijama i topologijama povrsinskog vezanja ovih enzima na supstrate i/ili sirovine, koje
imaju razli¢ite polimorfne polisaharidne strukture. U kristalnoj strukturi TrCel61A je oCuvano
visoko karakteristicno povrsinski smjesteno aktivno mjesto s mjestom za vezanje kofaktora. Ovo
se aktivno mjesto razlikuje od aktivnih mjesta drugih celulaza, koje imaju oblik tunela ili rascjepa
(Karkehabadi i sur., 2008). Aktivno mjesto LPMO enzima izloZeno je na gotovo ravnoj visoko
polarnoj povrsini dimenzija od oko 40 x 30 A, &ime je zapravo omoguéeno vezanje enzima na
voluminozne (polimerne) supstrate (Hemsworth i sur., 2013). Glavno obiljezje LPMO strukture

jest mjesto vezanja kofaktora - iona bakra, koje formiraju dva histidinska bo€na lanca i to tako da
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je kofaktor izlozen okolini LPMO, a zapravo se nalazi u sredistu jedne od ravnih povrSina ovoga

enzima, ¢ime je omoguceno vezanje biokatalizatora na supstrat/sirovinu (Slika 3.).

(®]
() Q
His1
His86
Tyr175

(b)

Slika 3. Trodimenzionalna struktura LPMO iz Thermoascus aurantiacus (TaLPMO9A), koiji
pripada AA9 obitelji: (a) kristalna struktura i (b) katalitiCki centar s ionom bakra, kojega koordiniraju
dva histidinska boc¢na lanca (His1 i His86) i jedan bo¢ni lanac tirozina (Tyr175) (prema Hoell i

sur., 2019).

Heterogenost i netopljivost biopolimernih supstrata/sirovina onemogucuje koristenje
uobiCajenih laboratorijskih postupaka i metoda za definiranje mehanizama prema kojima LPMO
formiraju komplekse sa supstratima. Klasi¢ne metode za odredivanje interakcija enzima sa
supstratima, kao Sto su to npr. kombinacija nuklearne magnetske rezonancije i elektronske
paramagnetske rezonancije (engl. Nuclear Magnetic Resonance/Electron Paramagnetic
Resonance, NMR/EPR; Simmons i sur., 2017), zatim kristalografija X zraka (engl. X-ray
crystallography; Tandrup i sur., 2020) i in silico modeli i analize, uspjeSno se koriste za
potvrdivanje interakcija LPMO i kratkolan€anih supstrata odnosno oligosaharida. Zbog limitacija
ovih metoda, okarakteriziran je mehanizam razgradnje oligosaharida i to hidroksilacijom C4

ugljika suspstrata u reakcijama koje kataliziraju dvije LPMO iz AA9 obitelji. NaZalost, ova saznanja
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ne upucuju na strukturalne znacajke enzima koji nativho razgraduju kristaliniéne polisaharide.
Frandsen i sur. (2016) su uspjedno prikazali kristalnu strukturu LPMO iz Lentinus similis i
Collariella virescens, koji pripadaju AA9 obitelji, i to u interakciji s celo-oligosaharidnim

supstratima.

3.1.1.2. Bioraznolikost i bioloSke funkcije LPMO

LPMO iz bakterija i funga. S obzirom na najnovija saznanja o ovoj skupini enzima,
pretpostavilo se da su geni, koji kodiraju za LPMO enzime koji iskazuju celulaznu aktivnost,
zastupljeni u carstvu funga. Odredeni saprofitni fungi imaju i do 30 gena koji kodiraju za razliite
tipove LPMO (Levasseur i sur., 2013). Ne zna se puno o srodnim genima u ostalim carstvima.
Najnovija istrazivanja pokazuju da ovi enzimi imaju raznolike bioloske funkcije te da sudjeluju u
brojnim bioloSkim procesima, poput faktora virulentnost patogenih bakterija (Askarian i sur., 2021)
ili u razvojnom procesu kukaca (Bissaro i sur., 2022). Vecina istrazivackih skupina je fokusirala
svoj rad na LPMO iz funga i bakterija, no niska podudarnost njihovih primarnih sekvenci, razli¢iti
afiniteti prema supstratima kao i postojanje ovih enzima u nekoliko klada stabla Zivota ukazuje da

se ovaj opseg istrazivanja (fungi i bakterije) svakako treba prositi (Slika 4.).

Slika 4. Razli¢itost kristalnih struktura LPMO iz razli€itih AA obitelji (AA9-AAL1l i AA13-AALS) s

oCuvanom strukturom aktivnog mjesta (prema Tandrup i sur., 2018)
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Tijekom analize genoma razlicitih fungalnih vrsta je utvrdeno da vrste koje imaju gene koji
kodiraju za razliCite hidroliticke enzime, takoder imaju gene koji kodiraju za LPMO enzime
(Frandsen i sur., 2016). Do sada nije izolirana fungalna vrsta s celulaznom aktivno$éu, koja nema
LPMO, sto zapravo ukazuje da su LPMO klju¢ni enzimi za razgradniju stijenki biljnih stanica. Osim
u razgradnji celuloznih supstrata, LPMO mogu biti uklju€eni u patogenost razli€itih fungalnih vrsta.
Tako npr. Magnaporthe oryzae, jedna od nekoliko najstetnijih biljnih patogena (Dean i sur., 2012),
ugrozava iskoridtavanje usjeva zbog smanjenja njihova prinosa. Ova makro gljiva specijaliziranim
stanicama napada stijenku biljnih stanica i usljed toga se formira visoki turgor u napadnutim
bilinim stanicama i, usljed poviSenoga turgora, puca stijenka stanica. Pri tome LPMO iz M. oryzae
inaktivira imunosni sustav biljke i to tako da inficirana biljka ne mozZe prepoznati ugljikohidrate iz

ove fungalne vrste i kreirati svoj imunosni odgovor (Li i sur., 2020).

Analizom genoma i proteoma bakterija utvrdeno je da bakterijske LPMO mogu razgraditi
celulozne supstrate/sirovine. Visoka je sli€nost strukture ovih bakterijskih i fungalnih enzima, ali
nisu i sekvencionalni homolozi. Do danas nije utvrdeno dijele li bakterijske i funagalne LPMO
zajednickog pretka i je li njihovo prisustvo u razli€itim vrstama posljedica horizontalnog tranfera
gena ili pak konvergentne evolucije. Istrazivanja provedena na razli€itim bakterijskim LPMO, kao
Sto je to LPMO iz Paenibacillus larvae (Garcia-Gonzales i sur., 2013) ili LPMO iz Vibiro cholerae
(Yoon i sur., 2019), pokazala su da ovi enzimi imaju znac¢ajnu ulogu u patogenosti i virulentnosti
ovih opasnih vrsta mikroorganizama. S obzirom na ovu &injenicu, ovi su enzimi zapravo mete za
sintezu ucinkovitih inhibitora protiv spomenutih patogena. Istrazivanje provedeno s P. larvae, koji
moze inficirati i usmrtiti larve medonosnih pcela, rezultiralo je otkricem da LPMO iz obitelji AA10
djeluje kao faktor virulencije i to na nacin da oslabljuje i razgraduje intestinalnu membranu, €ime
je omogucen prodor bakterijskih toksina u epitelne stanice intestinalnog sustava li€inki pcela
(Garcia-Gonzalez i sur., 2014). Kada su li¢inke p&ela inficirane s P. larvae, kojima je deletiran

LPMO kodirajuci gen, preZivljavanje li€inki je bilo ve¢e od 95% pri ¢emu je intestinalna membrana
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ostala u potpunosti oCuvana. Ovaj eksperiment sugerira da LPMO predstavljaju glavni faktor
virulentnosti ove opasne bakterije (Garcia-Gonzalez i sur., 2014). Neovisno istrazivanje
rezistentnosti bakterije Pseudomonas aeruginosa na brojne antibiotike, koja moze uzrokovati
upalu pluéa ili sepsu kod €ovjeka, pokazalo je da je LPMO iz obitelji AA10 faktor virulentnosti i to
tako da omogucava preZivljavanje bakterija u krvi Covjeka. Mutanti bez gena koji kodira za LPMO
su imali znatno maniji postotak prezivljavanja kao i otpornost na imunosni odgovor €ovjeka

(Askarian i sur., 2021).

LPMO iz paprati. Paprati se svrstavaju u razred Polypodiopsida, razred vaskularnih
biljaka bez cvijeta, koje se razmnozavaju sporama i posjeduju pravo korijenje, stabljiku i sloZzene
listove. Paprati Cine jednu od najstarijih biljnih vrsta, Cije podrijetlo seZe od prije vise od 350
milijuna godina. Trenutno je poznato oko 10 500 razli¢itih vrsta paprati, no s obzirom na
neistrazenost brojnih tropskih podruéja, procjenjuje je da je pravi broj ovih vrsta oko 15 000
(Tyron, 1982). Paprati se izrazito razlikuju po svojoj veli€ini, obliku i nacinima reprodukcije.
Veli€ina biljaka varira od 1,0 - 1,2 cm visine kod najmanjih do sada poznatih vrsta, pa sve do 25
m visine kod tzv. paprati ‘drve¢a’. Paprati su zadrzale primitivni zivotni ciklus, koji uklju€uje dvije
odvojene i vide ili manje nezavisnih generacija. Vodene paprati karakteriziraju jedan od najkracih
Zivotnih ciklusa medu biljkama i ove paprati imaju brojne mutacije u svome genomu, $to ih Cini
pogodnim modelnim makroorganizmima za istrazivanje (Rathinasabapathi, 2006). U novije vrijeme
paprati nemaju ekonomski znacaj i samo se nekolicina vrsta paprati koristi u medicinke svrhe.
Arktik i Antarktik nastanjuju samo nekolicina razli€itih vrsta paprati, dok se npr. na podrucju
Kostarike moze identificirati viSe od 900 vrsta paprati tj. dvostruko viSe u usporedbi s podrucjem
Sjeverne Amerike. U tropskim podrucjima paprati Cine vecinski dio vegetacije te se na relativno
maloj povrSini moze identificirati viSe od 100 razli€itih vrsta paprati. Rast paprati iz odredenih
obitelji limitiran je iskljuCivo na tropska podrucja, dok vecina ostalih vrsta paprati se moze naci u
podruéjima umjerene klime. Paprati su rijetki biljni razredi, koje se mogu pronaci na svim
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kontinentima, a to je upravo od vaznosti kada se razmatraju potencijalne moguénosti zastite
okolista i osiguravanje dostatnih koli¢ina hrane (Huang i sur., 2010). NazZalost, propadanje klju¢nih
usjeva uzrokuju najezde insekata. Tako npr. najezde moljaca (Besimia tabaci) na gotovo svim
kontinentima, direktno ili indirektno uzrokuje velike gubitke usjeva soje, kukuruza i pamuka.
Najezde moljaca direktno utje€e na prerano uvenuée biljaka, usporavanje njihova rasta i gubitak
prinosa, jer moljac sisa floemski sok biljaka i jo§ dodatno indirektno moze prenijeti gotovo 200
bilinih virusa. Kod paprati, kao neiskoristenog i nedovoljno istrazenog resursa bioloski aktivnih
molekula i drugih vaznih i potrebnih funkcija, istrazivan je obrambeni mehanizam naspram
insekata. Do danas je utvrdeno da patogeni i drugi Stetnici rijetko inficiraju tj. napadaju mahovinu
i paprati, ukoliko se ovaj parameter usporedi s biljakama cvjetnjatama. Nadahnuti ovim
saznanjima, Shukla i suradnici (2016) su nacinili probir od 38 razliCitih vrsta paprati, koje rastu na
podrucjima Indije, a sve kako bi definirali protein, koji kod ovih biljaka sudjeluju u zaéstiti protiv
kukaca. Pri tom je vazno da ovi proteini nemaju negativne u€inke na druge biljke u kojima ¢e se
eksprimirati ciljani proteini, kao ni na druge (miko)organizme i Covjeka. Jestiva paprat Tectaria
macrodonta je izgledan kandidat za proizvodnju ovih proteina, koji pruzaju zastitu paprati prema
duhanovom S§titastom moljcu. Naime, protein/enzim Tma12 je izoliran iz jestive paprati T.
macrodonta i eksprimiran u transgenom gorskom ili meksickom pamuku (Gossypium hirsutum),
najzastupljenijoj vrsti pamuka na svijetu. U ovome istrazivanju je razvijeno 16 transgenih linija
gorskog ili meksi¢kog pamuka s varijabilnom ekspresijom Tmal2. Jedna od linija ovoga pamuka
se posebno istiCe medu ostalim transgenim linijama i to po tome Sto: ima izvrsnu ekspresiju
Tma12, superiorne agronomske parametre kroz Cetiri generacije i nema simptome bolesti uvijanja
listova, Cijeg uzro€nika prenosi moljac. Kada je Tma12 kloniran i ekprimiran u transgenim biljkama
pamuka, ove biljke iskazuju 99% otpornosti ha ovu vrstu moljca. Transgene biljke pamuka imaju
isti prinos kao kontrolne biljke, koje su tretirane kemijskim pesticidima te nisu pokazale otpornost
na druge insekte, koji ne uzrokuju Stetu billkkama (Shukla et., al 2015). Sve do 2019. nije bila
poznata struktura Tma12, bez koje se ne moZe istraziti mehanizama djelovanja ovoga
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proteina/enzima. Yadav i sur. (2019) su sekvencionirali i okarakterizirali Tmal2 kao prvu LPMO
iz billke. Tma12 je svrstan u obitelj AA10 enzima. Aminokiseline s aromati¢nim bo¢nim lancima
su bitne za prepoznavanje potencijalnih supstrata kao i vezanje enzima na odgovarajudi
biopolimer. Velika sli¢nost primarne sekvence ove eukariotske LPMO sa sekvencom bakterijskih
LPMO zapravo poti¢e brojna pitanja vezana uz evoluciju ovih enzima kao i postojanje zajedni¢kog

pretka, a §to bi povezalo (miko)organizme iz razli€itih klada stabla zivota.
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OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Razlicite sirovine iz proizvodnje i prerade drvne biomase kao i najzastupljeniji biopolimeri
u prirodi (npr. celuloza, hemiceluloza i lignin) predstavljaju izuzetan, zasad nedovoljno iskoristen,
sirovinski potencijal, koji se moze uspjesno primijeniti u proizvodnji biogoriva druge generacije.

Nedavno je okarakterizirana zasebna skupina vrlo znacajnih enzima - liticke polisaharidne
monooksigenaze (LPMO), koji su jedinstveni tzv. monobakreni enzimi, a koji mogu
depolimerizirati teSko razgradljive polimere iz biljne biomase. Poznata je vaznost aktivnosti LPMO
u brojnim bioloskim procesima, kao $to su razgradnja biopolimera, razvojni ciklusi odredenih
organizama i kruzenje ugljika u prirodi. Ipak, rasprostranjenost ovih enzima i puni potencijal
njihove primjene jo$ su uvijek nedovoljno istrazeni i, sukladno tomu, primijenjeni.

Opéi cilj ovoga rada bio je utvrditi rasprostranjenost LPMO u papratima, buduéi da je ova
vrsta biljaka izuzetno otporna na najezde kukaca, koji mogu bitno reducirati prinose Zzivotno,
civilizacijski, ekoloSko i ekonomski bitnih usjeva, kao $to su npr. kukuruz i pamuk.

Specifi€ni cilj ovoga rada bio je ponajprije utvrditi jesu li homologne DNA sekvence u
odabranim vrstama paprati zaista geni koji kodiraju za LPMO. Dodatno, cilj je bio provesti
ekspresiju odabranih gena iz dvije razliCite vrste paprati - Thyrsopteris elegans i Onoclea
sensibilis (TeleLPMO i OseLPMO) u bakteriji E. coli BL21(DE3), odrediti aktivhost eksprimiranih
heterolognih proteina/enzima (TeleLPMO i OseLPMO) i na taj nacin potvrditi rasprostranjenost

LPMO medu razli¢itim vrstama paprati, koje bi bile izvrsni kandidati za biotehnoloSku primjenu.
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MATERIJALI | METODE

1. Materijali

1.1. Kemikalije i enzimi

Tablica 1. Podrijetlo kemikalija, pufera, enzima, standarda i kitova, koji su koridteni u ovom

istrazivanju.

Kemikalija Dobavlja¢ CAS registracijski broj
Agar-agar Roth, Njemacka 9002-18-0
Agaroza LE LabQ, Njemacka 9012-36-6
Albumin govedeg seruma Sigma-Aldrich, SAD /
Ampicilin Sigma-Aldrich, SAD /
Bakrov (Il) sulfat pentahidrat

Roth, Njemacka 7758-99-8
(CuzS04x 5 H20)
B-ciklodekstrin TCl, Japan 7585-39-9
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma-Aldrich, SAD 6104-58-1
di-Kalijev hidrogen fosfat

Roth, Njemacka 7778-77-0
(K2HPOY)
Dvostruko destilirana voda Institute of Molecular )
(ddH20) Biotechnology, TU Graz
Etilendiamintetraoctena kiselina . _

Sigma-Aldrich, SAD 60-00-4
(EDTA)
Etanol (C2HsOH) Chem-Lab, Belgija 64-17-5
Fosfatna kiselina (HzPO.) Roth, Njemacka 7664-38-2
Glicerol (C3Hs0s) Roth, Njemacka 56-81-5
Hidrogen peroksid (H20.) Roth, Njemacka 91-10-1
Imidazol Roth, Njemacka 32-4
Izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

propil- J P Roth, Njemacka /

(IPTG)
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) | Roth, Njemacka 7758-11-4
Kvascev ekstrakt Roth, Njemacka 8013-01-2
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Kemikalija

Dobavlja¢

CAS registracijski broj

L(+)-Askorbinska kiselina

Roth, Njemacka

134-03-2

LB hranjiva podloga Roth, Njemacka 73049-73-7
Natrij klorid (NaCl) Roth, Njemacka 7647-14-5
Octena kiselina (CH;COOH) Roth, Njemacka 64-19-7
SOC hranjiva podloga Lennox, Roth, Njemacka /
Tripton/pepton Roth, Njemacka 91079-40-2
Trisaminometan (TRIS) Roth, Njemacka 1185-53-1
2,6-dimetoksifenol (2,6-DMP) Sigma-Aldrich, SAD 91-10-1

6X DNA vezujuéa boja (engl. Atlas
ClearSight DNA Stain)

BioAtlas, Estonija

10X migracijsko bojilo (engl. DNA
Loading Dye)

ThermoFischer Scientific, SAD

Pufer (engl. Buffer)

Dobavlja¢

CAS registracijski broj

Pufer za restrikcijsko cijepanje

10X CutSmart® Buffer

New England Biolabs, SAD

Puferi za SDS elektroforezu

4X Litij dodecil sulfatni pufer (engl.
LDS Sample Buffer)

ThermoFischer Scientific, SAD

20X 2-(N-morfolino) etansulfonsko
kiselinski pufer (engl. MES SDS
Running Buffer)

ThermoFischer Scientific, SAD

Pufer za ligaciju

10X pufer za T4 DNA Ligazu

ThermoFischer Scientific, SAD

/

Enzim

Dobavljaé

CAS registracijski broj

10X T4 DNA Ligaza

ThermoFischer Scientific, SAD

/

Ndel restrikcijski enzim

New England Biolabs, SAD

/

Xhol restrikcijski enzim

New England Biolabs, SAD

/

Standard

Dobavljaé

CAS registracijski broj

standard za agarozni gel
(GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder)

ThermoFischer Scientific, SAD

/

standard za SDS elektroforezu
(PageRuler™ Protein Ladder)

ThermoFischer Scientific, SAD
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Kit

Dobavlja¢

CAS registracijski broj

kit za izolaciju plazmida (engl.
GenJET Plasmid MiniPrep Kit)

ThermoFischer Scientific, SAD | /

kit za ekstrakciju (engl. DNA
Monarch® Gel Extraction Kit)

New England Biolabs, SAD /

kit za odredivanje koncentracije
proteina (engl. Pierce™ BCA

Protein Assay Kit)

ThermoFischer Scientific, SAD | /

kit za odredivanje aktivnosti HRP
enzima (engl. Pierce™ Western

Blotting Supstrate)

ThermoFischer Scientific, SAD | /

1.2. Bakterijski sojevi

Za umnazanje pET22b(+) plazmida (poglavlja 1.3., 2.2.1., 2.2.8. i 2.2.9.) kao i za

ekspresiju heterolognih LPMO (TeleLPMO i OseLPMO), koriStene su, redom, elektro/kemijski

kompetentne stanice bakterijskih sojeva E. coli TOP10 i E. coli BL21(DE3).

Tablica 2. Bakterijski sojevi koriSteni za umnazanje plazmida i ekspresiju heterolognih LPMO

(TeleLPMO i OseLPMO).

Soj Genotip

Primjena

E. coli TOP10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

AlacX74 nupG

¢80lacZAM15

recA1 araD139 A(ara-leu)7697

galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-

Visokoucinkovito
kloniranje gena i

umnaZzanje plazmida

E. coli BL21(DE3)

B F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-) A(DE3 [lacl

lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS)

Visokoucginkovita

ekspresija proteina
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1.3. Plazmid pET22b(+)

Plazmid pET22b(+) sadrzi (i) pelB signalnu sekvencu na N-kraju LPMO za translokaciju
ovoga enzima iz citoplazmatskog u periplazmatski prostor, (ii) His-tag (6 x His) na C-kraju ovoga
proteina, zatim (iii) selektivni marker za rezistenciju na antibiotik ampicillin (AmpF), (iv) ishodiste

replikacije orii (v) T7 promotor.
1.4. Hranjive podloge za uzgoj bakterijskih sojeva E. coli TOP10i E. coli BL21(DE3)
U ovome radu koriStene su dvije vrste hranjivih podloga - LB (engl. lysogeny broth / agar)

i SOC (engl. Super Optimal broth with Catabolite repression) (Tablica 1.).

Tablica 3. Sastav hranjivih podloga LB i SOC.

Hranjiva podloga Sastav Masa (g) / volumen (L)
LB praskasta smjesa 20,09
-e ddH-0O nadopuniti do 1,0 L
LB praskasta smjesa 20,0¢
LB - agar Agar-agar 15049
ddH.0 nadopuniti do 1,0 L
soc SOC praSkasta smjesa 26,64 g
ddH.0O nadopuniti do 1,0 L

Za selekciju transformiranih stanica Escherichia coli plazmidom pET22b(+), u LB hranjivu

podlogu dodan je ampicillin (kona¢na koncentracija 0,1 mg/mL).
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1.5. Puferi
1.5.1. 50 mM K-fosfatni pufer, pH 7,4, za odredivanje koncentracije proteina, pro¢iséavanje

enzima i odredivanje aktivnosti LPMO

Tablica 4. Sastav 50 mM K-fosfatnog pufera, pH 7,4

Sastav [konaéna koncentracija] Volumen (mL ili L)
K2HPO4 [1,0 mol/L] 80,2 mL
KH2PO4 [1,0 mol/L] 19,8 mL
ddH>O nadopuniti do 1,0 L

1.5.2. 50 mM K-fosfatni pufer, pH 7,4 s imidazolom za procis¢avanje LPMO

Za prociScavanje heterologne LPMO (His-tag na C-kraju proteina; poglavlje 1.3.) koriStena
je afinitetna kromatografija tj. Ni-kolona (HisTrap™ HP, 3 mL, GE Healthcare, SAD) i to brzom
proteinskom tekucinskom kromatografijom (engl. Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC;
AktaPrime, Amersham Biosciences, Ujedinjeno Kraljevstvo). Za vezanje ovoga proteina iz
stani¢nog ekstrakta (poglavlje 2.2.13.) na kolonu koristen je 50 mM K-fosfatni puffer, pH 7,4, dok
se za eluaciju specificno vezane LPMO iz kolone koristio 50 mM K-fosfatni puffer, pH 7,4, u
linearnom gradijentu koncentracije imidazola (konaCna koncentracija imidazola 500 mmol/L;

Tablica 5.).

Tablica 5. Sastav 50 mM K-fosfatnog pufera, pH 7,4 s imidazolom (kona¢na koncentracija 500

mmol/L) za eluaciju LPMO iz afinitetne kolone

Sastav [konaéna koncentracija] Volumen / masa
K2HPO, [1,0 mol/L] 80,2 mL

KH2PO4 [1,0 mol/L] 19,8 mL

imidazol [1,0 mol/L] 34,04 g

ddH,O nadopunitido 1,0 L
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1.5.3. Koncentrirani (50X) TRIS-Acetat-EDTA (TAE) pufer
(50X) TRIS-Acetat-EDTA (TAE) pufer se koristi za DNA elektroforeze (poglavlje 2.2.5.) i

to nakon razrjedivanja dvostruko destiliranom vodom.

Tablica 6. Sastav 50X TAE pufera

Sastav Koncentracija/ Volumen
Trisaminometan (TRIS) 2,0 mol/L

Octena kiselina 1,0 mol/L
Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) 50,0 mol/L

ddH>O nadopuniti do 1,0 L

1.5.4. Puferi za Western blot

Tri pufera su koristena za Western blot, kako slijedi: Tris-puferirana fizioloSka otopina
(engl. Tris-Buffered Saline stock solution; 10X TBS); zatim mjeSavina Tris-puferirane fizioloSke
otopine i polisorbata 20 (engl. Tris-buffered saline with 0.1% Tween® 20 Detergent; TBST); i
TBST s albuminom seruma goveda (engl. 1X TBST with 5% Bovine serum Albumin, BSA). Ovi

su puferi koriteni, kako je opisano u poglavlju 2.2.5.

Tablica 7. Sastav pufera za Western blot

10X TBS TBST (0.0003 %) TBST 5% BSA
Masa / volumen [konaéna

o - Masa / volumen Masa / volumen
koncentracijaili pH vrijednost]
30,3 g Tris [0,25 M] 100 mL 10X TBS 100 mL TBST
87,6 g NaCl [1,5 M] 300 pL Tween® 20 5,0 g BSA
HCI [pH 7,5] / /

nadopuniti s ddH»O do 1,0 L
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2. Metode
2.1. Bioinformaticki alati i baze podataka

U ovome istrazivanju su koriStene dvije razliite baze podataka (Protein Data Bank i
Inicijativa 1000 biljnih transkriptoma), a zbog specificnosti i obima podataka tj. odabranih
sekvenci, koje su poravnane sa sekvencom Tmal2, istrazene su mogucnosti primjene tri razliCita

programa (MUSCLE, HMMER i MEGA), kako je to opisano ovdije ispod.

2.1.1. Protein Data Bank (PDB)

PDB je baza podataka koja sadrzi viSe od 144 000 trodimenzionalnih strukturnih modela
biomolekula poput DNA/RNA, proteina i njihovih kompleksa s metalima i drugim molekulama
(wwPDB consortium, 2019). Strukturni modeli ovih biomolekula najéeSée se odreduju metodom
difrakcije X-zraka, NMR sektroskopijom i/ili krio-elektronskom mikroskopijom. U ovome
istrazivanju iz PDB preuzeti su eksperimentalni i metapodaci o enzimu Tma12 iz paprati Tectaria
macrodonta, koji je odabran kao protein/enzim za daljnje istrazivanje i usporedivanje homolognih

enzima, koji mogu iskazivati aktivnost LPMO (poglavlje 2.2.15.).

2.1.2. Inicijativa 1000 biljnih transkriptoma (engl. 1000 plants transcriptome data; 1KP)
Inicijativa 1000 biljnih transkriptoma je multidisciplinarni medunarodni konzorcij, koji je
generirao podatke o biljnim transkriptomima 1124 raznovrsnih biljnih vrsta (One Thousand Plant
Transcriptomes Initiative, 2019). U ove vrste ukljuéene su zelene biljke (Viridiplantae) i crvene
alge (Rhodophyta). Sve veca dostupnost sekvenci razli¢itih biomolekula biljnog podrijetla i brzi
napredak u funkcionalnoj genomici omogucavaiju istrazivanje evolucije biljaka. 1z baze podataka
1KP preuzete su sekvence homolognih mRNA iz paprati, koje su poravnane sa sekvencom

Tmal2 (poglavije 2.1.3.).
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2.1.3. Program MUSCLE

Pomocu programa MUSCLE (eng. MUItiple Sequence Comparison by Log-Expecation)
nacinjeno je visSestruko poravnanje sekvenci homolognih mRNA iz paprati. Ovo poravnanje 170
nukleotidnih sekvenci naginjeno je s ciliem procjene homologije izmedu odabranih sekvenci, zatim
predvidanja sekundarne strukture proteina kao i identifikacije aminokiselina, koje su klju¢ne za
aktivnost enzima (Edgar, 2004). Sekvenca Tma12 je koristena kao polazna sekvenca u ovom

poravnanju.

2.1.4. Program HMMER

Program HMMER se koristio za pretrazivanje dostupnih baza podataka genomskih
sekvenci, pretragu homologa enzimu Tmal2 te poravhavanje odabranih sekvenci. Ovaj program
implementira primjenu vjerojatnosnih modela, koji se nazvaju skriveni Markov modeli (engl.
Hidden Markov Models), a osmisljen je za detekciju udaljenih homologa (Finn i sur., 2011). 1 u
ovom programu sekvenca Tma12 je bila polaziSna informacija za daljnju identifikaciju homolognih

sekvenci potencijalnih LPMO.

2.1.5. Program MEGA

Pomoc¢u programa MEGA moguce je identificirati i analizirati DNA sekvence kao i
sekvence proteina iz evolucijske perspektive. Program na temelju unesenih DNA sekvenci
odraduje komparativnu analizu tih sekvenci kako bi se olak3ala procjena sli¢nosti unutar jedne
skupine gena kao i izmedu razliitih skupina gena te kako bi se mogli procijeniti evolucijski odnosi
izmedu gena i vrsta. Unutar ovoga programa su implementirane brojne metode za izraunavanje
molekularnog slijeda aminkoiselina, procjenu evolucijskih udaljenosti unesenih sekvenci te na
temelju njih konstrukcija filogenetskih stabala. Na opisani na€in konstruirano je filogenetsko stablo
srodnosti potvrdenih bakterijskih LPMO sekvenci i do sada nepotvrdenih LPMO sekvenci
podrijetlom iz paprati s polaznim enzimom Tmal2.
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2.2. Metode molekularne biotehnologije

U ovome istrazivanju bilo je potrebno heterologno eksprimirati dva gena - TeleLPMO i
OselLPMO, koji kodiraju potencijalne LPMO. Na temelju generiranih podataka dobivenih
prethodno spomenutim programima, oba su gena konstruirana pomoc¢u servera Benchling i za
ovo istrazivanje insertirana u plazmid pET22b(+), koji je prethodno umnozZen u kemijski
kompetentnim stanicama E. coli TOP10 (poglavlje 2.2.1.). Ovaj je plazmid kao i sekvence koje
kodiraju za TeleLPMO i OseLPMO tretiran restrikcijskim enzimima (poglavlje 2.2.4.). Radi potvrde
uspjesnog restrikcijskog cijepanja plazmida i dvaju gena, procijenjena je veli€ina plazmidne DNA
i dvaju fragmenata u agaroznom gelu (poglavlje 2.2.5.), a zatim su DNA fragmenti ekstrahirani iz
ovoga gela i nacinjena je ligacija gena s plazmidom, ¢ime su dobiveni ciljani konstrukti pET22b(+)-
TeleLPMO i pET22b(+)-OseLPMO. Prije transformacije elektrokompetentnih stanica E. coli BL
21 (DEJ) izoliranim konstruktima (poglavlje 2.2.8.), potvrdena je sekvenca konstrukata (poglavlje
2.2.7.). Nakon toga, transformirane stanice E. coli BL 21(DE3) uzgojene su radi ekspresije gena
(poglavlje 2.2.9.) i pro€iS¢avanja dvaju heterolognih proteina (poglavlje 2.2.13.), odredena je
njihova koncentracija (poglavlje 2.2.10.) i procijenjena molekulska masa (SDS-PAGE, poglavlje
2.2.11.). Dodatno, potvrdena je ekspresija obaju proteina (Western blot, 2.2.12.) te su prociSceni
proteini inkubirani s ionima bakra (poglavije 2.2.15.), nakon €ega je odredena aktivnost

eksprimiranih heterolognih enzima, koji iskazuju aktivhost LPMO (poglavlje 2.2.15.).

2.2.1. Transformacija kemijski kompetentnih E. coli TOP10 stanica

Princip. Transformacija stanica je postupak unosa genetskog materijala (DNA molekule)
bez direktnog kontakta izmedu stanice donora i stanice primatelja DNA, pri ¢emu se stanice
primatelja egzogene DNA nazivaju kompetentne stanice. Odredene bakterijske vrste se smatraju
prirodno kompetentnim stanicama, dok se netransformabilne stanice mogu nadciniti
kompetentnima primjenom razli€itin laboratorijskih metoda. Kompetencija stanica se odnosi na
sposobnost stanica primatelja DNA da uspjeSno prihvate i, tijekom umnozZavanja stanica, umnoze
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i plazmidnu DNA, koja ne treba sadrzavati specificnu sekvencu za svoj transport u stanicu
(Swords, 2003). Transformacija razli€itih sojeva bakterije Escherichia coli ciljanim plazmidima
kljuan je i prvi korak za ekspresiju heterolognih proteina/enzima. Dostupan je cijeli niz razli€itih
metoda za transformaciju ovih sojeva, a generalno se ove metode mogu podijeliti na kemijsku
transformaciju i elektroporaciju. Ucinkovitost i jednostavnost kemijske transformacije i to bez
upotrebe zasebne opreme (elektroporatora, koji je potreban za elektroporaciju), predstavija
prednost kemijskih metoda transformacije stanica. Nije u potpunosti jasan mehanizam
transformacije kemijski kompetentnih stanica, no smatra se da kalcijevi ioni, s kojima se stanice
prije transformacije inkubiraju, olak8avaju vezanje fosfatne okosnice DNA, koja ima negativan
naboj, na povrSinu stanice, koja obi€no ima pozitivan naboj. Nakon toga, usljed izazvanog
toplinskog Soka, slabi struktura staniéne membrane i vezana DNA moze uci u stanicu i tako se
moze dobiti transformirana stanica (Chang i sur., 2017).

U ovome radu je provedena transformacija kemijski kompetentnog soja E. coli TOP10 s
ciljiem umnazanja plazmidne DNA [pET22b(+)] i vektora s integriranim LPMO genima (TeleLPMO
i OseLPMO) i, nakon toga, transformacija elektrokompetentnog soja E. coli BL21 (DE3) s
konstruktima pET22b(+)-OseLPMO i pET22b(+)-TeleLPMO, radi ekspresije ovih proteina.

Postupak. U alikvot suspenzije E. coli TOP10 od 50 pL, koji se ¢uva u Eppendorf
epruvetama pri -80 °C i zatim premjesti na led, doda se 1 pL plazmidne DNA (1-3 ng) te inkubira
na ledu kroz 30 min. Nakon toga, stanice se podvrgnu toplinskom Soku pri 42 “C kroz 30 s, kako
bi doSlo do slablijenja stanicne membrane i olakS8anog ulaska plazmidne DNA u stanicu.
Suspenzija se zatim nanovo premjesti na led i doda joj se 950 uL SOC hranjive podloge. Ovako
priredena suspenzija se inkubira pri 37 °C i 800 rpm kroz 1-2 h (IKA® VORTEX GENIUS 3, Sigma-
Aldrich, Njemacka). Porasle transformirane stanice E. coli TOP10 (20-100 pL) nacijepe se na LB-
agar, kojem je dodan ampicillin (100 mg/mL; poglavlje 1.4.) i inkubiraju preko noéi pri 37 °C.
Odabere se jedna kolonija transformiranih stanica E. coli TOP10 porasla pri ovim selektivnim
uvjetima (ampicillin) i u asepti¢nim uvjetima njome se inokulira LB hranjiva podloga s ampicilinom
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(5,0 mL) kako bi se uzgojila (37 °C i 120 rpm) svjeza prekonocna kultura, iz koje se izolira

umnozeni plasmid (poglavlje 2.2.2.).

2.2.2. 1zolacija plazmidne DNA

Umnozena plazmidna DNA se izolira pomoc¢u GeneJET Miniprep Plasmid Isolation Kit
(ThermoFischer Scientific, SAD), prema protokolu i otopinama, koje dobavlja ovaj proizvodac.
Nakon izolacije plazmidne DNA, odredi se njena koncentracija iz apsorbancije otopine pri 280 nm

(poglavlje 2.2.3.).

2.2.3. Odredivanje koncentracije plazmidne DNA

Spektrofotometar NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, SAD) koriSten je za odredivanje
koncentracije izolirane plazmidne DNA. Ovaj uredaj zadrzava uzorke relativno malih volumena
(0,5-2,0 pL) izmedu dvije mjerne povrsine i to zbog povrSinske napetosti tekuéina (Desjardins i
sur., 2009). Na ovaj nadin mozZe se brzo i jednostavno odrediti koncentracija DNA i to iz
apsorbancije priredene otopine izoliranoga plazmida pET22b(+) i konstrukta s integriranim LPMO
genima pri 280 nm (Az). NanoDrop 2000c je ve¢ bazdaren odgovaraju¢im standardima
nukleinskih kiselina i automatski iz vrijednosti za Azgo prikazuje koncentraciju plazmidne DNA
(ng/pL). Dodatno, ovaj uredaj odreduje apsorbanciju otopine pri 260 (Aze0) 1 230 nm (Az30) | omjere
ovih apsorbancija (Azso/Azs0 | AzeolA230), kako bi se istovremeno mogla procijeniti Cistoéa
izoliranoga plazmida s obzirom na prisutnost drugih otopljenih molekula (npr. proteina i RNA) i

drugih spojeva.
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2.2.4. Restrikcija

Restrikcijski postupak proveden je s ciljem fragmentiranja plazmida pET22b(+) i gena od
interesa (TeleLPMO i OseLPMO). Kako bi proveli ligaciju odnosno insertirali dva gena u
pET22b(+) plazmid, provedeno je fragmentiranje pET22b(+) plazmida i fragmenata s ova dva
gena na identicnim restrikcijskim mjestima Nakon ligacije, dobiveni su Zeljeni konstrukti
pPET22b(+)-TeleLPMO i pET22b(+)-OseLPMO.

Princip. Restrikcijske endonukleaze su okarakterizirane poCetkom pedesetih godina
proslog stolje¢a. Obi¢no su to bakterijski enzimi, koji omoguéuju fragmentiranje dvolanéane DNA
molekule na toéno odredenim mjestima - unutar specificne palindromske sekvence
komplementarnin DNA lanaca. Dakle, restrikcijske endonukleaze su s obzirom na svoju aktivnost
neophodne u genetickom inzenjerstvu za izrezivanje tj. fragmentiranje odredenih gena i plazmida.
Ovako dobiveni fragmenti se mogu medusobno ligirati, pri Eemu je potrebna aktivnost specifi¢nih
ligaza, $to rezultira novim kombinacijama DNA molekula [npr. genom za LPMO insertiranim u
pET22b(+)].

U ovome istrazivanju koristili smo restrikcijske enzime Xhol i Ndel za specificno
fragmentiranje (1) praznog plazmida pET22b(+), (2) fragmenta s genom TeleLPMO, i (3)
fragmenta s genom OseLPMO, to na karakteristicnim restrikcijskim mjestima, koja su identi¢na u
sva tri slu€aja - (1), (2) i (3) i, prema tome, komplementarna za naredni korak — nezavisnu ligaciju
plazmida (1) s fragmentima (2) ili (3).

Postupak. U odvojenim Eppendorf epruvetama pomijeSan je prethodno izoliran
pET22b(+) (1,0 ng) plazmid i izolirani TeleLPMO (1,0 ng) ili izolirani OseLPMO (1,0 ng) s puferom
za restrikciju (CUTsmart, 10x), restrikcijskim enzimima Xhol i Ndel (1,0 pL) i ddH>O do kona¢nog
volumena ovako priredene reakcijske smjese od 30 L. Uzorci su inkubirani pri 30 °C kroz 12 h.
Nakon toga je nacinjena gel elektroforeza s ciljiem potvrde uspjednog fragmentiranja pET22b(+) i
dvaju gena od interesa (TeleLPMO i OseLPMO), potom ekstrakcija ovih fragmenata iz agaroznog
gela i ligacija dobivenih fragmenata.
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2.2.5. Gel elektroforeza

Nakon provodenja vecine eksperimenata iz molekularne biotehnologije, poput kloniranja
gena i/ili plazmida, fragmentiranja DNA ili RNA molekula i lan¢ane reakcije polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR), obi¢no se rezultiraju¢e nukleinske kiseline analiziraju gel
elektroforezom (Warren i sur. 2003). Gel elektroforeza u agaroznom gelu je visko specifi¢na, brza
i jednostavna metoda za izdvajanje, procjenu broja parova baza i prociS¢avanje DNA fragmenata
(poglavlje 2.2.6.) veli€ine od 0,5 do 25 kb (Voytas, 1992).

Princip. Razdvajanje DNA fragmenata gel elektroforezom se temelji na migraciji molekula
s nabojem kroz matriks gela u elektricnom polju, koje se uspostavlja u puferu izmedu dviju
elektroda - anode i katode (Hames, 1998). Fosfatna okosnica nukleinskih kiselina daje
molekulama DNA ravnomjerno rasporeden negativan neto naboj po njihovoj cijeloj duzini, zbog
Cega se ove molekule u elektricnom polju kre¢u prema pozitivnoj elektrodi — anodi, pri Cemu dolazi
do brze migracije manjih molekulskih iona i to zbog njihova lakSeg prolaska kroz pore matriksa
gela.

Gel elektroforeza je koridtena za potvrdivanje uspjeSne restrikcije vektorske DNA i dvaju
gena - TeleLPMO i OseLPMO (poglavlje 2.2.4.).

Postupak. Provedena je horizontalna gel elektroforeza i to u 1% agaroznom gelu.
Agarozni gel je pripravljen otapanjem 0,8 g agaroze u 80 mL TAE (1X) pufera uz dodatak boje (5
pL) za detekciju nukleinskih kiselina Atlas ClearSight DNA (Biolabs New England, SAD), prema
uputstvu proizvodaca. Najprije su restrikcijski fragmentirani i nefragmentirani alikvoti uzoraka
pET22b(+) i potencijalnih LPMO gena, OseLPMO i TeleLPMO, temperirani pri 62 ‘C kroz 20
minuta. Nakon toga, ovim je uzorcima dodano migracijsko bojilo DNA Loading Dye 6x
(ThermoFischer Scientific, SAD) te su uzorci naneseni u jazice prethodno priredenog agaroznog
gela. Standard GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (ThermoFischer Scientific, SAD) je koristen radi
procjene veliCine fragmenata za ovu gel elektroforezu, koja je provedena u uredaju za
elektroforezu pri 110 V i 400 mA kroz 35 min (nanoPAC-300P, Cleaver Scientific Ltd, UK). Nakon
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toga, separirane vrpce DNA vizualizirane su u komori s UV svjetliom (G:BOX, Syngene, Indija).
Nefragmentirani uzorci pET22b(+) plazmida koji nisu tretirani restrikcijskim enzimima i zadrzali su
svoj karakteristi¢an kruzni oblik, su koriSteni u gel elektroforezi kao kontrola, kojom je potvrdeno

da su ostali uzorci linearizirani pomocu restrikcijskih endonukleaza (poglavlje 2.2.4.).

2.2.6. Ekstrakcija DNA iz agaroznog gela i ligacija dobivenih fragmenata DNA

Ekstrakcijom plazmidne DNA i drugih fragmenata s odgovaraju¢im brojem parova baza iz
djeli¢a agaroznog gela, dobiju se ciljani dijelovi DNA, koji se mogu ligirati i na taj nacin dobiti nova
DNA molekula - plazmid (vektor), koja sadrZi gen od interesa (npr. gen za Tma12 ili gene
TeleLPMO i OseLPMO). Na ovaj se nacin dobije plazmid s ciljanim genom i njime se mogu
transformirati (elektro)kompetentne stanice E. coli, npr. E. coli BL21 (DE3).

Postupak. Vrpce lineariziranih fragmenata pET22b(+) plazmida i gena TeleLPMO i
OseLPMO su izrezane iz agaroznog gela pomoéu skalpela. Ekstrakcija ovih fragmenata iz
izrezanog komadi¢a gela nacinjena je pomo¢u Monarch DNA Gel Extraction Kit (New England
Biolabs Inc., SAD), uz koristenje protokola i otopina, koje je priloZio proizvoda&. Nakon toga, u
Eppendorf epruvete dodan je ekstrahiran pET22b(+), gen od interesa (TeleLPMO ili OseLPMO),
T4 ligaza, pufer za ovu ligazu (10x) i dodatkom ddH-O je podeSen ukupni volumen ove smjese
do 20 pL. Rezultirajuéi plazmidi [pET22b(+) s genom od interesa - pET22b(+)-TeleLPMO i
pPET22b(+)-OseLPMO] su koristeni za transformaciju stanica elektrokompetentnog soja E. coli

BL21 (DE3), kako je to opisano u poglavlju 2.2.8.

2.2.7. Sekvencijska analiza rekombinantnih DNA molekula

Fragmenti DNA, koji su izolirani iz agaroznog gela su sekvencionirani, kako bi se potvrdile
sekvence ovih fragmenata za ligaciju, a time i sekvenca plazmida pET22b(+) s genom TeleLPMO
ili OseLPMO, kojim su transformirane elektrokompetentne stanice E. coli BL21 (DE3). Tvrtka
Microsynth AG (Balgach, Svicarska) koristi Sanger metodu sekvencioniranja DNA, koja se temelii
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na nasumi¢nom dodavanju dideoksinukeotida pomocu DNA polimeraze tijekom in vitro DNA
replikacije. Sanger metodom je potvrdena to¢nost izoliranih i ligiranih sekvenci, kojima su onda

transformirane stanice elektrokompetentnog soja E. coli BL21 (DE3) (poglavlje 2.2.8.).

2.2.8. Transformacija elektrokompetentnih stanica E. coli BL21(DE3) i uzgoj
transformiranih stanica

Soj E. coli BL21(DE3) se vrlo €esto koristi za proizvodnju rekombinantnih proteina (Pinske
i sur., 2011). Ovom soju nedostaju dvije proteaze - Lon i OmpT, koje mogu razgraditi tzv.
nepravilno sintetizirane proteine, i povecana je stabilnost mRNA molekula u stanicama ovoga
soja.

Princip. Transformacija kompetentnih stanica je metoda kojom se heterologna DNA
vektora unosi u ove stanice i to u cilju njezina umnozavanja homolognom rekombinacijom (Green
i Rogers, 2013). Uz transformaciju kompetentnih stanica kemijskim postupkom, drugi tip
uCinkovite transformacije kompetentnih stanica je elektroporacija, kod koje je unos
rekombinantne DNA u (bakterijsku) stanicu potpomognut pulsom napona u elektricnom polju.
Naime, suspenzija elektrokompetentnih stanica i DNA materijala se izlaze kratko pulsirajuéem
intenzivnom naponu eksponencijalnog oblika, ¢ime se omogucuje prolazak rekombinantne DNA
kroz membranu stanice u unutarstani¢ni prostor (Dower i sur., 1998; Hengen, 1995). Frekvencija
uspje$no transformiranih stanica je linearna funkcija koncentracije kompetentnih stanica i
koncentracije rekombinantne DNA, a joS ovisi i o0 jacini elektricnog polja i trajanju impulsa (Dower
i sur., 1988).

Postupak. Nakon ligacije (poglavlje 2.2.6.), ligacijska smjesa je temperirana pri 65 °C kroz
20 min. Zatim su iz ove ligacijske smjese uklonjene soli i to tako da je smjesa (10 pL) pazljivo
dodana na nitrocelulozne membranske filtere (promjer pora 13 mm, veli€ina 0,025 mm; Bartelt,
Austrija), koji su pazljivo poloZeni na povrsinu vode (ddH>O) u Petrijevoj zdjelici, pa su soli iz
ligacijske smjese kroz 20 min difundirale u podru€je manje koncentracije (u ddH»O), a na
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membrani je zaostala rekombinantna DNA. Ova je DNA koristena za transformaciju
elektrokompetentnih stanica soja E. coli BL21 (DE3). U Eppendorf epruveti je pripremljena
suspenzija elektrokompetentnih stanica, koja se Cuvaju na ledu, i dodan joj je 1,0 uL
rekombinantne DNA. Ovako priredena suspenzija je ostavljena na ledu dodatnih 10 min. Nakon
toga, u sterilnu kivetu za elektroporaciju je preneseno 50 pL ove smjese te se je na smjesu kiveti
djelovalo pulsiraju¢im elektriénim poljem od 1,8 kW tijekom 5 ms (MicroPulser electroporator; Bio-
Rad, SAD). Odmah nakon toga u ovu je suspenziju dodano 950 pL SOC hranjive podloge i
suspenzija je nadalje inkubirana na rotacijskoj mjesalici pri 37 °C i 300 rpm kroz 60 min (IKA®
VORTEX GENIUS 3, Sigma-Aldrich, Njemacka;). Ovako porasla suspenzija transformiranih E.
coli BL21 (DE3) stanica (20-100 pL) je nacijeplijena na LB-agar s ampicilinom i inkubirana preko
noci pri 37 °C. Ova se hranjiva podloga priprema na identi¢an nacin kao LB hranjiva podloga uz
jedan izuzetak — dodatak agara (poglavlje 2.2.9.). Sterilna vru¢a podloga se pri sterilnim uvjetima
izlijeva u Petrijeve zdjelice i ostavi da se ohladi i o€vrsne. Jedna porasla kolonija je odabrana za
nacjepljivanje LB hranjive podloge s ampicilinom (5 mL) i uzgojena pri 37 °C kao prekonoc¢na
kultura — inokulum za uzgoj stanica u veé¢em mijerilu u cilju ekspresije i purifikacije proteina

(poglavlje 2.2.9.).

2.2.9. Heterologna ekspresija TeleLPMO i OseLPMO

Nakon pripreme inokuluma (poglavlje 2.2.8.), uzgojene su transformirane stanice E. coli
BL21 (DE3) u vec¢em mijerilu (300 mL) radi ekspresije proteina i, nakon toga, njihova
proc€iS¢avanja.

Najprije je priredena selektivna LB hranjiva podloga (Tablica 3.). Nakon dodatka
sterilizirane LB hranjive podloge (300 mL) u steriinu Erlenmeyerovu tikvicu s odbija¢ima vrtloga
(1000 mL), ovoj se podlozi doda ampicillin (100 mg/mL) do kona¢ne kokncentracije od 0.1 mg/mL.
Ovako priredena hranjiva podloga inokulirana je s 20 mL (4 x 5,0 mL) svjeZe uzgojene prekono¢ne
culture E. coli BL21 (DE3). Nacijepljena podloga je inkubirana pri 37 "C i 120 rpm uz povremeno
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odredivanje opticke gustoe suspenzije pri valnoj duljini svjetlosti od 600 nm (ODsego;
BioPhotometer 6131, Eppendorf, Njemacka). Kada je ODeyo vrijednost dosegnula 0,5-0,8 AU,
provedena je indukcija ekspresije gena i to dodatkom izopropil-3-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG,
300 uL, 1,0 mol/L), tako da je konacna koncentracija IPTG bila 0,001 mol/L. Zatim je suspenzija
inkubirana pri 28 °C i 120 rpm tijekom narednih 16 sati. Potom su iz dobivene suspenzije izdvojene
stanice (4000 rpm, 30 min, 4 °C; Avanti J-10, Beckman coulter, SAD) i resuspendirane u 50 mM
K-fosfatnom puferu, pH 8,0 (20 mL). Ovako resuspendirane stanice tretirane su ultrazvukom
(ciklus 70%, 5 min; Branson Ultrasonics™ Sonifer S-250A, ThermoScientific, SAD). Iz dobivenih
smjesa centrifugiranjem (15000 rpm, 20 min, 4 °C; Avanti J-25.50, Beckman coulter, SAD) su
izdvojeni supernatanti iz kojeg su izdvojeni i pro€iséeni TeleLPMO i OseLPMO enzimi (poglavlje
2.2.13.). Preostali dio uzorka (staniéne membrane i druge netopljive komponente stanica

tretiranih ultrazvukom), analiziran je metodom SDS-PAGE (poglavlje 2.2.11.)

2.2.10. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je pomoc¢u tzv. BCA metode (engl. bicinchoninic acid
assay, Smith assay).

Princip. BCA metoda se koristi za kvantifikaciju ukupnih proteina u otopini. Temelji se na
redukciji bakrovih atoma (Cu?" do Cu!*) u alkalnom mediju. Bicinhoninska kiselina (BCA)
omogucuje visoko osjetljivu i selektivnu kolorimetrijsku detekciju reduciranog oblika iona bakra.
U prvoj reakciji dolazi to tzv. biuretne reakcije, odnosno formiranja obojenog kelatnog kompleksa
proteina, koji sadrze tri ili viSe aminokiselinska ostatka, s bakrovim ionima u alkalnoj sredini. Zatim
BCA reagira s reduciranim ionom bakra, $to rezultira kelacijom dviju molekula BCA s jednim
bakrovim ionom. U ovom drugom koraku dolazi do razvoja intenzivne ljubiCaste boje kao
posljedica formiranja kompleksa BCA-bakrov ion, €ija se apsorpcija mjeri pri 562 nm.

Postupak. Odredivanje koncentracije proteina provedeno je uz koriStenje otopina i
protokola, prema uputama proizvodaca (Pierce™ BCA Protein Assay, ThermoFischer Scientific,
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SAD), a apsorpcija dobivenih uzoraka je odredena pri 562 nm pomocu spektrofotometra (BioTek

Instruments, SAD).

2.2.11. Natrij dodecil-sulfat — poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je elektroforetska metoda koja se izuzetno Cesto koristi za separaciju i
kvalitativnu analizu smjese proteina (Walker, 2002). Ova relativno brza, jednostavna i vrlo
osjetljiva metoda Cesto se koristi nakon prociS¢avanja proteina, kako bi se potvrdila njihova
ekspresija i procijenila molekulska masa procis¢enih proteina.

Princip. Elektroforezom proteina u poliakrilamidnom gelu pri denaturiraju¢im uvjetima ove
se molekule odjeljuju na osnovi svoje molekulske mase. Naime, otapanjem smjese proteina u
otopini natrijeva dodecil-sulfata (SDS) dolazi do pucanja disulfidnih veza u proteinima, zatim
proteini se bolje otapaju, denaturiraju i disociraju do pojedinaénih polipeptidnih lanaca. Vezanjem
SDS-a na protein dolazi do maskiranja elektricnog naboja svakog pojedinacnog proteina i time
protein dobiva negativan neto naboj od sulfata. Izjednalavanjem omjera molekulske mase
proteina i naboja proteina (sulfata) u smjesi proteina znaci da ¢e se ovi denaturirani proteini s
negativnim nabojem u elektricnom polju razdvojiti u poliakrilamidnom gelu isklju€ivo na temelju
veli€ine proteinskih molekula, koja zapravo odgovara molekulskoj masi svakog proteina.

Metodom SDS-PAGE kvalitativno su analizirane topljive (supernatant) i netopljive (talog;
poglavlje 2.2.9.) frakcije proteina staniCnog ekstrakta, kao i frakcije dobivene tijekom
proCiS¢avanja eksprimiranih proteina (poglavlje 2.2.13.).

Postupak. Alikvoti proteinskih uzoraka su pripremljeni u skladu s protokolom proizvodaca
i to tako da su topljivim i netopljivim frakcijama proteina (10 uL) dodani reducirajuci reagens (10X,
2 pL; NuPAGE®, ThermoFischer Scientific, SAD) i LDS pufer (4X, 4 pL; NuPAGE®,
ThermoFischer Scientific, SAD). Dobivene smjese su zagrijane kroz 3 min pri 96 °C i, nakon toga,
nanesene u jazice SDS-PAGE gela (4-12 % Bis-Tris gel; NUPAGE®, ThermoFischer Scientific,
SAD). SDS-PAGE je proveden u MES-SDS pri 160-180 V kroz 35 min (20X, PowerEase500®,
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ThermoFischer Scientific, SAD). Nakon toga su proteini u ovome gelu vizualizirani bojom

(Coomassie Brilliant Blue, Sigma-Aldrich, SAD), prema uputi proizvodaca.

2.2.12. Western blot

Bloting je postupak prijenosa biomolekula (DNA, RNA ili proteina), koje su prethodno
elektroforetski razdvojene u gelu, iz gela ha membranu i to prvenstveno u cilju detekcije ovih
biomolekula. Razli¢ite membrane mogu biti nacinjene od npr. polivinil difluorida (PVDF),
nitroceluloze, najlona ili papira. Osim detekcije, Western blot tehnika omogucéava identifikaciju i
kvatifikaciju ciljanih proteina i to na temelju formiranja kompleksa izmedu ciljanog proteina, koji
se veze na membranu, i antitijela, koje je specifiCan za vezani protein. Pri tome je vazno (i) izbjeci
nespecificno vezanje proteina na membranu kao i (ii) vezanje primarnih antitijela na proteine, ali
i (i) vizualizirati specificno vezane proteine na membrani (Memelink i sur., 1994).

Prije detekcije ciljanih proteina, koji su se vezali na npr. membranu, kako je to nacinjeno
u ovome istrazivanju, proteini su odijelieni SDS-PAGE metodom (poglavlje 2.2.11.), ali nije
nacinjena vizualizacija proteina bojom. Buduci da plazmid pET22b(+) sadrzi gene koji kodiraju za
Sest histidina (engl. His-Tag), koriSteno je anti-HisTag antitijelo, koje se specificno veze za ove
proteine. Za vizualizaciju kompleksa protein-antitijelo, koristena je osjetljiva detekcija pomocu
peoroksidaze iz hrena (engl. HorseRadisch Peroxidase, HRP). Kemiluminiscentni supstrat HRP
koristi se za detekciju HRP-obiljeZzenih antitijela, specifiéno vezanih za ciljane proteine.

Postupak. Ponajprije je priredena Tris-puferirana fiziolodka otopina (Tablica 7.) i zatim je
ekvilibrirana PVDF membrana (0.2 um, 7 x 8.4 cm; ThermoFischer Scientific, SAD) i to
namakanjem ove membrane u 100 %-tnom metanolu kroz 3 min. Ovako priredena membrana
paZzljivo je prebacena na pozitivhu donju elektrodu (anodu) kazete uredaja za Western blot (Trans-
blot Turbo; Bio-Rad, SAD). Prethodno priredeni SDS-PAGE gel s razdvojenim proteinskim
vrpcama polozen je membranu, uklonjeni su mjehuri¢i zraka izmedu gela i membrane, i kazeta je
zatvorena gornjom negativnom elektrodom (katodom). Ovako priredena kazeta postavljena je u
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kadicu uredaja (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System; Bio-Rad, SAD), a kadica je smjestena na
magnetsku mjesalicu, kako bi se odrZavala kontinuirana temperature kadice. Prijenos proteina iz
SDS-PAGE gela na nitroceluloznu membranu je proveden pri 1,0 A i 25 V kroz 30 min.
Nitrocelulozna membrana je ostavljena u 10 mL 5 %-tnog 1X TBST-BSA puferu preko noéi, kako
bi se sprijecilo nespecificno vezanje proteina na membranu. Nakon toga, membrana s vezanim
proteinima je preko noci inkubirana s primarnim antitijelima (Anti-6X His tag antibody; Abcam,
SAD) u kadici koja ne propusta svjetlost (pri 4 “C i 100 rpm). Nakon ove inkubacije, uklonjena je
otopina primarnih antitijela njihovim ispiranjem na nacin da je membrana uronjena u 10-15 mL 1X
TBST pufer, te tako uronjena ostavljena na rotacijskoj mjesalici (pri sobnoj temperature i 100 rpm
kroz 10 min). Postupak ispiranja je ponovljen sveukupno 3 puta. HRP reakcija je provedena
pomocu supstrata i otopina kita Pierce™ Western Blotting Substrate Kit, prema uputama
proizvodaca (ThermoFischer Scientific, SAD). Kemiluminiscencija formiranog kompleksa protein-

antitijelo detektirana je pomocu uredaja G:BOX (Syngene, Indija).

2.2.13. Prociséavanje proteina brzom tekuéinskom kromatografijom

Tekucinska kromatografija je metoda koja se koristi za razdvajanje sastojaka otopljenih u
otopini i to na temlju interakcija svakoga sastojka sa stacionarnom fazom kromatografske kolone.
ProciS¢avanje proteina brzom tekuéinskom kromatografijom (engl. Fast Protein Liquid
Cromatography, FPLC) je vrsta srednjotlatne tekucinske kromatografije visoke razluCivosti i
reproducibilnosti, a razvijena je za brzo odjeljivanje proteina (Pontis, 2017). Ovu metodu
karakterizira relativno brzi protok mobilne faze kao i biokompatibilnost s vodenim puferskim
sustavima (mobilna faza) i stacionarnim fazama, koje se uobiCajeno koriste kod tekucinske
kromatografije. Ove stacionarne faze nacinjene su od relativno malih nosaca (kuglica) i imaju
veliki kapacitet za vezivanje specifinih otopljenih molekula u staklenim ili plasticnim kolonama

(Madadlou, 2012).
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Princip. Afinitetna kromatografija se temelji na specifitnom vezanju proteina za odredeni
ligand. Plazmid pET22b(+) u kojeg su insertirani TeleLPMO i OseLPMO sadrzi parove baza, koje
kodiraju za His-tag (poglavlje 1.3.). Osim vezanja specifi¢nih antitijela (vidi poglavlje 2.2.12.), ovaj
se tag koristio i za procCi§¢avanije ciljnih proteina pomocu afinitetne kromatografije. Prednosti ove
metode su visoki afinitet i specificnost vezanja His-tag-a za dvovalentne metalne ione u koloni pri
neutralnoj pH vrijednosti otopine. U ovome istrazivanju koriStena je afinitetna kolona s
dvovalentnim ionima nikla. Proteini s His-tagom vezu se s ionima nikla, dok ostali proteini iz
smijese prolaze kroz kolonu (ili se nespecifi¢no vezu, ali se lako ispiru iz kolone pomocu pufera).
Specifi€no vezani proteini mogu se eluirati koristeci pufer s dodatkom imidazole, koji konkurira za
vezanje s ionima nikla. Time dolazi do eluacije rekombinantnih proteina s kolone, koji su u samo
jednom koraku izdvojeni od ostalih proteina smjese.

Postupak. Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (25 mL; poglavlje 2.2.9.) nanesen
je na kolonu (HisTrap™ HP, 3 mL, GE Healthcare, SAD) kromatografskog uredaja (AktaPrime,
Amersham Biosciences, Ujedinjeno Kraljevstvo). Nakon nano$enja supernatanta na kolonu,
provedeno je ispiranje nespecific(no vezanih proteina 50 mM K-fosfatnim puferom, pH 7,4.
Linearna eluacija (0-100%) specificno vezanog proteina s His-tag-om nacinjena je pomocu 50
mM K-fosfatnog pufera s 500 mM imidazolom, pH 7,4 uz protok mobilne faze od 1,0 mL/min.
Prikupliene frakcije (3,0 mL) su koncentrirane (poglavlje 2.2.14.), odredena je koncentracija

proteina (poglavlje 2.2.10.), kao i enzimska aktivnost ovako izdvojenih enzima (poglavlje 2.2.15.).

2.2.14. Koncentriranje proc€iS¢enog proteina i inkubacija s ionima bakra

Nakon prociS¢avanja enzima (poglavlje 2.2.13.), prikupljene su tri razli€ite frakcije, koje su
sadrzavale proteine od inetersa - TeleLPMO i OseLPMO, te su koncentrirane do konaénog
volumena od 3,0 mL pomo¢u membranskih epruveta za koncentriranje (10 kDa MWCO,
Sartorius, Njemacka) centrifugiranjem (4 °C, 4000 rpm, 3 x 10 min; 5810R, Eppendorf,
Njemacka). Alikvotima koncentriranih uzoraka prociSéenog proteina je dodana otopina bakrovog
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sulfata (CuSQO4, 500 pM) do kona&ne koncentracije ove otopine od 50 umol/L s ciliem zasicenja
aktivhog mjesta enzima bakrovim ionom. Ovako priredeni uzorci su inkubirani preko no€i pri 4 °C.
Nakon toga, suviSak nevezanih bakrovih iona je uklonjen i proteinu je izmijenjen pufer (50 mM K-
fosfatni pufer, pH 7,4) pomoéu membranskih epruveta za koncentriranje (10 kba MWCO,
Sartorius, Njemacka) centrifugiranjem (4 °C, 4000 rpm, 3 x 10 min; 5810R, Eppendorf,

Njemacka). Ovako priredenom enzimu odredena je aktivnost (poglavlje 2.2.15.).

2.2.15. Metoda za odredivanje aktivnosti proteina

Cinjenica koji znatno otezava odredivanje aktivnosti LPMO je prirodni &vrsti polimerni
netopljivi supstrat. Dodatno, produkti enzimski katalizirane reakcije trebali bi biti spojevi niske
molekulske mase, koji su topljivi u puferima i za koje se mogu dobaviti standardi, $to u sluc¢aju
celuloze kao supstrata i oligo- i disaharida kao produkata nije uvijek tako. Odredivanje aktivnosti
LPMO visokoucginkovitom tekuéinskom kromatografiom (eng. High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) spregnutom s spektrometrijom masa (eng. Mass Spectrometry; MS)
(HPLC-MS) moze dati vrlo detaljan uvid u cijeli spektar produkata formiranih tijekom enzimske
razgradnje celuloze, ali zahtjeva kompleksnu pripremu uzoraka i vremenski je intenzivan
(Frommhagen i sur., 2017).

Stoga je u ovome istrazivanju za odredivanje aktivnosti LPMO optimirana i koriStena brza,
jednostavna i osjetljiva spektrofotometrijska metoda. Kao supstrat koriSten je analog - 2,6-
dimetoksifenol (2,6-DMP), a kao (ko-)supstrat - H.O., (umjesto O,) (Bissaro i sur., 2018;
Breslamayr i sur., 2018). U LPMO kataliziranoj reakciji iz ovih se supstrata kao produkti dobiju
2,6-dimetoksifenol radikal i voda (Slika 5.). Kako ovi radikali dimeriziraju (hidrocerulignon), LPMO
moze ovaj dimer nanovo oksidirati i u reakciji oksidacije hidrocerulignona nastaje cerulignon, spoj

koji apsorbira svjetlost pri 469 nm, $to se moze pratiti spektrofotometrijski.
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Slika 5. Shematski prikaz LPMO katalizirane oksidacije 2,6-DMP do 2,6-dimetoksifenol radikala
(koji formira dimer hidrocerulignon) i vode, i naknadna oksidacija ovoga hidrocerulignona do
cerulignona.

Prema opisanome principu su odredene aktivnosti dvaju eksprimiranih i procis¢enih
LPMO - TeleLPMO i OseLPMO.

Postupak. Reakcijska smjesa je na€injena od 2,6-DMP (kona¢na koncentracija 1,0 mM),
H>0: (konacna koncentracija 1,0 mM) i LPMO u 50 mM K-fosfatnom puferu, pH 7,4, do kona¢nog
volumena ove smjese od 200 pL. Enzim je dodan na kraju i odmah nakon toga je zapoceto
odredivanje apsorbancije pri 469 nm (Asee; BioTek Instruments, SAD) kroz narednih 20 minuta.
Aktivnost LPMO je procijenjena iz pocetnog linearnog dijela dobivenog pravca. Kao kontrole
koristile su se reakcijske smjese (1) bez dodatka enzima i (2) uz dodatak enzima ali i s dodatkom
inhibitora enzimske aktivnosti - etilen diamin tetra octene kiseline (EDTA; kona¢na koncentracija
5,0 mM). Naime, u ovoj posljednjoj reakcijskoj smjesi EDTA formira stabilan kompleks s ionima

bakra i na taj nain onemogucéava aktivhost LPMO (koja ne iskazuje aktivnosti bez iona bakra).
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REZULTATI | RASPRAVA

Aktivnost relativno nove skupine enzima - litickih polisaharidnih monooksigenaza (LPMO),
znacajno je promijenila biotehnoloSke strategije za enzimsku razgradnju najdostupnijin prirodnih
biopolimera - celuloze i hitina. LPMO se mogu vezati na povrSinu kompleksnih biopolimera —
supstrata/sirovina i ovdje kataliziraju oksidativho cijepanje glikozidnih lanaca. Tako njihova
aktivnost zapravo predstavlja inicijalni proces, koji onda omogucava aktivnost drugih enzima u
smislu razgradnje ovih slozenih susptrata, npr. aktivhost endoglukanaza, celulaza ili hitinaza
(Askarian i sur., 2021). SinergistiCka aktivnost LPMO i glukozil hidrolaza znatno olakSava
razgranju ovih biljnih supstrata. Nedavno istrazivanje je pokazalo da se primjenom smjese
razli€itih glukozil hidrolaza u razgradnji lignoceluloznih supstrata, uklju€ujuéi i LPMO, dobije ¢ak
60 % vise glukoze u usporedbi s prinosom glukoze, koja se dobije primjenom smjesa enzima koje
ne sadrze ovaj kljuéan enzim (LPMO; Miller i sur., 2015). Razvoj i optimizacija inovativnih
biotehnoloskih procesa za konverziju kompleksnih supstrata iz biljne biomase otvara nove

mogucnosti u razvitku odrZivih i obnovljivih izvora energije (Fushinobu, 2014).

Kroz posljednjih pet godina mnogostruko se unaprijedilo znanje o bioloSkim funkcijama i
rasprostranjenosti LPMO u svim trima domenama Zivota (Archea, Eubakterija, Eukarioti).
Ponajprije se smatralo da su LPMO fungalnog podrijetla i da je njihova jedina uloga razgradnja
kompleksnih biopolimera. Nakon toga je utvrdena vaznost ovih enzima u svim domenama Zivota
s raznovrsnim ulogama, kao npr. virulentnost bakterije P. aeruginosa, koja moze oksidirati hitin i
prezivjeti u krvi Covjeka (Askarian i sur., 2021). Shukla i sur. (2016) su identificirali LPMO iz paprati
Tectaria macrodonta. Izolacija i karakterizacija LPMO u dodatnom carstvu postavili su pitanje o

rasprostranjenosti i bioloSkim funkcijama ovih enzima u biljnim organizmima.
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Kako bi se upoznali s ulogama LPMO i eventualno definirali njihov potencijal za
biotehnolosku upotrebu, kljucno je bilo istraziti postoje li LPMO i u drugim biljnim ogranizmima ili
je paprat T. macrodonta individualan slu¢aj. Nadalje, bilo je potrebno potvrditi aktivnost
identificiranih LPMO enzima. Medutim, za provodenje daljnjih istrazivanja, nuzno je osmisliti
funkcionalne strategije rekombinantne ekspresije ovih enzima u modelnim organizmima (npr. E.
coli) s ciliem njihove ekspresije i karakterizacije. Stoga su u ovom istrazivanju koristeni razliiti
bioinformaticki alati i baze podataka (PDB, 1KP, IMBT TU Graz - neobjavljeni podaci), kako bi
ustanovili primarnu sekvencu i strukturu jedinog poznatog LPMO enzima - Tmal2 (poglavlje
2.1.1.), zatim da bi se utvrdila homologija primarne sekvence ovoga proteina s primarnim
sekvencama potencijalnih LPMO iz paprati (poglavlja 2.1.3. i 2.1.4.), nacinilo filogenetsko stablo
(poglavlje 2.1.5.) i odredile aktivnosti dviju potencijalnih eksprimiranin LPMO - OseLPMO i

TeleLPMO.

1. Koristenje bioinformatickih alata i baza podataka

1.1. Primarna sekvenca i struktura Tmal2

Protein Tmal2 bio je polazna to¢ka ovoga istrazivanja, jer je jedino ovaj LPMO iz paprati
T. macrodonta identificiran i izoliran (Shukla i sur., 2016) te sekvencioniran i dodatno opisan u
viSe detalja (Yadav i sur., 2019). Naime, Shukla i suradnici (2016) su identificirali ovaj novi enzim
iz jestive paprati T. macrodonta, koja je Siroko rasprostranjena na podrucju Indije. Ova vrsta
paprati razvila je otpornost na utjecaj moljca (Besimia tabaci), koji uzrokuju veliku Stetu na
usjevima i to (a) direktno - sisanjem floemskog soka, Sto rezultira ranim uvenucem biljke,
usporavanjem njezina rasta i gubitkom prinosa biljne biomase, te (b) indirektno - prenoseci viSe
od 200 biljnih virusa, koji mogu uzrokovati potpuni gubitak prinosa ove paprati. Do sada je poznato

vise od 1550 vrsta moljaca, koji obitavaju na svim kontinentima, a uzrokuju propadanje Sirokog
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spektra razli€itih biljaka. Stoga su izuzetno vazni rezultati ove istrazivacke grupe iz Indije, koja je
identificirala Tma12, za kojega je utvrdeno da je glavni uzrok otpornosti ove vrste paprati. Zbog
toga je gen za Tmal2 eksprimiran u transgenom pamuku, koji je pokazao sli€nu otpornost prema
moljcima kao i T. macrodonta. Pokazano je da Tmal2 u paprati T. macrodonta inhibira razvoj
larvi. Jedna hipoteza sugerira da Tma12 sudjeluje u razgradnji hitina, polimera koji €ini vanjsku
ovojnicu li¢inki bijelih musSica, dok druga hipoteza opisuje inhibicijsko djelovanje reaktivnih
oksidacijskih spojeva (engl. reactive oxygen species), koji nastaju u reakcijama koje katalizira

Tmal2, na razvoj larvi.

Naknadno je odredena primarna sekvenca ovoga proteina i naginjena je kristalna struktura
Tmal2 (Yadav i sur., 2019). Pretrazivanjem dostupnih podataka (poglavlje 2.1.1.) o Tma12,
pronadena je primarna sekvenca (21,51 kDa; Tablica 8.) i kristalna struktura ovoga proteina u
Protein Data Bank (PDB 61F7). Na temelju strukture ovoga proteina i udjela polarnih aminokiselina
na njegovoj povrsini (kojima se ovaj enzim veze na potencijani supstrat, npr. hitin), Tma12 je
klasificiran u obitelj AA10 proteina. U ovome istrazivanju vizualizirana je trodimenzionalna

struktura Tma12 pomocu programa Pymol (Slika 6.).

46



Slika 6. Struktura Tma12 (PDB 61F7) s ionom bakra (zuto) u aktivnom mjestu i His1 i His101, koji

koordiniraju ovaj kofaktor.

1.2. Odabir homolognih sekvenci

Multidisicplinarni medunarodni konzorcij 1KP generirao je podatke o genomima i
transkriptomima viSe od 1000 razli¢itih biljnih vrsta i ovo je za sada jedina takva dostupna baza
podataka. U ovom istraZivanju iz ove baze podataka ekstrahirane su sekvence mRNA
(transkriptom), koji bi mogli kodirati za homologne LPMO (poglavlje 2.1.2.). Zatim su potencijalno
LPMO kodirajuce sekvence pomocu programa MUSCLE i HMMER (poglavlja 2.1.3 i 2.1.4.)
poravnate sa sekvencom mRNA, koji kodira za Tmal2. Dodatno, sekvenca Tmal2 gena je
poravnata sa sekvencama odredenih bakterijskih vrsta, koji sadrze i mMRNA za LPMO (Institut za
Molekularnu Biotehnologiju, IMBT, TU Graz, neobjavljeni podaci). Sekvence brojnih
(mikro)organizama su pokazale visoku homologiju sa sekvencom Tmal2. Medutim, u konacnom

odabiru znacajnih homologa klju¢na je bila prisutnost dvaju histidina, koja u aktivnom mjestu
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LPMO koordiniraju kofaktor - ion bakra. Zbog toga su pojedina¢no poravnate svaka od odabranih
sekvenci potencijalnin LPMO i to s ciljem potvrdivanja homologije odabrane sekvence s Tmal2 i

identifikacije dvaju histidina (Slika 7.).

SmLEMD HEYVESPASRAYQUCRLOINTQCGSVQYE-——————————————— POSVEGLEGFPQAGERAD 43
Tmald HEGSMEDFISEVYRCE &
SmLFMO GHIAS 104
TmalZ GRLCSAGRFEYRCLD-LARSDWIATPLPSERSSERE 11
SmLEMO RELTRASFDLTPFCOFNDGEAT PAROVTHOQCNIPADRSCGSHVILAVWDIADTANAFYQAT 1ad
Tmald VPLEWADLEELFFINVINPFLVS-G5YQITGTTPSGESGSHLIYVIWQRTDSPFEAFYSCS 17
SmLEMO DVNLSE 170

TmalZ FYFT— 183

Slika 7. Poravnate primarne sekvence Tma12 i ve¢ poznate LPMO iz bakterije Serratia

marcescens (SmLPMO).

Na temelju ovako dobivenih podataka identificirano je viSe od 40 do sada
neokarakteriziranih potencijalnih LPMO iz paprati. Ove su LPMO sekvence koriStene za daljnje

istraZivanje.

1.3. Konstrukcija filogenetskog stabla

Uvid u evolucijsku povezanost LPMO pokazuje njihove odnose unutar ove obitelji enzima,
Sto zapravo pomaze u razumijevanju njihove specificnosti i omogucava da se pretpostave
potencijalne uloge ovih enzima s do sada nedefiniranim aktivnostima. Dodatno, na temelju ovoga
uvida metodama proteinskog inZzenjerstva mogu se optimirati odredene karakteristike odabranih
LPMO i tako prilagoditi za eventualnu primjenu u biotehnolo$koj industrijskoj proizvodnji. Book i
sur. (2014) su konstruirali filogenetsko stablo LPMO, kako bi pronasli homologe i zajedni¢kog
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pretka LPMO enzima iz obitelji AA9 i AA10. Komparativha analiza sekvenci i strukturnih
karakteristika homolognih LPMO pokazala je njihovu veliku medusobnu strukturnu sli¢nost.
Medutim, odabranim LPMO nedostaje homologija sekvenci i to izvan aktivnog mjesta ovih
enzima. Dobiveni rezultati ukazuju na postojanje razli¢itih klada unutar LPMO obitelji i
pojedina¢ne klade LPMO imaju specifiéne afinitete prema razli€itim supstratima te kataliziraju
reakcije na razli¢itim C atomima supstrata (C1, C4 ili C1/C4). Takoder je utvrdeno da enzimi iz
obitelji AA9 i AA10 imaju zajedni¢kog evolucijskog pretka. Nadalje, usporedbom viSe od 10 000
sekvenci LPMO iz sedam razli¢itih AA obitelji, utvrdeno je da su enzimi unutar LPMO superobitelji
nekoliko puta neovisno evoluirali, ¢ime se mijenjao afinitet ovih enzim prema razliCitim

supstratima (Voshol i sur., 2019).

U ovom znanstvenom istraZivanju mRNA i proteinske sekvence potencijalnin LPMO su
analizirane iz evolucijske perspektive (MEGA program; poglavlje 2.1.5.) i tako je konstruirano prvo

takvo filogenetsko stablo srodnih LPMO s Tmal2 (Slika 8.).
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Aktinobakterije
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Aktinobakterije

Proteobakterije

Slika 8. Filogenetsko stablo srodnih LPMO s Tmal2 (Tmal2 je oznaen crvenom strelicom)
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U konstrukciji ovoga filogenetskog stabla koristene su sekvence iz interne baze podaka,
koja sadrzi viSe od 170 sekvencioniranih bakterijskin genoma (IMBT, TU Graz, neobjavljeni
podaci). Dobiveni podaci ukazuju da Tmal2 dijeli najviSe homologije s enzimima prodijetlom iz
Gram-pozitivnih aktinobakterija iz reda aktinomiceta, Ciji genomi sadrze visok udjel gvanina i
citozina. Aktinobakterije su Siroko rasprostranjene u vodenim i u kopnenim ekosustavima i dijele
brojne karakteristike bakterija i funga, a imaju vrlo vaznu ulogu u razgradnji komplesnih
biopolimera (Dhakal i sur., 2017; Anandan, 2016). Na temelju rezultata dobivenih u ovome
istrazivanju moze se zakljuciti da Tma12 ima vrlo visoku homologiju s bakterijskim LPMO u
usporedbi s LPMO iz eukariota. Ova Cinjenica postavlja kljuéno pitanje vezano uz evolucijsko

podrijetlo Tmal2.

1.4. LPMO iz paprati

Kristalne strukture dvaju proteina - Tma12 i SmLPMO (PDB 2BEM) su usporedene u
Pymol programu (Slika 9.). Usporedbom njihovih struktura utvrdeno je da Tma12 dijeli visoku
homologiju s enzimom bakterijskog podrijetla (SmLPMO), dok je homologija primarnih sekvenci
izrazito niska (~25 %). Daljnjom analizom ovih dviju sekvenci mozZe se zakljuciti da su petlje u
blizini aktivnog mjesta enzima Tma12 zasluzne za specificno prepoznavanje supstrata i vezanje
enzima na prepoznati supstrat. Izrazita evolucijska srodnost Tmal2 s bakterijskim LPMO zapravo
postavlja pitanje zajednic¢kog pretka LPMO i ukazuje na moguénost horizontalnog prijenosa gena

s bakterija na paprati u dalekoj proSlosti planete Zemlje.

51



Slika 9. Usporedba trodimenzionalne strukture Tma12 (zeleno) i SmLPMO (ljubi¢asto) s ionom

bakra (plavo)

Horizontalni transfer gena (engl. Horizontal Gene Transfer, HGT) se moze definirati kao
prijenos gena iz jednog (mikro)organizma na drugi (mikro)organizam bez uobi¢ajenog prijenosa
gena s roditelja na potomstvo (Vertical Gene Transfer, VGT), a uklju¢uje mehanizme prijenosa:
transformacije, transdukcije, konjugacije i, nedavno otkrivenog transfera, pomoéu nanocjevcica
(Dubey i sutr., 2011). Medu bakterijama, HGT igra kljuénu ulogu u evolucijskoj dinamici. lako je
HGT detektiran i kod eukariota, mehanizam prijenosa gena iz bakterijskih mikroorganizama u

eukariote je joS uvijek nedovoljno pojasnjen.

1.4.1. Odabir sekvenci LPMO za ekspresiju gena u E. coli

Usporedbom mRNA sekvenci iz biljaka (1KP; poglavlja 2.1.2., 2.1.2. i 2.1.3) identificirano

je viSe od 40 sekvenci, koje kodiraju za potencijalne LPMO (Slika 10.).
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Slika 10. Filogenetsko stablo srodnosti potencijalnih LPMO iz paprati s Tmal2 (izdvojen dio
prethodno prikazanog filogenetskog stabla, Slika 8.). Strelice pokazuju polozaj Tma12 (crvena),

LPMO iz Thyrsopteris elegans (TeleLPMO; Zuta strelica) i LPMO iz Onoclea sensibilis

(OseLPMO; plava strelica).

Na temelju ove analize odabrane su dvije potencijalne LPMO iz paprati - jedna iz
Thyrsopteris elegans (TeleLPMO) i druga iz Onoclea sensibilis (OseLPMO). Paprat T. elegans je
jedina danas zivuéa vrsta paprati iz porodice Thyrsopteridaceae. Smatra se da se ova paprat
rasprostranila tijekom mezozoika. Fosili T. elegans, koji datiraju iz razdoblja krede, pronadeni su
na kopnu Cilea u Juznoj Americi, no danas je ova vrsta endem otogja Juan Fernandez, Cile
(Matos, 2006). Na konstruiranom filogenetskom stablu moZe se uoditi da sekvenca TeleLPMO
dijeli visoku homologiju s Tmal2 (Slika 10.), Sto je zanimljivo s obzirom na podrijetlo i
rasprostranjenost ove paprati (Juzna Amerika) s obzirom na rasprostranjenost T. macrodonta
(Indija). Stoga je upravo ova sekvenca (TeleLPMO) odabrana za rekombinantnu ekspresiju u
stanicama E. coli. Druga odabrana sekvenca je sekvenca OseLPMO (iz paprati Onoclea

sensibilis). Fosili koji datiraju od prije 60 milijuna godina nalikuju na danas poznatu vrstu ove
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paprati, to sugerira da je bas ova vrsta prezivjela relativno nepromijenjena jo$ od paleoceanske

epohe. Ova autohtona vrsta paprati raste na vlaznim podrucjima sjeveroistoka Kanade i

Sjedinjenih Americ¢kih Drzava. Osim geografske udaljenosti paprati Onoclea sensibilis od

podrucja rasprostranjenosti paprati T. macrodonta, OseLPMO takoder karakterizira udaljenost od

Tmal2 u filogenetskom stablu (Slika 10.). Dakle, odabrane su dvije sekvence za ekspresiju u E.

coli, pri ¢emu jedna sekvenca (TeleLPMO) ima visoku homologiju, a druga sekvenca (OseLPMO)

nisku homologiju s Tmal2 (Tablica 8.). Stoga bi se uspjeSnom rekombinantnom ekspresijom ovih

dviju sekvenci po prvi puta potvrdila hipoteza o globalnoj rasprostranjenosti LPMO biljnog

podrijetla, kako je to i nainjeno u ovome radu.

Tablica 8. Primarna struktura Tmal2 i dviju potencijalnin LPMO - TeleLPMO i OseLPMO.

Enzim

Slijed aminokiselina

Tmal2

HGSMEDPISRVYRCRLENPERPTSPACGAAVALSGTGAFYDWNEVNIPNAAGR
HRELIPDGGLCSAGRFKYRGLDLARSDWIATPLPSGASSFPFRYIATAAHLGFFE
FYVTREGYQPTVPLKWADLEELPFINVTNPPLVSGSYGITGTTPSGKSGSHLIYV
IWQRTDSPEAFYSCSDVYFT

TeleLPMO

MKKSWGVVVVWVAILLLCLLGVASGHGSMQDPISRVYNCYLEGPERPTSPACQA
VVALGGTQPLYDWNEVNLANANGRHRELIPDGMLCSAGRLKYQGLDLARADW
PATSLSSGVAYTFLYRVTASHLGFFEFYVTRDSYDPTQPLTWADLEDSPFISITN
PTTVGTTLGNAYQIPGTTPAGKSGRHLIYVIWQRSDSAEAFYSCSDIDFSSDALI

SLRSAVL

OselLPMO

MVLCGSGLLGVASGHGSMEDPISRVYNCYLENPESPTSAACQAAVALSGAQAF
YDWNEVNLADAAGRHRELIPDGQLCSAGREKYQGLDLARSDWTATSLSSGVSF
TYLYKATAPHLGFFEFYVTKDGYEPTEPLKWADLEDSPFINVTDPTLVSGSYQIP

GTTPSGKSGRHLIYVIWQRSDSPESFYSCSDVDFDVDALSLHSTT
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2. Umnazanje i restrikcija pET22b(+) plazmida i LPMO gena
2.1. Transformacija E. coli i izolacija pET22b(+) plazmida i LPMO gena

Sintetizirani su geni za TeleLPMO i OseLPMO (ATG Biosynthetics; Merzhausen,
Njemacka), insertirani u pET22b(+) plazmid s kojim su transformirane kemijski kompetentne
stanice soja E. coli TOP10. Transformirane stanice su uzgojene na selektivnoj (ampicillin) LB
hranjivoj podlozi (Slika 11.) i uzgojene su prekono¢ne kulture, iz kojih je izoliran ovaj plazmid s
odgovaraju¢im genom (TeleLPMO ili OseLPMO), kako je sve podrobno opisano u poglavljima
2.2.1.12.2.2. i prikazano na slici 11. Potvrdena je sekvenca pET22b(+) s TeleLPMO ili OseLPMO
(Microsynth AG; Balgach, Svicarska) i odredena je koncentracija plazmidne DNA (poglavlje

2.2.3).

Slika 11. Transformirane stanice E. coli TOP10 s pET22b(+)_TeleLPMO (a) ili OseLPMO (b)

porasle na selektivnoj (ampicillin) LB hranjivoj podlozi.
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75 bp

Slika 12. Agarozni gel s fragmentima pET22b(+) (6081 bp; jazice 2, 314 )i LPMO genima: Tmal2
(jazica 2), TeleLPMO (jazica 3) i OseLPMO (jaZica 4); negativha kontrola je restrikcijski netretirani
pET22b(+) (sporiji prolazak kroz matricu agaroznog gela, pa je vrpca iznad 6081 bp; jazice 5i 6),

standard (GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder) (jaZica 1).

Kako je veli¢ina linearne mRNA sekvence Tma12 651 bp (NCBI JQ438776), oCekivano
su veli¢ine homolognih sekvenci TeleLPMO i OseLPMO sli¢ne veli€ini sekvence Tma12 (jazice

2,3i4).
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3. Ekspresija i proc¢iS¢avanje rekombinantnih LPMO enzima

3.1. Kultivacija E. coli BL21(DE3) s pET22b(+)-TeleLPMO ili OseLPMO i izolacija

eksprimiranih LPMO

Nakon uspjeSne transformacije elektrokompetentnog soja E. coli BL21(DE3) (poglavlje
2.2.8.) i uzgoja ovih stanica na selektivnoj (ampicillin) LB podlozi, uzgojene su prekonoéne kulture
kao inokulum za uzgoj ovih suspenzija u ve¢em mijerilu i izolaciju LPMO, kako je ve¢ opisano u
poglavlju 2.2.9. Odredena je koncentracija izoliranih proteina (poglavlje 2.2.10.) te je procijenjena
uspjednost procis¢avanja heterolognih proteina i procijenjena molekulska masa denaturiranih

proteina (Slika 13.).

TeleLPMO OselLPMO TeleLPMO OselLPMO

— TR

MW (kDa) MW (kDa)
180 180
70
70
45 45
15 15
10 10

Slika 13. SDS-PAGE proteina tijekom ekspresije i prociS¢avanja TeleLPMO i OseLPMO: (a)
jazica 1, standard (PageRuler™ Protein Ladder); jaZica 2, supernatant nakon razbijanja stanica s

TeleLPMO; jazica 3, supernatant nakon razbijanja stanica s OseLPMO; (b) jazica 1, standard
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(PageRuler™ Protein Ladder); jaZica 2, TeleLPMO (< 25 kDa), inducirana kultura IPTG-om; jaZica
3, neinducirana kultura IPTG-om; jazica 4, OseLPMO (< 25 kDa), inducirana kultura IPTG-om;

jazica 5, neiducirana kultura IPTG-om.

3.2. Pro¢isSéavanje eksprimiranih LPMO i potvrda ekspresije ovih heterolognih proteina
3.2.1. Proéiséavanje LPMO brzom tekuéinskom kromatografijom

Kromatografske metode koje se Cesto koriste za prociSéavanje LPMO su: (i) afinitetna
kromatografija (Vaaje-Kolstad i sur., 2005), (ii) gel filtracija (Karkehabadi i sur., 2008) i (iii) ionsko-
izmjenjivaCka kromatografija (Christensen i sur., 2021). U ovom istrazivanju koriStena je afinitetna
kromatografija za izdvajanje rekombinantnih LPMO (TeleLPMO i OseLPMO) od preostalih
proteina iz stanicnog ekstrakta (poglavlje 2.2.13.). Brza tekucinska kromatografija (FPLC)
omogucava reproducibilno izdvajanje proteina uz relativho velike brzine protoka (Madadlou,
2010). Uz oba LPMO gena (TeleLPMO i OseLPMO) dodana je sekvenca koja kodira za His-tag i
to na C-kraju eksprimiranih proteina. Stoga su ovi proteini izdvojeni i pro€iséeni u jednom koraku
na temelju afiniteta histidina prema metalnim ionima nikla (Hemdan i sur., 1989; Gutiérrez i sur.,
2006). LPMO s His-tagom su eluirani s kolone dodavanjem imidazola, koji se s ve¢im afinitetom

veZe na ione nikla u koloni. Kromatogrami nisu prikazani.

3.2.2. Potvrda ekspresije TeleLPMO i OseLPMO Western blot metodom

Kako su eksprimirani LPMO biljnog podrijetla, oCekivano je da ¢e ovi proteini imati
molekulsku masu sli€énu molekulskoj masi Tma12 (21,51 kDa), Sto je potvrdeno Western blot

metodom (Slika 14.).
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Slika 14. Analiza heterolognih LPMO - TeleLPMO i OseLPMO Western blot metodom. JaZica 1,
standard (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder), jazica 2, TeleLPMO (< 25 kDa), jazica 3, OseLPMO

(< 25 kDa)

3.3. Odredivanje enzimske aktivnosti TeleLPMO i OseLPMO

SpecifiCnost reakcija koje kataliziraju LPMO zapravo diktira metode za odredivanje njihove
aktivnosti uz koriStenje supstrata - netopljivih kristalinicnih polimera, koji se u ovako kataliziranim
reakcijama mogu razgraditi do topljivih oligomera (Kojima i sur., 2016). Identitet i koncentracija
produkata ovih reakcija mogu se odrediti spektrometrijom masa (Vajee-Kolstat i sur., 2010) ili
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC; Westereng i sur., 2013). Ove su
metode vremenski zahtjevne i mogu identificirati produkte enzimske reakcije niske molekulske
mase, koji su topljivi. Kod ovih dugotrajnih i zahtjevnih metoda, supstrati - biopolimeri se najceS¢e
inkubiraju u reakcijskim smjesama s LPMO pri definiranim uvjetima kroz dulje vremensko
razdoblje (€ak i do jednog dana), nakon ¢ega je moguca kvantifikacija Sirokog spektra produkata
— razliCitih topljivih oligomera. Dodatno, kod odredivanja aktivnosti celulaza najceS¢e se kao
supstra koristi celuloza, koja se prethodno tretira fosfornom kiselinom. Ovako priredena celuloza

nije prirodan supstrat za LPMO, pa je ovako odredena enzimska aktivnost zapravo podcijenjena.
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Naredna metoda, koja se takoder moze koristiti za procjenu aktivnosti LPMO, je NMR. Ovom se
metodom uspjeSno mogu identificirati produkti enzimske reakcije, ali se ne moze odrediti

aktivnosti ovih enzima u klasiénom smislu (Isaksen i sur., 2014).

Stoga je u ovom istrazivanju koriStena brza i jednostavna spektrofotometrijska metoda za
odredivanje aktivnosti heterolognih LPMO (Breslmayr i sur., 2018). Ova se metoda zasniva na
koriStenju analoga supstratu - 2,6-DMP i kosupstrata H>O-, kako je u detalje opisano u poglavlju
2.2.15. Ovom se metodom odreduje peroksid-ovisna i supstrat-neovisna aktivhost LPMO, pri
¢emu se zapravo odreduje integritet aktivnog mjesta LPMO. Dakle, u ovoj reakcijskoj smjesi
LPMO katalizira oksidaciju supstrata (2,6-DMP) i tako formiranog 2,6-dimetoksifenol radikala do

produkta — cerulignona, koji apsorbira svjetlost valne duljine 469 nm.

Kako su TeleLPMO i OseLPMO eksprimirani kao apoenzimi (Staiano i sur., 2013),
potrebna je njihova inkubacija s CuSO, - izvorom Cu?* iona, ¢ime je omoguc¢eno formiranje
holoenzima (poglavlje 2.2.14.). Kako ioni bakra interferiraju s apsorbancijom svjetlosti pri 469 nm,
nakon formiranja holoenzima uklonjeni su nespecifi¢no vezani Cu?* ioni (poglavlje 2.2.15.). Nakon
toga je bilo moguée odrediti aktivhost heterolognih TeleLPMO i OseLPMO ovom brzom

spektrofotometrijskom metodom (Slike 15. i 16.).
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Slika 15. Povec¢anje apsorbancije reakcijske smjese za odredivanje aktivnosti TeleLPMO pri 469

nm (Ase9; AU) tijekom vremena (t, min) kao posljedica povecanja koncentracije produkta

cerulignona (e). Kontrole: reakcija bez enzima (V) i reakcija s EDTA (e).
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Slika 16. Povecanje apsorbancije reakcijske smjese za odredivanje aktivnosti OseLPMO pri 469

nm (As9; AU) tijekom vremena (t, min) kao posljedica povecanja koncentracije produkra

cerulignona (e). Kontrole: reakcija bez enzima (V) i reakcija s EDTA (e).
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U oba slu€aja, moze se uoditi zna€ajan porast Asss. Buduci da se odredila aktivhost dosad
neokarakteriziranin LPMO, kontrolnim eksperimentima potvrdeno je da supstrat ili kosupstrat
nemaju utjecaja na odredivanje aktivhosti ovom metodom. Dakle, peroksidazna aktivnost
uspje$no eksprimiranih i pro€iS¢enih holoenzima TeleLPMO i OseLPMO iz dviju vrsta paprati
posjeduju aktivnost i tipicne su LPMO. Nakon karakterizacije Tma12, ovo su prva takva
istrazivanja i temeljita karakterizacija dvaju LPMO, koji imaju potencijal za primjenu u

biotehnoloskoj industrijskoj proizvodniji.
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ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata opisanih u ovome radu, moze se zakljuciti, kako slijedi:

1. Po prvi puta je usporedeno 170 odabranih sekvenci bakterijskih litickih polisaharidnih
monooksigenaza (LPMO) i potencijalnih bilinih LPMO s jedinom do sada poznatom
sekvencom LPMO iz paprati Tectaria macrodonta (Tma12) i nacinjeno je filogenetsko
stablo srodnosti ovih biljnih proteina.

2. Odabrane su dvije potencijalne LPMO iz paprati - jedna iz Thyrsopteris elegans
(TeleLPMO), koja dijeli visoku homologiju s Tmal2, i druga iz Onoclea sensibilis
(OseLPMO), koja ima nisku homologiju s Tmal2, i ova dva heterologna proteina su
uspjeSno eksprimirana u stanicama E. coli BL21 (DE3). Porijeklo i rasprostranjenost ovih
paprati (Tectaria macrodonta — Indija; Thyrsopteris elegans — Juzna Amerika i Onoclea
sensibilis — Sjeverna Amerika) potvrduje hipotezu o globalnoj rasprostranjenosti LPMO
biljnog podrijetla.

3. Optimizirana je brza i precizna spektrofotometrijska metoda za praéenje aktivnosti ovih
proCiS¢enih enzima, kojom se prati konverzija 2,6-dimetoksifenola u prisutnosti
kosupstrata (H202) u cerulignon, ¢ime se zapravo izbjegla zahtjevna i dugotrajna
kvantifikacija netopljivih prirodnih susptrata (npr. celuloze) i/ili cijelog niza (ne)topljivih
produkata ove enzimske reakcije (polisaharida i oligosaharida). Ovom je metodom
potvrdena peroksidazna aktivnost TeleLPMO i OseLPMO, ¢ime su ova dva enzima
uspje$no okarakterizirana kao tipi¢ni LPMO.

4. Nakon karakterizacije Tmal2, ovo su prva takva istrazivanja i opsezna karakterizacija
dvaju LPMO - TeleLPMO i OseLPMO, koji imaju izuzetan potencijal za primjenu u

biotehnoloskoj industrijskoj proizvodnii.
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SAZETAK
Mirna Larva

Ekspresija Rekombinantnih Litickih Polisaharidnih Monooksigenaza iz Paprati

Kontrolirana enzimska razgradnja izuzetno otpornih biopolimera otvara nove mogucnosti
u koristenju obnovljivih bioloSkih resursa i tako utire put tranziciji gospodarstva temeljenog na
fosilnim gorivima u odrzivo (bio)gospodarstvo, koje se zasniva na obnovljivim izvorima energije.
Nedavno okarakterizirana zasebna grupa enzima - litiCke polisaharidne monooksigenaze (LPMO)
ima klju€nu ulogu u razgradnji organskih polimera iz prirode i time su ovi enzimi izazvali izniman
interes u akademskoj zajednici i biotehnoloSkoj industriji. Aktivnost LPMO obuhvaéa snazan
redoks mehanizam, koji omogucCava dekonstrukciju, dekristalizaciju i razgradnju tesko
razgradljivih prirodnih polisaharida, poput celuloze i hitina. Mehanizam LPMO kataliziranih
reakcija identificiran je kod razli€itih oblika Zivota (npr. virusa, bakterija, gljivica, insekata, biljki).
Novija istraZivanja upucuju na postojanje bioloskih funkcija ovih enzima izvan okvira razgradnje
polisaharidnih supstrata. Jedini dosad okarakteriziran LPMO biljnog podrijetla je enzim iz paprati
Tectaria macrodonta (Tma12), koji je kandidat za primjenu u bioloSkim insekticidima. Naime,
Tma12 moze razgraditi drugi najzastupljeniji biopolimer u prirodi - hitin te se stoga moze primijeniti

u zastiti biljaka i u sprjeCavanju razvoja li¢inki kukaca.

U ovome istrazivanju dostupne RNA sekvence mozebitnih LPMO su preuzete iz razlicitih
baza podataka, formirano je filogenetiCko stablo uz koriStenje sekvence Tma12 kao predlozka i
tako je identificirano viSe od 40 potencijalnih biljnih LPMO. Osim T. macrodonta, odabrane su
dvije dodatne vrste paprati - Onoclea sensibilis i Thyrsopteris elegans kao izvori LPMO, i ovi su
enzimi nazvani OseLPMO i TeleLPMO. Oba LPMO gena (OseLPMO i TeleLPMO), koja kodiraju
za ove enzime, uspjesSno su eksprimirana u bakteriji Escherichia coli BL21(DE3) i proteini su
procis¢eni afinitethom kromatografijom. Razvijena je, optimizirana i primijenjena jednostavna i
brza spektrofotometrijska metoda za praéenje aktivnosti ovih enzima. Tako je, uz Western blot
analizu, ovom metodom potvrdena aktivnost dvaju funkcionalnih heterolognih LPMO - OseLPMO
i TeleLPMO.

Klju€ne rijeci: razgradnja biopolimera, liticke polisaharidne monooksigenaze (LPMO), paprati
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SUMMARY
Mirna Larva

Expression of Recombinant Lytic Polysaccharide Monooxygenases from Ferns

Controlled enzymatic degradation of highly resistant biopolymers opens up new
possibilities in using renewable biological resources, paving the way to transition from a fossil
fuel-based economy to a sustainable (bio)economy based on renewable energy sources.
Recently characterized a separate group of enzymes - lytic polysaccharide monooxygenases
(LPMOs) play a key role in the degradation of organic polymers from nature, and thus, these
enzymes have aroused tremendous interest in academia and the biotechnology industry. LPMO
activity involves a powerful redox mechanism, which enables the deconstruction,
decrystallization, and degradation of difficult-to-degrade natural polysaccharides, such as
cellulose and chitin. The mechanism of LPMO catalyzed reactions has been identified in various
life forms (e.g. viruses, bacteria, fungi, insects, plants). Recent research suggests the existence
of biological functions of these enzymes outside the framework of the degradation of
polysaccharide substrates. The only plant-derived LPMO characterized to date has been the fern
Tectaria macrodonta enzyme (Tmal2), which is a candidate for use in biological insecticides.
Namely, Tmal2 can degrade the second most common biopolymer in nature - chitin and can

therefore be used in plant protection and in preventing the development of insect larvae.

In this study, the available RNA sequences of possible LPMOs were taken from various
databases, a phylogenetic tree was formed using the Tmal2 sequence as a template, and more
than 40 potential plant LPMOs were identified. In addition to T. macrodonta, two additional
species of ferns were selected - Onoclea sensibilis and Thyrsopteris elegans as sources of
LPMO, and these enzymes were named OseLPMO and TeleLPMO. Both LPMO genes
(OseLPMO and TeleLPMO), which encode these enzymes, were successfully expressed in
Escherichia coli BL21(DE3) and the proteins were purified by affinity chromatography. A simple
and fast spectrophotometric method for monitoring the activity of these enzymes has been
developed, optimized and applied. Thus, together with Western blot analysis, this method
confirmed the activity of two functional heterologous LPMOs - OseLPMO and TeleLPMO.

Keywords: biopolymer degradation, lytic polysaccharide monooxygenase (LPMO), ferns
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