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TRUMPINIAI' IR SANTRUMPOS

ar. — aminoragstis

AmpR — atsparumas ampicilinui, angl. resistance to ampicillin

ASR - atviro skaitymo rémelis

bp — baziy poros

Cam' — atsparumas chloramfenikoliui, angl. resistance to chloramphenicol
CRISPR - sutelktos, reguliariai pertrauktos, trumpos palindrominés sekos,
angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats

DNR - deoksiribonukleortigstis

dso — dvigrandés DNR replikacijos pradzios sritis, angl. double strand origin
ETT — elektrotransformacijos terpé

KanR — atsparumas kanamicinui, angl. resistance to kanamycin

kb — kilobazé

KNTazé — kanamicino nukleotidiltransferazé

KSV — kolonijas sudarantys vienetai

LB — Luria-Bertani

MCS — daugybinis klonavimo regionas, angl. multiple cloning site

NB — maitinamasis buljonas, angl. nutrient broth

nt — nukleotidai

NDS — natrio dodecilsulfatas

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

PKS — plazmidés Kopijy skaicius

REazé — restrikcijos endonukleazé

RBS — ribosomos prisijungimo seka, angl. ribosome binding site

RL-kPGR - realaus laiko kiekybiné PGR

R-M — restrikcija-modifikacija

RNazé — ribonukleazé A

rpm — apsisukimai per minutg, angl revolutions per minute

RR —riedancio rato (mechanizmas)

rRNR — ribosominé RNR

sso — viengrandés DNR replikacijos pradzios sritis, angl. single strand origin

SAVOKOS

Bazinis replikonas — plazmidés minimali seka, uztikrinanti jos replikacijg ir
apimanti reguliacines sritis.

Minimalus replikonas — plazmidés minimali sekos dalis, uZztikrinanti jos
dauginimasi, taciau neapimanti reguliaciniy sriciy.

ori — plazmidés seka, nuo kurios yra pradedama jos replikacija.



I[VADAS

Geobacillus  genciai  priklauso  termofilinés, gramteigiamosios,
endosporas formuojancios bakterijos. Pirmieji Sios genties atstovai buvo
i§skirti beveik prie§ Simtg mety (Donk, 1920) ir nuo pat jy atradimo, i§ karto
atkreipé mokslininky démesj kaip modelinis organizmas, tinkamas
lyginamiesiems mezofiliniy ir termofiliniy organizmy fiziologijos ir
metabolizmo skirtumy tyrimams (Amelunxen ir Lins, 1968; Kim ir kt., 2005;
Neilson ir kt., 1959). Véliau Geobacillus genties bakterijos tapo ir
biotechnologijos objektu, potencialiai galin¢iu pagerinti jvairiy bioprocesy
efektyvuma.

Visy pirma geobacilos yra jvairiy svarbiy termostabiliy fermenty
Saltinis. Daugybéje darby yra apraSyti jy gaminami fermentai, kurie gali
praversti tiek pramoniniuose bioprocesuose (proteazés, amilazés, celiulazés,
lipazés), tiek ir molekulinés biotechnologijos darbuose (DNR polimerazes,
atvirkstinés transkriptazés) (McMullan ir kt., 2004, Mead ir kt., 1991, Vellore ir
kt., 2004). Taciau trukstant efektyviy Geobacillus spp. baltymy ekspresijos
sistemy, $§iuo metu placiai naudojami tik keletas is jy.

Kai kuriuose bioprocesuose yra tikslinga naudoti ne atskirus iSgrynintus
fermentus, o visas lasteles, gaminancias rinkinj jvairiy fermenty, reikalingy
tam tikry medziagy biokonversijai. Geobacillus genties lastelés yra vienos is$
parankiausiy tokiy procesy vykdytoju. Sios bakterijos yra nereiklios auginimo
salygoms (yra lengva sudaryti joms reikiamas auginimo salygas), jos pasizymi
didele kataboline jvairove bei geba pasisavinti jvairias maistines medziagas,
iskaitant ir vieng prieinamiausiy planetoje anglies Saltiniy — lignoceliuliozg
(Olson ir kt., 2012). Be to, vykdant kai kuriuos bioprocesus, Siy termofiliniy
bakterijy auginimas auks$toje temperatiroje (50 °C — 70 °C) suteikia joms
pranasuma, lyginant su mezofily biogamybinémis sistemomis (Lin ir Xu.,
2013).

Sios bakterijos gali buti naudojamos ne tik Zmogui naudingiems

bioproduktams gaminti, bet ir aplinkosaugos tikslais. Siuo metu yra Zinomi



Geobacillus genties kamienai, galintys skaidyti jvairius fenolinius junginius
(aptinkamus fungicidy sudétyje), sintetinius organofosfanatus (tokius, Kkaip
herbicida glifosata), alkanus, akrilamidg. Tokie kamienai yra ypa¢ pravartiis
bioremediacijoje, jvairiy organiniy terSaly Salinimui bei atlieky valymui.

Nepaisant didziulio susidoméjimo Siomis bakterijomis, $iuo metu
galima paminéti vos keleta sékmingo jy pritaitkymo pavyzdziy. Pagrindiné
priezastis, apsunkinanti Siy termofily tyrimus ir jy potencialo iSnaudojima, yra
patikimy genetinés transformacijos sistemy triikkumas. Tiek siekiant jgyti Ziniy
apie Siuos termofilus, tiek ir norint juos panaudoti, yra butina turéti efektyvig
metodologija, kuria vadovaujantis biity galima jvesti ar, prieSingai, iSveiklinti
tam tikrus genus, keisti jy metabolinius kelius ir savybes ir galiausiai pagerinti
norimo produkto iSeigg bei padidinti jy vykdomy bioprocesy efektyvuma.

Geneting tam tikro mikroorganizmo transformacijos sistemg sudaro (1)
vektorius, tarnaujantis kaip tam tikro DNR fragmento nesiklis, ir (2) metodas,
naudojamas to vektoriaus pernesimui j lastelg¢ Seimininkg. Vektoriy, tinkamy
Geobacillus genciai, pasirinkimas yra labai ribotas, o tam tikras jy pernasos
metodas yra pritaikytas tik keletui Geobacillus genties kamieny.

Dél to siame darbe buvo sieckiama praplésti Geobacilllus genties

genetines transformacijos galimybes.

Darbo tikslas:

e Sukurti genetine sistemg Geobacillus genties bakterijy transformacijai.
Darbo uzdaviniai:

e Naujy, mazos molekulinés masés, Geobacillus spp. plazmidziy
apibiidinimas.

e Geobacillus genciai tinkamy vektoriy sukiirimas, naudojantis naujai
Siame darbe apraSyty plazmidziy replikonais.

e DNR pernasos i Geobacillus spp. lasteles metodo parinkimas ir jo

optimizavimas.



Darbo mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé:

Siame darbe aprasytos dvi naujos Geobacillus spp. plazmidés: pGTGS ir
pGTD7. Be Siame darbe apraSyty plazmidziy, yra zinomos vos kelios RR
mechanizmu besireplikuojancios Geobacillus genties bakterijy plazmidés
(pSTK1, pTB913). Pati maziausia (tiek i$ Siame darbe tirty, tiek ir apskritai i§
visy apraSyty geobacily plazmidziy) yra pGTG5 plazmidé. Remiantis Sios
plazmidés analize, ji priklauso naujai neapraSytai plazmidziy $eimai, kuriai,
tikétina, budingas replikacijos mechanizmas skiriasi nuo kity bakterijy
plazmidziy Seimy. Darbo rezultatai, gauti analizuojant Sig plazmidg, prisideda
prie plazmidziy biologijos tyrimy.

Antroji tirta plazmid¢ — pGTD7 — yra vienos geriausiai apraSyty
pC194/pUB110 plazmidziy Seimos atstové. Parodyta, kad jos replikonas gali
funkcionuoti ne tik natyviame savo Seimininke, bet ir Geobacillus
stearothermophilus NUB3621R lastelése. Be to, Sis replikonas jj turinCiai
plazmidei leidzia turéti didelj kopijy skaiciy ir suteikia gana didelj segregacinj
stabiluma. Taigi, Si plazmidé praplecia replikony, tinkanéiy vektoriams
konstruoti, pasirinkima.

Seimininku §iame darbe sukurtoms plazmidéms buvo pasirinktas vienas
i§ daugiausiai tirty kamieny — G. stearothermophilus NUB3621R. Darbo metu
sukurta metodika leidzia transformuoti G. stearothermophilus NUB3621R
kamiena elektroporacijos biidu. Sis metodas yra daug patogesnis nei iki tol
NUB3621R kamienui naudota protoplasty tarnsfromacija. Galimybé patogiai
transformuoti §j Geobacillus genties kamiena palengvina jo tolimesnius
tyrimus ir jgalina spartesnj jo panaudojimg jvairiems biotechnologiniams

tikslams.

Gynimui pristatomi teiginiai:

e Naujy Geobacillus genties bakterijy plazmidziy paieska yra biitina
siekiant praplésti Sioms bakterijoms skirty vektoriy pasirinkimg bei
sukurti jvairias molekulines priemones, pasizymincias pagerintomis

savybémis.



PrieSingai vyraujan€iai nuomonei, riedancio rato replikacijos tipo
plazmidziy pagrindu sukurti vektoriai gali pasizyméti aukStesniu
stabilumu nei 0 (teta) tipo plazmidziy replikonus turintys vektoriai.
Geobacillus genties bakterijose galima rasti naujy plazmidziy, kurios
labai skiriasi nuo visy iki Siol aprasyty plazmidziy ir kurios gali
sudominti plazmidziy biologijos tyrinétojus.

Elektroporacijos metodas puikiai tinka G. stearothermophilus

NUB3621R kamieno transformacijai.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Geobacillus genties bakterijy privalumai ir jy panaudojimo galimybés

Geobacillus genties bakterijy gebéjimas augti aukstoje temperatiiroje ir
nereiklumas auginimo terpei yra pagrindinés savybés, dél kuriy $ios bakterijos
yra patrauklios jvairiose biotechnologijos srityse.

Geobacilos optimaliai auga esant 50-60 °C temperatiirai, taigi ir jy
gaminami fermentai pasiZymi aukStu termostabilumu. Baltymy gebéjimas
neprarasti aktyvumo esant aukS$tai temperatiirai yra labai svarbi savybeé,
nulemianti jy paklausg pramoniniuose ar kituose biotechnologijos procesuose,
kurie yra vykdomi esant aukstai temperatirai (Bruins ir kt., 2001;Haki ir
Rakshit, 2003; Inoue ir Sako, 2013). Paprastai fermentai savo tikrajame
(natyviame) Seimininke yra gaminami nedideliais kiekiais. Tam, kad
pramoniniu mastu biity galima gauti pakankamg kokio nors baltymo kiekj, yra
bitina pasitelkti molekulinés biotechnologijos priemones, kurios leisty Zenkliai
padidinti to baltymo iSeiga.

Siuo metu beveik visi biotechnologiskai gaminami termofily fermentai
yra gaminami mezofiliniuose Seimininkuose. Dazniausiai tam naudojami
Escherichia coli kamienai. Pavyzdziui, tokiu biidu iSgaunamos G.
stearothermophilus restrikcijos endonukleazés Bsal, Bsml (New England
Biolabs, Patenty Nr. US 6723546 B2 ir US6335190 B1). Taciau heterologiniy
termostabiliy baltymy gamybos mezofiliniame Seimininke btdas tinka ne
visiems termofily fermentams (Inoue ir Sako, 2013). Kai kurie termofily geny
produktai, gaminami E. coli Igstelése, yra gaunami netirpis, nes jy teisingam
susilankstymui j kataliziskai aktyvig forma yra reikalinga auksta temperattra
(Suzuki ir kt., 2013a). Taip pat termofily baltymy heterologing gamyba gali
apsunkinti reikiamo kofaktoriaus trikumas, GC sudéties ir kodony skirtumai
(Turner ir kt., 2007). Dél siy priezasCiy geobacily baltymus biity parankiau
gaminti Seimininkais naudojant pacias Geobacillus genties lasteles.

Nors Geobacillus genties bakterijos optimaliai auga, esant 50-60 °C

temperatiirai, taciau kai kuriy kamieny augimo temperattiros ribos gali bati nuo
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37 iki 80 °C (Coorevits ir kt., 2012; Nazina ir kt., 2001). Dél tokio plataus
augimo temperattros diapazono kai kurie Geobacillus genties kamienai gali
buti idealiais Seimininkais baltymy Kkryptinei evoliucijai vykdyti arba
termostabiliems baltymy variantams i§ jy mezofilinés kilmés pirmtaky kurti
(Pourmir ir Johannes, 2012).

Geobacily prisitaikymas augti esant aukStai temperatiirai yra svarbus
biotechnologijoje ne tik dél jy gaminamy termostabiliy baltymy, bet ir dél
galimybés panaudoti Sias bakterijas kaip ,,visos lastelés* biokatalizatoriy
fermentacijos procesuose (Tang ir kt., 2009; Xiao ir kt., 2012). Termofily
fermentuojancios kulttiros turi daug privalumy prie§ mezofily kultaras (Lin ir
Xu., 2013). Visy pirma auksta temperattira yra veiksnys, ribojantis uztersimo
rizikg bei stabdantis zmoniy, gyviiny ir augaly patogeny augimg. Vykdant
anaerobing fermentacijg, auk$ta temperatiira palengvina anaerobiniy salygy
palaikymg (dél mazesnio deguonies tirpumo). Be to, aukSta fermentacijos
temperatiira sumazina lakiy produkty (etanolio, butanolio, izopropanolio)
iSgavimo kastus bei energijos suvartojimg bioreaktoriui saldyti (Woolston ir
kt., 2013). Auksty temperatiiry bioprocesuose gali biiti naudojami ir Kiti
termofilai, tokie kaip gramneigiamosios Thermus ar Thermotoga genciy
bakterijos, archéja Thermococcus kodakariensis (Cava ir kt., 2009; Frock ir
Kelly, 2012). Visgi Geobacillus genties bakterijos pranoksta siuos termofilinius
mikroorganizmus dél savo nereiklumo auginimo terpei ir aukSto
1Sgyvenamumo net ir jy augimui nepalankiomis saglygomis.

Geobacillus genties atstovai yra aptinkami jvairioje aplinkoje: nuo
karStyjy versmiy, poZeminiy naftos telkiniy iki vidutinés temperatiiros dirvos,
ar netgi amzinojo jSalo (Zeigler, 2014). Toks jy paplitimas rodo $iy bakterijy
,helepumg™ ir gebéjimg iSlikti jvairiomis sglygomis ir yra susijes su jy
formuojamomis endosporomis. Tai suteikia Sioms bakterijoms dar vieng
privaluma, kadangi jy gajumas palengvina Geobacillus genties kultiiry
saugojima ir transportavima.

Geobacilos gali augti naudodamos jvairius anglies Saltinius, tarp jy ir

ksilang — vieng gausiausiy hemiceliuliozés formy (Cordova ir Antoniewicz,
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2015; Cordova ir kt., 2015; Brumm ir kt., 2015; Coorevits ir kt., 2012;
Omokoko ir kt., 2008). Galimybé naudoti pigias ir lengvai prieinamas zaliavas
Siy bakterijy auginimui leidZia tikétis, kad jy vykdomi bioprocesai gali biiti ne
tik efektyvis, bet ir ekonomiskai naudingi.

Siekiant iSnaudoti visus minétus Geobacillus spp. privalumus ir
jgyvendinti jy pritaikymg, yra butina turéti patikimg geneting (vektoriaus-
Seimininko) sistemg, leidzian¢ig manipuliuoti jy genomu, keisti metabolinius

kelius ar gauti aukstg jy gaminamy baltymy raiska (Hussein ir kt., 2015).
1.2. Genetinés vektoriaus-Seimininko sistemos

Genetinés tam tikro Seimininko transformacijos sistemos efektyvuma
apsprendzia trys pagrindiniai veiksniai (1.1 pav.). Pirmasis jy yra pasirinkto
Seimininko genetiSkai nulemtos savybés bei jo kompetentiniy lgsteliy
paruo$imo budas (Bosma ir kt., 2014; Zhang ir kt, 2012). Nors
netransformuojamy bakterijy greiciausiai néra, taciau didziosios jy daugumos
atveju transformacijos sglygy parinkimas yra ilgas ir varginantis darbas.Taigi
antrasis transformacijos efektyvumg lemiantis veiksnys yra tinkamas
vektoriaus pernasos j lastele metodas, kuris yra pasirenkamas priklausomai nuo
lastelés — blisimosios vektoriaus Seimininkés. Kai kurios bakterijy rusys gali
biiti transformuojamos keliais skirtingais budais, kurie yra pasirenkami
priklausomai nuo jy efektyvumo bei kity privalumy ar trikumy (Aune ir
Aachman, 2010; Yoshida ir Sato, 2009). Tuo tarpu kity bakterijy transformacija
yra pasiekiama vos vienu metodu (Rhee ir kt., 2007). Galiausiai yra labai
svarbu pasirinkti tinkamg vektoriy. Vektoriai gali skirtis ne tik savo Seimininky
spektru, bet ir kopijy skaic¢iumi, stabilumu bei kitomis savybémis (Taylor ir kt.,
2011). Dél to yra naudinga turéti rinkinj jvairiy vektoriy, i§ kuriy bty galima

rinktis, priklausomai nuo jy panaudojimo tikslo.
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Genetinio transformavimo sistema

S o ] 3. Vektorius:
.1‘ Slzl:;:;?kas. 2. DNR pernasos metodas * Replikonas
; * Patikimasir + Atrankos iymuo
. ?Flriagr;r;?cr:‘:r?wsuo— atsikartojantis * Patogi reikiamy
* Lengvai atliekamas DNR fragmenty

jamas jterpimo sistema

1.1. pav. Genetinio transformavimo sistemos elementai

Iki $io meto geobaciloms pritaikyty genetiniy sistemy néra daug, o ir jas
vis dar reikia tobulinti. Pasiekimai, gauti Geobacillus bakterijy genetinés
inzinerijos srityje, apraSyti tolimesniuose skyriuose. Taip pat aptariama
metodologija, taikoma kitoms bakterijy gentims, ypatingg démes;j sutelkiant j
termofilines bakterijas ir geobaciloms giminingas mezofilines Bacillus spp.

bakterijas.

1.2.1. Seimininkas

Biotechnologijoje patogiis Seimininkai yra tokie mikroorganizmai, kurie
1) yra lengvai kultivuojami ir 2) gali biti lengvai genetiskai modifikuojami,
suteikiant jiems naujy pageidaujamy savybiy bei keiCiant jy vykdomus
metabolinius kelius. Daugybé Geobacillus genties kamieny puikiai atitinka
pirmaja salyga, taciau naudojant jvairias aprasytas metodikas, iki Sio darbo
parasymo datos, jy tebuvo transformuota vos keletas (zr. Priedas: 1 lentelé).
Pazymétini yra Geobacillus stearothermophilus NUB36 (Wu ir Welker, 1989;
Counago ir Shamoo, 2005), Geobacillus thermoglucosidasius NCIMB 11955
(Cripps ir kt., 2009; Bartosiak-Jentys ir kt., 2013; Van Zyl ir kt., 2013; Lin
irkt., 2014) ir Geobacillus kaustophilus HTA426 (Suzuki ir Yoshida, 2012)
kamienai, kurie i$ kity iSsiskiria ypatingu tyréjy démesiu.

Kadangi galimybé transformuoti bakterijas yra labai svarbus veiksnys,
apsprendziantis jy tolimesnj pritaikymag tam tikriems tikslams, kai kurie

autoriai, rinkdamiesi savo darbo objekta, atlieka transformuojamy kamieny
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paieska tarp daugybés potencialiy kandidaty (Narumi ir kt., 1992b). Bosma ir
kt. (2014) iSskyre 44 termofiliniy lazdelés formos bakterijy kamienus,
pasiZzymin¢iy norimomis savybémis, nustaté, kad tik trys 1§ jy gali buti
transformuojami. Du i8$ $iy kamieny priklausé Geobacillus thermodenitrificans
rusiai (gautas transformacijos efektyvumas — vos 4—6 transformantai/ug DNR).

Sukurti Geobacillus genties bakterijy transformavimo protokolai (kaip ir
daugybés kity bakterijy atveju) paprastai néra tokie efektyviis, lyginant juos su
metodikomis, sukurtomis vienam geriausiai istirty prokarioty — E. coli. Dél to
dazniausiai yra naudojami Saudykliniai vektoriai (aptariami 1.2.2 skyriuje),
kuriy pagalba naujai sukurtos rekombinantinés DNR molekulés yra
padauginamos tarpiniame Seimininke, paprastai E. coli Igstelése, ir tik tuomet
perkeliamos j tikslinj Seimininkg (Inoue ir Sako, 2013).

Naudojant kelis skirtingus Seimininkus gali biiti susiduriama su keliomis
klittimis. Pagrindiné jy — tal nesutampancios naudojamy Seimininky
restrikcijos-modifikacijos (R-M) sistemos (Monk ir Foster, 2012). R-M
sistemos susijusios su dviejy fermenty aktyvumu: restrikcijos endonukleazés ir
metiltransferazés. Metiltransferazé, atpaZzinusi tam tikras Seiminko DNR sekas,
jas metilina ir tokiu budu jas pazymi kaip savas. Tuo tarpu restrikcijos
endonukleazés karpo svetimg DNR, jeigu ji néra metilinta atitinkamose
vietose. R-M sistemos yra suskirstytos j keturis pagrindinius tipus pagal ja
sudaranCiy subvienety sudétj, atpazjstamas DNR sekas ir DNR Kkirpimo
pozicijas, substrato specifiskumg bei kofaktoriy bitinumg. Beveik visy
sekvenuoty bakterijy genomuose yra aptinkama bent viena R-M sistema ir net
80% is jy randamos kelios skirtingos R-M (Vasu ir Nagaraja, 2013). Ne iSimtis
yra ir Geobacillus spp. bakterijos, kuriy genomuose aptinkamos 3-9 skirtingos
R-M sistemos (REBASE restrikcijos endonukleaziy duomeny bazé, Roberts ir
kt., 2015).Tam, kad j lasteles pernesama plazmidés DNR nebiity degraduota, ji
turéty buti metilinta tokiu paciu budu, kaip ir biisimos lgstelés Seimininkés
genomas.

Kita Seimininko sistema, apsauganti nuo svetimos i lastele patekusios

DNR, yra CRISPR-Cas sistema.CRISPR lokusai ir su jais susijusiy Cas
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baltymy genai yra randami daugelio archéjy ir bakterijy genomuose. Sios
sistemos suteikia bakterijoms galimybe, atpaZzinti tuos mobiliuosius genetinius
elementus, su kuriais jos savo aplinkoje daznai susiduria, t. y. jgyti jiems
atsparumg. Tokiu budu CRISPR sistemos baltymai gali atpazinti tam tikras
sekas, sutampancias su plazmidziy (ar kity mobiliy genetiniy elementy, pvz.,
bakteriofagy) seky fragmentais ir jas sunaikinti (Jiang ir kt., 2013; Sorek ir kt.,
2013). Taigi $i sistema gali blokuoti bakterijy (ypa¢ laukiniy jy kamieny, t. Y.
kamieny, kurie potencialiai yra susidiir¢ su plazmidémis, turin¢iomis vektoriui
identisky sekos fragmenty) geneting transformacija.

Pritaikius tam tikrg metodg Geobacillus kamieny transformacijai, jie
gali buti tobulinami toliau, sukuriant dar patogesnius Seimininkus ar pritaikant
juos tam tikriems tikslams.

Vienas 1§ sekmingy pavyzdziy, kaip pasitelkus geny inZinerija yra
pagerinamos lasteliy-Seimininkiy savybés, yra Bacillus subtilis kamieny
modifikacijos. Siekiant pagerinti $iy bakterijy augimg, yra sukurta keletas
nesporuliuojan¢iy kamieny (AspollGA, AspoOA) (Kabisch ir kt., 2013; Yang ir
kt., 2010). Tuo tarpu mutantiniai kamienai, pasizymintys silpnesne lize (AlytC)
ar silpnesne uzlgsteliniy proteaziy raiSka (iSkritos ar pazaidos proteaziy AprA ir
NprE genuose), yra efektyvesni sekretuojamy rekombinantiniy baltymy
gamintojai (Kabisch ir kt., 2013; Kawamura ir Doi, 1984).

Darby, aprasanc¢iy Geobacillus kamieny patobulinimag, pritaikant juos
tam tikriems tikslams néra daug. Daugiausiai Sia linkme yra nuveikg¢ Suzuki ir
jo darbo grupé. Sukurtas G. kaustophilus HTA426 mutantinis MK480
kamienas, kuriam yra biidingas didelis spontaniniy mutacijy daznis (iSkrite 5
DNR reparacijos genai) (Suzuki ir kt., 2015). Toks kamienas gerai tinka kurti
mutantiniams baltymams, pasizymintiems norimomis savybémis. Kitas
mutantinis MK244 kamienas (jo motininis kamienas — taip pat G. kaustophilius
HTA426) sukurtas pasalinus genomo fragmentus su | ir IV tipo R-M sistemos
genais. Tokiu biidu sukurtas kamienas, kuris lengviau transformuojamas
iprastuose E. coli kamienuose (tokiuose kaip DH5a) padauginta DNR (Suzuki
ir kt., 2013b).
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1.2.2. \Vektoriai

Dauguma naudojamy bakterijy vektoriy yra sukurti naudojant
plazmides. Plazmidés puikiai tinka molekuliniy jrankiy konstravimui, nes 1)
Jjos paprastai yra mazo dydzio, 2) jomis lengva manipuliuoti ir be visa to 3) jos
néra gyvybiskai biitinos Seimininkui. Plazmidiniai vektoriai yra sudaryti i$ trijy
pagrindiniy elementy:

1. Bazinio replikono (DNR srities, apimancios sekas, reikalingas
molekulés replikacijai);

2. Atrankos zymens (biitino vektoriy jgijusioms lasteléms atpazinti
ir jas atrinkti);

3. Daugybinio klonavimo regiono, sutrumpintai zymimo MCS (i§
angl. k. — multiple cloning site), kuriame yra sutelktos vienetinés
restrikcijos endonukleaziy atpazjstamos sekos.

Paciam paprasciausiam E. coli vektoriui (klonavimo vektoriui) Siy trijy
komponenty visiS8kai uztenka, kad biity galima klonuoti norimas DNR
atkarpas, taciau norint jterpti rekombinanting DNR | daugelio kity
mikroorganizmy lgsteles, reikalingi sudétingesni vektoriai.

Sunkiai  transformuojamiems  mikroorganizmams  (tarp jy ir
geobaciloms) yra naudojami Saudykliniai vektoriai, t. y. vektoriai, kurie gali
funkcionuoti dviejuose (ar keliuose) skirtinguose (daznai filogenetiskai
tolimuose) organizmuose (Schweizer, 2008). Vienas i§ Siy Seimininky yra
tarpinis ir reikalingas rekombinantinéms DNR molekuléms atrinkti
(dazniausiai tam naudojama E. coli). Kitas — tikslinis Seimininkas, j kurj
perkeliamos tarpiniame Seimininke padaugintos rekombinantinés molekulés.
Vienas ir tas pats replikonas tik labai retais atvejais gali uztikrinti efektyvia
replikacijg abiejuose organizmuose, dél to tokie vektoriai dazniausiai turi du
skirtingus replikonus. Transformanty atrankos zymenys taip pat naudojami du:
vienas — tinkamas laikinam Seimininkui, kitas — tiksliniam. Daznai $audykliniy

vektoriy dalis, funkcionuojanti E. coli Igstelése, yra gaunama i§ vieno
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dazniausiai naudojamy daugiakopijiniy E. coli pUC serijos klonavimo vektoriy
(Yanisch-Perron ir kt., 1985). Tuo tarpu antrasis replikonas ir atrankos zymuo
pasirenkamas priklausomai nuo tikslinio Seimininko (vektoriai, naudojami
Geobacillus genties bakterijoms iSvardinti 1.1 lenteléje).

Tam tikro tikslinio geno ekspresijai yra naudojami ekspresijos vektoriai.
Ekspresijos vektoriai dazniausiai konstruojami j paprastg ar Saudyklinj vektoriy
jterpiant tinkamg promotoriy, ribosomos prisijungimo (angl. RBS — ribosome
binding site) ir terminatoriaus sekas (Rosano ir Ceccarelli, 2014).

Integracijos  vektoriai naudojami  stabiliems chromosominiams
poky¢iams. Kadangi $ie vektoriai integruojasi j chromosomg, jiems nereikia
replikono, uztikrinancio stabily jy iSlaikyma tiksliniame Seimininke. Dél to
tokie vektoriai turi arba nestabilius replikonus, arba visai jy neturi. Vienas i$
esminiy integraciniy vektoriy elementy yra DNR atkarpos, kurios yra
homologinés toms Seimininko chromosomos DNR sritims, per kurias yra
norima jterpti tam tikra gena (ar kitokia DNR seka). Sios DNR atkarpos biina
iSdéstytos i$ abiejy vektoriaus intarpo pusiy (3’ ir 5" galy) ir jgalina homologing
rekombinacijg, kurios metu vektoriaus intarpas yra perkeliamas j chromosomg
(Taylor ir kt., 2011).

1.2.2.1. Plazmidés: vektoriy replikony Saltinis

Bazinis replikonas yra svarbiausias veiksnys, kuris uztikrina vektoriaus stabily
iSlaikyma lastelése, apsprendzia galimy Seimininky ratg bei nulemia jo kopijy
skaiCiy lgsteléje. Replikony Saltiniu daZniausiai yra natiiralios bakterijy
plazmideés. Plazmidziy replikonai skiriasi savo mechanizmais, kuriuos naudoja
savo kopijy sintezei ir tokiu biidu suteikia juos turintiems vektoriams skirtingas
savybes. Siuo metu yra idskiriami trys pagrindiniai plazmidziy replikacijos
tipai: 0 (teta), grandinés iSstiimimo ir riedancio rato (RR) (del Solar ir kt.,

1998).
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1.1 lentelé.Geobacillus genties bakterijoms naudojami genetiniai vektoriai. Eilutése, pazymétose pilku fonu, nurodytos plazmidés,
kuriy replikonai panaudoti Zemiau i$vardinty vektoriy kiirimui. Skliausteliuose nurodyta: plazmidziy dydis, nattralus Seimininkas,
replikacijos tipas ir kitos savybés

Vektoriaus sudétinés dalys ir
Zymenys
Termostabilus Dydis
Vektorius E.coli Zymuo (jo kb ’ Pastabos Nuorodos
vektorius pavadinimas ar
arba jo dalys kilmé) ir kitos
savybés

Vektoriai, turintys pBST1 plazmidés replikong (~80 kb;

G. stearothermophilus NRTL 1102; 6 tipas)

Liao ir kt., 1986;
Taylor ir kt., 2008

pBST22 pUC19 KanR (TK101), 7,6 Esant antibiotiko, stabiliai iSlaikomas lgstelése <68 Liao ir Kanikula, 1990
CamR (i§ pC194) °C.
Neturi veikiancios , balta-mélyna“atrankos sistemos.
pUCG18 pUC18 KanR (TK101) 6,3 Savybés panasios j pBST22, taciau turi funkcionalig Taylor ir kt., 2008
,balta-mélyna“atrankos sistema.
pUCG3.8 pUC18 (be KanR (TK101) 3,8 pUCG18 sumaZinto dydzio darinys, pasizymintis Bartosiak-Jentys ir kt., 2013
AmpR) aukstesniu geobacily transformacijos efektyvumu.

Vektoriai, turintys pSTK1 plazmidés replikona (1,9 kb; G. stearothermophilus TK015, RR tipas)

Nakayama ir kt., 1992;
Nakayama ir kt., 1993

pSTE33

| pUC19

| Kan® (TK101)

| 5,7

| Stabilus, esant 67 °C, netgi be atrankos spaudimo.

Narumi ir kt., 1993

Vektoriai, turintys pBC1 plazmidés replikong (1,6 kb; B. coagulans, RR tipas; platus galimy Seimininky ratas.

De Rossi ir kt., 1992

pRP9 Tik MCS is CamR (is pC194) 2,9 MazZas transformacijos efektyvumas ir (arba) De Rossi ir kt., 1994;
pUC19 vektoriaus stabilumas E. coli 13stelése. Taylor ir kt., 2008
pNW33Na | pUC19 CamR (i$ pC194) 3,9 Stabilus 60 °C temperatiiroje. Zeigler, 2001

Vektoriai, turintys pUB110 plazmidés replikona (4,5 kb; Staphylococcus aureus; RR tipas; KanR)

Gryczan ir kt., 1978

pTMO031

| pUC19

| Kanr (i§ pUB110)

[ 5,1

AuksStai temperatiirai jautrus replikonas.

Cripps ir kt., 2009
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Vektoriai, turintys pTB19 plazmidés replikona (27 kb; termofilinis Bacillus sp.; sudétyje turi dviejy tipy

replikonus: 0 tipo (RepA) ir RR tipo (RepB); KanR, TetR)

Imanaka ir kt., 1982;
Oskam et al., 1991;
Van der Lelie, ir kt., 1989

pTB9O0P - KanR i§ pTB19 - B. subtilis-G. stearothermophilus Saudykliné plazmidé. | Imanaka ir kt., 1982;
TetRis pTB19 Neturi MCS. Imanaka ir kt., 1984
Stabilus esant < 65 °C, veikiant kanamicino arba
tetraciklino atrankos sistemai.
pTB913b - KanR (i$ pTB19) 4,5 Stabilus islaikymas lgsteléje priklauso nuo Imanaka et al,, 1984;

Seimininku naudojamo Geobacillus sp. kamieno.

Oskam ir kt., 1991

Vektoriai, turintys pTHT15 plazmidés replikona (4,5 kb; termofilinis Bacillus sp.; TetR; stabiliai iSlaikoma iki 60

Hoshino ir kt., 1985;

°C) Wu ir Welker, 1989

plH41 - TetR (iSs pTHT15), | 7,6 Stabiliai iSlaikomas lastelése iki 55 °C, neveikiant Nakayama ir kt., 1992;
CamR (is pC194), atrankos sistemai. Narumi ir kt., 1992
KanRr (iS pTHN1)

pSTE12 pUC18 TetR (i pTHT15) 5,8 Nestabilus nesant aplinkoje antibiotiko. Nakayama ir kt., 1992

Didelis kopijy skaicius (96), auginant bakterijas su
antibiotiku 60 °C temperatiiroje.

Vektoriai be replikono, funkcionalaus Geobacillus spp. 1astelése

pGAM46 pUC19 pyrF, 6,9 Transformacijai pasitelkiama konjugacija. Suzuki ir kt., 2012
oriT, Atrankos Zymens genome napaliekanti heterologiniy
GK0707 geny jterpimo sistema.
fragmentai

pAM120 pBR322 Tn916 (jskaitant 21,4 Transformacijai pasitelkiamas transpozono Narajan ir Oriel,, 1991
TetR (tetM)) konjugacijos aparatas.

®Remiantis Zeigler (2001) duomenimis pNW33N vektorius turi pBC1 plazmidés replikona, taciau | NCBI duomeny bazg jkeltoje
pPNW33N DNR sekoje (identifikacinis numeris AY237122) pazymétas pTHT15 plazmidés replikacijos baltymo genas.
boTBI0 ir pTB913 plazmidziy sudétyje yra tiktai RR tipo replikonas (RepB)
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Teta tipo plazmidziy replikacijos mechanizmas i§ esmés yra panaSus j
chromosomos, kadangi pirmaujanti ir véluojanti grandinés yra sintetinamos
koordinuotai, 0 véluojanciajai grandinei budinga ,trukinéjanti“ sintezé.
Replikacija yra pradedama iSlydzius DNR dupleksg. Pastaraji procesa (DNR
grandiniy i§lydyma) inicijuoja 1) pacios plazmidés koduojami Rep baltymai,
kurie jungiasi prie savo atpazjstamy plazmidés sri¢iy,arba 2) Seimininko RNR
polimerazé, pradedanti biisimo pradmens (angl. preprimer) transkripcija nuo
promotoriaus, iSsidésciusio prie$ srove nuo ori. Taigi replikacijos iniciacijos
baltymai dalyje 0 plazmidziy (B klasés) seky néra aptinkami. Véliau yra
suformuojama Seimininko baltymy replisoma, kuri ir vykdo plazmidés DNR
sinteze. Priklausomai nuo replikacijos iniciacijos biudo 6 plazmidés yra
skirstomos | keturias klases: A, B, C, D (Lilly ir Camps, 2015). Plazmidés,
turinCios 0 replikonus, gali siekti keliasdesimt ir daugiau kb dydj. Vektoriams,
sukurtiems tokiy plazmidziy pagrindu, yra budingas didelis struktiirinis
stabilumas. Be to, j juos galima jterpti santykinai ilgus intarpus (Kiewiet ir kt.,
1993).

Grandinés iSstimimo mechanizmas primena 0 tipo plazmidziy
replikacija, taciau Sio tipo plazmidés yra maziau priklausomos nuo Seimininko
baltymy, kadangi pacios koduoja ne tik replikacijos iniciacijos baltyma
(iSlydantj DNR), bet ir kai kuriuos replisomos baltymus (helikaze¢ RepA ir
praimazg RepB). Be to, véluojanciosios grandinés sintezé nors ir vyksta tuo pat
metu, taciau yra atsieta nuo pirmaujancios grandinés sintezés (Lilly ir Camps,
2015). Kadangi $io tipo plazmidés yra maziau priklausomos nuo $eimininko,
jos gali uztikrinti vektoriy iSlaikyma ypatingai plac¢iame Seimininky rate. Kita
vertus, kadangi pacios koduoja ne vieng replikacijos Veiksnj, joms Yyra
budingas didelis dydis. Tai apsunkina jy perkélimg j Seimininka, nes yra
nustatyta atvirkstiné koreliacija tarp plazmidés dydzio ir transformacijos
efektyvumo (Rhee ir kt., 2007). Dalis plazmidZziy biologijos tyréjy grandinés
iSstimimo replikacijos tipo plazmides priskiria 6 tipo plazmidziy potipiui.

Paprastumo délei, tokio plazmidziy skirStymo bus laikomasi ir Siame darbe.
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RR mechanizmu besireplikuojané¢ios plazmidés yra mazo dydzio (iki 10
kb) ir paprastai jos yra daugiakopijinés (Khan, 1997; Shintani ir kt., 2015).
Joms yra budingas replikonas, sudarytas 1§ dviejy moduliy. Vienas 1§ jy
sudarytas i§ Rep baltyma koduojancios sekos ir dvigrandés DNR replikacijos
pradzios srities, vadinamos dso (angl. double strand origin). Rep baltymai
prisijungia prie jy atpazjstamo plazmidés dso regiono, vadinamo bind. Tuomet
Sie baltymai perkerpa vieng i§ DNR grandiniy ties labai konservatyviu dso
regionu, vadinamu nick, ir inicijuoja pirmaujanc¢ios grandinés sinteze
(Guglielmetti ir kt., 2007). RR plazmidziy replikacijos baltymai, perkirpg vieng
i§ plazmidés DNR grandiniy, lieka prisikabing prie naujai suformuoto 5’ galo,
tuo tarpu 3’ galas tarnauja pradmeniu pirmaujan¢ios grandinés sintezei (del
Solar ir kt., 1993; Marsin ir Forterre, 1999). Remiantis Rep baltymy ir dso seky
panasumais, RR plazmidés yra skirstomos j Seimas, 1§ kuriy geriausiai iStirtos
yra pC194/pUB110, pT181/pC221 ir pMV 158 plazmidziy Seimos (Espinosa ir
kt., 1995).

Antrasis replikono modulis yra reikalingas plazmidés véluojancios
grandinés sintezei ir yra sudarytas i§ sekos, vadinamos sso (angl. single strand
origin). Plazmidziy sso sekos skirstomos ] keletg tipy pagal tai, kokias
struktiiras jos formuoja ir koks ty seky panasumas. Plazmidés gali turéti
skirtingus §iy moduliy derinius. Taigi, tos pacios Seimos plazmidés gali turéti
skirtingy tipy sso sekas (del Solar ir kt., 1998; Khan, 2000; Guglielmetti ir kt.,
2007; Ruiz-Maso ir kt., 2015).

Vektoriams, sukurtiems RR plazmidziy pagrindu, buvo priskiriamas
segregacinis ir (arba) strukttrinis nestabilumas (Ballester ir kt., 1989). Tac¢iau
panasu, kad tokiy vektoriy nestabilumas buvo nulemtas nepakankamy ziniy
apie bitinus RR plazmidziy replikono komponentus. Mokslininkai, dirbantys
su Lactobacillus spp. bakterijomis, pateiké keleta pavyzdziy, rodanéiy, kad
vektoriai, turintys RR plazmidziy replikonus, pasizymi aukstu segregaciniu ir
struktariniu stabilumu (Leer ir kt, 1992). Vis délto reikia turéti omenyje, kad j
vektorius, besidauginan¢ius RR mechanizmu, galima jterpti mazesnius intarpus

(iki 10 kb) nei j 0 tipo plazmides (Leer ir kt., 1992).
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Kuriant vektorius, viena i§ svarbiy plazmidés replikono savybiy yra jo
palaikomas plazmidés kopijy skaiCius (PKS) lastel¢je. RR tipo plazmidziy
daugiakopijiSkumas yra ypa¢ pageidautina vektoriaus savybé, Kkuriant
ekspresijos sistemas, kai néra stipriy promotoriy pasirinkimo. Pazymeétina, kad
plazmidziy kopijy skai¢ius gali priklausyti nuo temperattros (Nakayama ir kt.,
1992), nuo naudojamo antibiotiko (Imanaka ir kt., 1982) ir kity veiksniy.

Replikonas apsprendzia ir plazmidziy galimy Seimininky spektrg.
Daznai 0 tipo plazmidés turi siauresnj Seimininky ratga nei RR tipo plazmides.
Natyviy plazmidziy galimy Seimininky ratas gali biiti apsprendZiamas ir jos

sekos, GC sudéties (Nishida, 2012a; Nishida, 2012b).

1.2.2.1. Geobacillus genties bakterijy plazmidés, Sioms bakterijoms taikomi
vektoriai

Geobacillus genties bakterijose yra aptikta jvairiy plazmidziy, kuriy
dydis svyruoja nuo beveik 2 iki 81 kb (zr. Priedas: 2 lentelé¢). Vienos jy
lastelése dauginasi RR mechanizmu, kitos savo kopijy skaiciaus iSlaikymui
naudoja 0 tipo replikacijos buidg. Taciau tik nedaugelis jy yra panaudota
vektoriy kiirimui.

Vektoriai, besireplikuojantys 0 tipo mechanizmu, yra sukurti naudojantis
plazmide pBST1. Tai yra didelé, ~80 kb dydzio plazmidé, isskirta is$
Geobacillus stearothermophilus NRTL 1102 kamieno (Liao ir kt., 1986; Taylor
ir kt., 2008). Sios plazmidés seka yra tiktai dalinai nuskaityta — nustatyta tiktai
ta jos sekos dalis, kuri yra panaudota pBST22 vektoriaus konstravimui (Liao ir
Kanikula, 1990; Taylor ir kt., 2008). pBST22 plazmidés replikono pagrindu yra
sukurtas ir §iuo metu vienas populiariausiy vektoriy — pUCG18 (Taylor ir kt.,
2008). Pastarasis vektorius véliau tos pafios mokslininky grupés buvo
modifikuotas: pasalinus visas nereikalingas sekas bei atsparumo ampicilinui
geng buvo sumazintas jo dydis. Naudojantis sukurtu pUCG3.8 vektoriumi
gautas didesnis Geobacillus sp. transformacijos efektyvumas (Bartosiak-Jentys
ir kt., 2013).

Visi kiti Geobacillus genciai naudoti vektoriai savo sudétyje turi RR
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tipo replikonus, taciau ne visi jy yra kile i§ Geobacillus bakterijy.

Viena geriausiai istirty Geobacillus plazmidziy — tai 1,9 kb dydzio
pSTK1 plazmidé, isskirta 1§ Geobacillus stearothermophilus TKO015
(Nakayama ir kt., 1992; Nakayama ir kt., 1993). Si plazmidé priskiriama
pT181 plazmidziy Seimai. Jos koduojamas replikacijos iniciacijos baltymas,
priklausantis Rep trans baltymy (PF02486) Seimai, neseniai buvo
kristalizuotas. Tikimasi, kad artimoje ateityje bus nustatyta ir jo tiksli struktira
(Carr ir kt., 2013). Sios plazmidés pagrindu yra sukurtas pSTE33 vektorius
(Narumi ir kt., 1993). Parodyta, kad jis (lyginant su pUCG18 vektoriumi) gali
buti sunkiau perneSamas ] geobacily Iasteles, taciau jis uztikrina aukSta
segregacin] stabilumg, net ir nesant terpéje antibiotiko (Suzuki ir Yoshida,
2012).

Kita natyvi Geobacillus genties bakterijy plazmidé — 27 kb dydzio
pTB19. Ji idomi tuo, kad savo sudétyje turi dviejy skirtingy tipy replikonus: 0
(RepA) ir RR (RepB) (Imanaka irkt., 1982; Imanaka ir kt., 1984; Oskam ir kt.,
1991; Oskam ir kt., 1992a). Sios plazmidés deleciniai dariniai, pTB90
(Imanaka ir kt., 1982) ir pTB913 (Imanaka irkt., 1984), buvo panaudoti kaip
Saudyklinés plazmidés tarp Bacillus ir Geobacillus genciy. | jy sudétj jeina Sios
plazmidés RR replikonas bei atsparumo kanamicinui ir tetraciklinui genai.
Parodyta, kad pTB913 plazmidé yra gana stabiliai iSlaikoma kai kuriuose
Geobacillus kamienuose, net ir nenaudojant atrankos antibiotikais (Zhang irkt.,
1988; Oskam irkt., 1992b). Deja, §j replikong turinCios plazmidés nebuvo
iSvystytos iki Siuolaikinius reikalavimus atitinkancio vektoriaus ir §iuo metu
néra naudojamos.

Dar viena plazmidé, panaudota Geobacillus vektoriy kiirimui — pTHT15
(Hoshino ir kt., 1985b). Si plazmidé, kaip nurodyta originaliame straipsnyje,
yra iSskirta i$ termofilinio Bacillus sp. kamieno. Turint omenyje, kad tik 2001
metais Geobacillus gentis yra atskirta nuo Bacillus, ir kad $io kamieno 16S
rDNR seka nezinoma, nejmanoma tiksliai pasakyti, kokiai genéiai priklauso
jos natyvus Seimininkas. pTHT15 plazmidé nors ir néra sekvenuota, taciau,

remiantis NCBI duomeny bazéje esancéiais duomenimis, jos replikonas buvo
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panaudotas pNWA33N vektoriaus (identifikacinis numeris AY?237122)
konstravimui, 0 jos Rep baltymas yra priskiriamas Rep_1 RR plazmidziy
baltymams. Tai patvirtina Hoshino ir kt. (1985a) darbas, kuriame
nukleortig§¢iy hibridizacijos metodu buvo parodyta, kad Sios plazmidés su
replikacija susijusi sritis yra homologiska pUB110 atitinkamai sriciai.

Geobacillus genties bakterijy vektoriai gali baiti kuriami ir pasitelkiant
kity joms giminingy bakterijy plazmides, kurioms yra budingas platus
Seimininky spektras. Viena tokiy plazmidziy yra Bacillus coagulans plazmidé
pBCl1, galinti replikuotis jvairiose gramteigiamosiose bakterijose (tarp jy ir
Geobacillus spp.) (De Rossi ir kt., 1989; De Rossi ir kt., 1994). Sios plazmidés
pagrindu sukurtas pRP9 vektorius. Teigiama, kad Sio vektoriaus vienintelis
turimas pBC1 replikonas uztikrina jo replikacijg ne tik geobacilose (ar kitose
gramteigiamosiose bakterijose), bet ir E. coli lastelése. Visgi keliuose darbuose
parodyta, kad E. coli transformacija Siuo vektoriumi yra neefektyvi arba
transformuotos E. coli greitai praranda Sig plazmide (De Rossi ir kt., 1994;
Narumi ir kt., 1995; Taylor ir kt., 2008).

Mezofiliniy, net ir giminingy bakterijy plazmidZiy replikonai paprastai
nefunkcionuoja termofilinése bakterijose. Tai galima biity paaiskinti tuo, jog
skirtingose temperatiirose gali netinkamai susiformuoti replikacijai reikalingos
plazmidinés DNR antrinés struktiros (RR plazmidziy atveju SS0) ar
replikacijos baltymai. Taciau kai kada tokia mezofily plazmidziy savybé (jy
nestabilumas esant aukStai temperatiirai) tampa privalumu. To pavyzdys —
Staphylococcus aureus pUB110 plazmidé, kurios replikonas kartu su jos
koduojamu atsparumo kanamicinui genu buvo panaudotas temperatirai
jautriam integraciniam pTMO31 vektoriui konstruoti (Cripps ir kt., 2009).
pUB110 plazmidé gali replikuotis jvairiose gramteigiamosiose bakterijose
(Gryczan ir kt., 1978), taciau termofilinése Geobacillus spp. ji funkcionuoja
tiktai esant ne aukStesnei nei 55 °C temperatirai (Imanaka ir kt., 1982;
Matsamura ir kt., 1984). Tokiu bidu pTMO31 vektorius gali biti stabiliai
iSlaikomas Geobacillus spp. lastelése, jas auginant zemesnéje nei 55 °C

temperatiiroje ir lengvai i$ jy paSalinamas, pakélus auginimo temperatiirg iki

24



65 °C (Cripps ir kt., 2009).

1.2.2.2. Atrankos Zymuo

Atrankos zymuo yra bitinas genetinése vektoriaus-Seimininko
sistemose, kadangi pagal ji galima jvertinti, ar jvyko genetiné transformacija
bakterijy lastelése. Be to, jis uztikrina tolimesn;j stabily plazmidés islaikyma
lastelése, auginamose tam tikromis salygomis.

Labai daZnai atrankos zymeniu tiek mezofiliniy, tick ir termofiliniy
bakterijy lastelése yra naudojami genai, suteikiantys atsparumg tam tikram
augimo slopintojui, paprastai antibiotikui. Taciau termofily atveju, tokiy
atsparumu pagrjsty atrankos sistemy pasirinkimas yra ribotas, nes bakterijy
augimg slopinancios medZziagos daznai yra nestabilios aukstoje (50 °C ir
daugiau) temperatiiroje. Be to, dauguma naudojamy uz atsparuma atsakingy
geny yra kile mezofilinése bakterijose. Pastaryjy geny raiska termofiliniame
Seimininke daznai néra efektyvi (Taylor ir kt., 2011). Norint sukurti
termofilams pritaikytas antibiotiko ir atsparumo jam atrankos sistemas, reikia
surasti termostabilias antibakterines medziagas bei padidinti atsparuma
nulemianciy baltymy stabilumg aukstoje temperatiiroje (Inoue ir Sako, 2013).

Vienas i§ termostabiliausiy antibiotiky yra kanamicinas (Peteranderl ir
kt., 1990). Jam atsparumg suteikiantis atrankos zymuo (Kan®), kuris yra
atsparus kar$¢iui, buvo gautas pagerinus mezofily pUB110 plazmidés
koduojamos kanamicino nukleotidiltransferazés (KNTazés) termostabiluma.
Sis termostabilus KNTazés variantas, pavadintas TK101, savo $eimininkui gali
suteikti atsparuma kanamicinui net ir esant 70 °C temperatirai (Liao ir
Kanikula, 1990). Be to, yra parodyta, kad $is zymuo gali veikti ne tik
geobacilose, bet ir E. coli lastelése (Bartosiak-Jentys ir kt., 2013). Sis atrankos
zymuo yra naudojamas daugelyje Siuolaikiniy Geobacillus spp. vektoriy
(Taylor ir kt., 2008, Kobayashi ir kt., 2015).

Kitas daznai naudojamas antibiotikas yra chloramfenikolis. Geobacillus

genties bakterijy vektoriuose naudojamas Siam antibiotikui atsparumg
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suteikiantis zymuo — chloramfenikolio acetiltransferazés (CAT) genas, gautas
i§ Staphylococcus aureus pC194 plazmidés (De Rossi ir kt., 1991; De Rossi ir
kt., 1994; Liao ir Kanikula, 1990; Zeigler, 2001). Sio geno koduojama
acetiltransferazé nepasizymi aukS$tu termostabilumu ir dél to yra gana
nepatogus zymuo geobaciloms. Transformanty, jgijusiy plazmide su cat genu,
atranka turi buti vykdoma Zemesnéje temperatiiroje, nei $iy bakterijy augimo
temperatiiros optimumas ir todél ji ilgai uztrunka (Imanaka ir kt., 1982; Wu ir
Welker 1989). Taciau visai neseniai, Kobayashi ir kt. (2015) savo tyrimuose
gavo mutantinj termostabilesnj CAT varianta, kuris galéty biti efektyvesnis
Zymuo, nei jo pirmtakas (aktyvumas, beje, isliko toks pats, o pakito tik baltymo
stabilumas). Visgi reikia pazyméti, kad chloramfenikolio naudojimas
transformanty atrankai turi dar vieng trikumg — keliuose tyrimuose yra
parodyta, kad Sio antibiotiko naudojimas tiesioginei transformanty atrankai gali
Zenkliai sumazinti transformacijos efektyvumg (>10° karty) ir (arba)
atsikartojamuma (Liao ir Kanikula, 1990; Kobayashi ir kt., 2015; \Vojcic ir kt.,
2012).

Kitiems termofiliniams prokariotams, be auks¢iau minéty antibiotiky,
taip pat yra naudojami higromicinas B, eritromicinas ir keletas kity augimo
inhibitoriy (Inoue ir Sako, 2013). Nors jie vis dar néra naudojami geobaciloms,
taCiau tikétina, kad ateityje bus pritaikyti jy genetinés transformacijos
sistemoms.

Nors atrankos sistemos pagristos atsparumu antibiotikams yra
paprasciausios ir dél to daznai naudojamos, taciau jvairiose biotechnologinése
srityse  (ypa¢ pramoninéje biotechnologijoje) didéja nuo antibiotiky
nepriklausomy atrankos sistemy poreikis. Tuo tikslu yra naudojami
auksotrofijos Zymenys — genai, susije su tam tikrais metaboliniais keliais. Sie
zZymenys yra naudojami Seimininko genomo mutacijos komplementacijai.
Dazniausiai naudojami auksotrofijos zymenys — timidino, triptofano ir uracilo
sintezés genai (Inoue ir Sako, 2013; Taylor ir kt., 2011).

Vienas i§ patogiausiy tokiy zymeny yra pyrF genas (eukarioty ura3

atitikmuo), koduojantis orotidino 5'-fosfato dekarboksilaz¢. PyrF yra bitinas
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pirimidiny (UTP) de novo sintezei. Be to, Sis fermentas Katalizuoja 5-
fluoroorotinés riigsties vertima ] toksiskus metabolitus. Dél mutacijy (pazaidy)
pyrF gene bakterijos jgyja uracilo auksotrofijos fenotipa ir tampa atsparios 5-
fluoroorotinei riigs¢iai. Tokiam auksotrofiniam kamienui gali buti panaudota
atrankos ir (arba) atvirkstinés atrankos sistema, pagrjsta vektoriuje koduojamo
pyrF geno raiska (Suzuki ir kt., 2012).

Suzuki ir kt. (2012) pasinaudodami Sia sistema sukdré metoda,
jgalinant] G. kaustophilus HTA426 geneting modifikacija, po Kkurios Siy
bakterijy genome nelieka atrankos Zymens (angl. marker-free). Tai yra
vienintelis atvejis, kai auksotrofijos zymenys yra pritaikomi geobaciloms.
Turint omenyje nuo antibiotiky nepriklausomy atrankos sistemy aktualumag ir
tai, jog jau yra sukurta daugybé jvairiy auksotrofiniy G. stearothermophilus
NUB36 kamieno mutanty (Vallier ir Welker, 1990), tikétina, kad Sios genties
bakterijoms bus pritaikyta ir daugiau auksotrofijos Zymeny.

Tais atvejais, kai Seimininkas yra lengvai transformuojamas, naujai
sukurty rekombinantiniy DNR molekuliy atrankai yra tikslinga naudoti tg patj
kamieng. Tam vektorius turi turéti antrgji markerj, skirta klonuoty intarpy
atrankai. Tokiu zymeniu gali biiti genai fermenty, kuriy katalizés produktai
suteikia transformuoty Igsteliy kolonijoms tam tikrg spalvg (B-galaktozidazés
genas, Thermus thermophilus atveju — karotenoidy sintazés genas). [terpus
norimg intarpa per Siame gene esant] restrikcijos saita, pastarasis yra
suardomas. Tokiu biidu tuséius vektorius turintys transformantai formuoja
spalvotas kolonijas, tuo tarpu lastelés, jgijusios vektorius su insertu, islaiko
savo pirmykste spalvg (Fujita ir kt., 2013). Nors geobacily transformacija kol
kas dar néra tiek iSvystyta, kad rekombinantines DNR molekules bty galima
atrinkti pacCiose bakterijy Iastelése, taCiau turint omenyje pastaryjy mety

susidoméjimg Siomis bakterijomis, tikimasi, kad situacija turéty pasikeisti.

1.2.2.3. Promotoriai geny raiSkai Geobacillus spp. Iastelése

Svarbiausias  baltymy ekspresijos elementas yra promotorius.
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Geobacillus genciai tinkami promotoriai yra $iuo metu intensyviai tiriami: yra
ieSkoma tiek stipriy indukuojamy, tiek ir konstitutyviy promotoriy, kurie kile i$
Geobacillus genties ar kity giminingy bakterijy.

Promotoriui charakterizuoti ir analizuoti reikalingas genas reporteris,
kurio ekspresijg biity galima greitai ir patogiai jvertinti kiekybiSkai.
Geobacillus genties bakterijose tam naudojami jvairiis cukry metabolizmo
genai:

B-galaktozidaze, a-galaktozidazé ir amilaze, (Blanchard ir kt., 2014; Lin ir kt.,
2014; Suzuki ir kt., 2012), katecholio 2,3-dioksigenazé (Bartosiak-Jentys ir kt.,
2013), termostabilus zaliasis fluorescuojantis baltymas (Blanchard ir kt., 2014).

Naudojantis Siais reporteriais buvo apraSyti keli konstitutyviis (Prera,
Psiga, Prun) ir indukuojami  (Pigh, Pgkro4, Ppgiu) promotoriai, tinkantys
Geobacillus baltymy ekspresijos sistemoms (Bartosiak ir kt., 2012; Blanchard
ir kt., 2014; Cripps ir kt., 2009; Lin ir kt., 2014; Narumi ir kt., 1992a; Suzuki ir
kt., 2012, Suzuki ir kt., 2013a).

1.2.3. Transformacijos metodai

W

Vienas 1§ sudétingiausiy bakterijy transformacijos etapy yra
rekombinantinés DNR pernaSos metodikos parinkimas ir sglygy
optimizavimas. Bakterijos wuzlasteling DNR gali jgyti 3 natiraliai
egzistuojanciais budais: 1) natiiralios genetinés kompetencijos i§vystymo, 2)
konjugacijos ir 3) transdukcijos (Aune ir Aachmenn, 2010; César ir kt., 2011).
IS juy tikslinei genetinei Geobacillus genties bakterijy (tiksliau, poros
Geobacillus kamieny) modifikacijai, sékmingai pritaikyta tiktai konjugacija
(aptarta 1.2.3.3 skyriuje) (Natarajan ir Oriel, 1991; Suzuki ir Yoshida, 2012).
Transdukcija bakteriofagais taip pat yra panaudota vieno Geobacillus kamieno
(G. stearothermophilus NUB36) modifikacijai (Welker, 1988), taciau ji taip ir
nebuvo iSvystyta sukuriant patogig transformacijos metodologija. Tuo tarpu
apie geobacily natiiralia kompetencija duomeny, pagristy eksperimentiniais

tyrimais, néra.

28



Nors natiiralios kompetencijos indukcija néra taikoma geobaciloms,
taiau kai kuriy kity bakterijy transformacijai ji yra sékmingai naudojama.
Transformacija, indukuojant natiiralia bakterijy kompetencija, yra salyginai
paprastas metodas, nereikalaujantis ypatingos jrangos. Jo efektyvumas
priklauso nuo bakterijy augimo fazés, mitybiniy sglygy ir stresiniy aplinkos
veiksniy. Taciau kiekvienam kamienui ir raSiai tinkamos salygos gali labai
skirtis, o Kkartais netgi turéti visiSkai prieSingg efektg skirtingy rasiy
kompetencijos indukcijai (Johnston ir kt., 2014; Vojcic ir kt., 2012).

YpaC efektyvi transformacijos sistema yra iSvystyta termofilinéms
gramneigiamosioms Thermus thermophilus ir Thermus aquaticus bakterijoms
(Inoue ir Sako, 2013). Sis metodas taip pat yra naudojamas ir B. subtilis
transformacijai (Anagnostopolous ir Spizizen, 1961; Vojcic ir kt., 2012). B.
subtilis neprilygsta transformacijos efektyvumu Thermus genties baterijoms,
taCiau yra parodyta, kad ,,superkompetentinius® B. subtilis kamienus galima
sukurti, jvedus papildomg ComK (pagrindinio Bacillus spp. nattralios
kompetencijos reguliatoriaus) gena ir vykdant indukuojamg Sio baltymo
virSprodukcijg (Zhang ir Zhang; 2011).

Tikétina, kad pasitelkus $j kitoms bakterijoms tinkamg DNR pernasos
blidg, jmanoma sukurti transformavimo sistemg ir geobaciloms, kadangi
sekvenuoty Geobacillus genties bakterijy genomy sekose taip pat yra nustatyti
Bacillus spp. com geny homologai, bitini genetinei kompetencijai (Kovacs ir
kt., 2009, Wiegand ir kt., 2013).

Naturalius geny pernasos metodus galima pritaikyti ne visoms
bakterijoms, dél to Siuolaikinéje biotechnologijoje yra sukurta daugybé kity
dirbtiniy metody, kurie ir toliau yra vystomi, siekiant praplésti
transformuojamy bakterijy spektrg ir transformacijos efektyvuma (Aune ir
Aachmenn, 2010; Divya Prakash ir kt., 2011; Lin ir kt., 2010). Dazniausiai
naudojami yra: 1) cheminé transformacija (paprastai veikiant lgsteles CaCly),
2) elektrotransformacija, 3) protoplasty ar sferoplasty transformacija. Cheminé
transformacija yra efektyvi tik silpnesne sienelg turinéiy gramneigiamyjy

bakterijy atveju. Tuo tarpu kiti du metodai yra placiai tatkomi DNR pernasai ir
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] gramteigiamasias bakterijas, i$ jy ir geobacilas.

Dazniausiai Visi transformacijos metodai dalijami j tris pagrindinius
etapus. Pirmajame etape yra paruoSiamos lastelés, blisimosios vektoriaus
Seimininkés (recipientés): jos padaromos imlios iSorinei DNR. Antrajame etape
lasteléms yra sukeliamas Sokas, kuris jgalina DNR perkélimg j Igstele, taciau
néra jai (Iastelei) letalus. Paskutiniame etape tranformuotos lastelés yra
atgaivinamos, auginamos ypatingomis sglygomis, kad buty atkurti
transformacijos metu pazeisti jos kompartmentai (Inoue ir Sako, 2013).

Tik nedaugeliui bakterijy yra sukurta metodika, leidzianti gauti optimaly
transformanty kiekj. Visy kity bakterijy kamieny transformacijai reikalingos
salygos néra zinomos ir jos turi biiti nustatomos eksperimentiskai. Iki Siol kai
kuriuos 1§ Geobacillus genties bakterijy kamieny pavyko transformuoti
naudojant tris metodus: 1) protoplasty transformacija, 2) elektroporacijg ir 3)

konjugacinj perne§ima. Sie metodai pladiau aptariami kituose skyriuose.

1.2.3.1. Protoplasty transformacija

Protoplasty transformacija buvo pirmasis metodas, pritaikytas
Geobacillus genties kamieny transformacijai (Imanaka ir kt, 1982) ir buvo
sukurtas pagal Chang ir Cohen (1979) metoda, taikyta B. subtilis bakterijoms.
Geobacillus spp. protoplastai yra paruosiami naudojant lizocima, kuris suardo
pagrindinj ir tvir€iausig bakterijy lasteliy sienelés komponenta, peptidoglikana.
Gauti protoplastai yra transformuojami naudojant polietilenglikolj, kuris
palengvina terpéje esancios DNR pernasg | lastelg. Galiausiai lastelés jgijusios
plazmide yra regeneruojamos ir atrenkamos, naudojant atrankigsias terpes
(Imanaka ir kt., 1982; Liao ir kt., 1986; Wu ir Welker, 1989).

Sis metodas yra taikytas G. stearothermophilus CU21 ir NUB3621R
kamienams transformuoti. Priklausomomai nuo naudotos plazmidinés DNR
kilmés, transformacijos efektyvumas sieké nuo 10°~10% (naudojant plazmide,
i$skirtg 18 to paties kamieno) iki 103-10* (naudojant plazmides, isskirtas i§ B.
subtilis kamieno) (Imanaka ir kt., 1982; Wu ir Welker, 1989).
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Visgi protoplasty tranformacija yra gana sudétinga ir daug laiko
uzimanti procediira. Jos metu naudojami protoplastai yra jautriis ir lengvai
pazeidziami, de¢l to reikalauja ypatingo atsargumo. Be to, protoplasty
regeneracijai tinkamiausia temperatiira yra artima transformuojamy kamieny
augimo temperatiiros minimumui (Wu ir Welker, 1989), o auginimas tokioje
temperatiiroje dar labiau prailgina visg procediiros trukme. Taip pat ypatinga
démesj reikty atkreipti j regeneracijos terpés sudétj tais atvejais, kai atrankai
naudojama atsparumo kanamicinui sistema. Yra parodyta, kad esant aukstai
temperatiirai (>50 °C), dideli laktozés ir kalcio kiekiai, budingi kai kuriy
regeneracijos terpiy sudéciai, slopina kanamicino poveikj lagsteléms (Wu ir
Welker, 1989).

Taigi, kadangi protoplasty ruo$imas yra santykinai sudétingas ir daug
laiko uzimantis (Vojcic ir kt., 2012) transformacijos biidas, yra ieSkoma

patogesniy metody.

1.2.3.2. Elektrotransformacija

Elektrotransformacija yra vienas dazniausiai naudojamy metody,
jgalinanciy svetimos DNR pernasg tiek | gramteigiamyjy, tiek ir |
gramneigiamyjy bakterijy lasteles (Aune ir Aachman, 2010). Transformuojant
lasteles Siuo biidu, DNR | lastelés vidy yra pernesama, paveikus ja stipriu ir
trumpu elektriniu impulsu. Néra iki galo jrodytas mechanizmas, kuriuo DNR
patenka ] lasteles, taCiau vyraujantiS S§i0 proceso paaiskinimas —
elektroporacijos teorija. Pasak jos, elektrinio impulso metu elektrinio lauko
stipriui  pasiekus tam tikrg slenksting verte citoplazminéje membranoje
susiformuoja poros, pro kurias j Igstele gali patekti jos iSoréje esanti DNR.
Elektrinio lauko stipriui sumazéjus iki pradinés vertés, poros vél uzsiveria ir
tranformuotos Igstelés yra atgaivinamos (Brambach ir kt., 2013; Escoffre ir kt.,
2009; Young ir Deanx, 2015).

Elektrotransformacijos efektyvumas priklauso nuo daugybés veiksniy,
todél skirtingoms bakterijy riiSims ar netgi kamienams elektrotransformacijai

palankiausios sglygos gali labai skirtis. Pavykus optimizuoti §j metoda
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kamienui, gaunami geri, patikimai atsikartojantys rezultatai — E. coli gaunama
iki 10°-10% transformuoty kolonijas sudaran¢iy vienety (KSV), tuo tarpu
gramteigiamyjy bakterijy B. subtilis paprastai gaunama iki 10°-10°
transformuoty KSV (Aune ir Aachmen, 2010; Lu ir kt., 2012; Xue ir kt., 1999).

Ivairioms bakterijoms nustatyta gausybé veiksniy, itakojanciy
transformacijos efektyvuma, visuose trijuose elektrotransformacijos etapuose:
elektrokompetentiniy  Igsteliy  paruoSimo, elektroporacijos ir Iasteliy
atgaivinimo (Assad-Garcia ir kt., 2008; Cao ir kt., 2011; Lu ir kt., 2012; Shen
ir kt., 2013; Lu et al., 2014; Landete ir kt., 2014; Meddeb-Mouelhi ir kt., 2012;
Rhee ir kt., 2007; Rodriguez ir kt., 2007; Turgeon ir kt., 2006; Xue ir kt., 1999;
Yang ir kt., 2010; Zhang ir kt., 2011; Zhang ir kt., 2015). Taciau terastas vienas
darbas, kuriame buty aprasoma  Geobacillus genties  bakterijy
elektrotransformacijos optimizacija (Narumi ir kt., 1992b). Narumi su
bendraautoriais (1992Db) tyré kultiiros augimo stadijos, taikomo elektrinio lauko
stiprio ir atrankos veiksnio jtakg Geobacillus thermodenitrificans K1041 (8is
kamienas anksc¢iau buvo priskiriamas Bacillus stearothermophilus rasiai
(Studholme et al., 1999)). DidZiausias $io kamieno transformanty kiekis (10°
transformanty/ug DNR) buvo gautas lasteles auginant iki vélyvos logaritminés
augimo fazés ir surinktas bei 10 % glicerolio elektrotransformacijos terpéje
(ETT) suspenduotas lasteles paveikiant 10 kV/cm elektrinio lauko stiprio
impulsu (Narumi et al., 1992b). Taciau kiti geobacillus genties kamienai néra
taip lengvai ir efektyviai transformuojami. Jiems taikomi transformacijos
protokolai kuriami keiciant lgsteliy auginimo salygas, elektrotransformacijos
terpés sudétj, elektroporacijos parametrus ir lgsteliy atgaivinimo sglygas
(Thompson irkt., 2008).

AukStesnis plazmidinés DNR elektropernasos efektyvumas gali biiti
pasiektas didinant elektrinio lauko stiprj. Taciau didesnis elektrinio lauko
stipris taip pat mazina ir lasteliy gyvybinguma, taigi jis gali buti keliamas tiktai
iki tam tikro dydzio. Gramteigiamyjy bakterijy transformacijai optimalus
elektrinio lauko stipris svyruoja tarp 4,0 ir 12,5 kV/cm (Belliveau ir Trevors,
1989; Trevors ir kt., 1992; Xue ir kt., 1999). Maksimalig taikomo elektrinio
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lauko stiprio verte galima padidinti iki >20 kV/cm, taikant aukSto
osmoliaringumo metoda, t. y. papildant visas elektroporacijai naudojamas
terpes suderinamaisiais junginiais (angl. compatible solutes) — sorbitoliu ir
manitoliu, kurie padidina elektros impulsu paveikty lasteliy i§gyvenamuma. Sis
metodas leido sukurti itin efektyvy Bacillus spp. elektrotransformacijos metoda
(Lu ir kt, 2012; Xue ir kt, 1999). Auksto osmoliaringumo
elektrotransformacijos terpé buvo naudota ir Geobacillus thermoglucosidasius
DL33 ir NCIMB 11955 (Cripps ir kt., 2009) kamieny transformacijai, taikant
25 kV/cm elektrinio lauko stipri. Didziausias gautas elektrotransformacijos
efektyvumas buvo 2,8-10° transformanty/ug DNR (Bartosiak-Jentys ir kt.,
2013). Visgi pastaruosiuose darbuose nebuvo aprasyta jvairiy kity veiksniy
(1asteliy auginimo terpés, jy augimo stadijos, elektroporacijos parametry ir kt.)
jtaka elektrotransformacijos efektyvumui. Taigi néra Zinoma, ar Sios salygos
yra pacios tinkamiausios. Dél to Sioje srityje yra butina atlikti daugiau tyrimy,
kuriy rezultatai leisty sukurti efektyvig transformacijos metodologija, tinkama

jvairiems Geobacillus kamienams.

1.2.3.3. Konjugacinis pernesimas

Bakterijy  transformacija,  pasitelkiant  bakterijy  konjugacijos
mechanizmg, yra gana sudétingas transformacijos biidas. Tam reikia lasteliy
donoriy, kurios perduoty reikiamg DNR molekule galutiniam Seimininkui.
Taciau kai kuriais atvejais konjugacija gali buti labai pravartus metodas.

Konjugacija gali buti atliekama pasinaudojant 1) konjugaciniy
plazmidziy arba 2) transpozony DNR pernasos aparatu. Pirmuoju atveju
donorémis naudojamos E. coli lastelés, turin¢ios dvi plazmides, i§ kuriy viena
yra pagalbiné ir koduoja pernaSos aparatg, reikalingg pernesti antrajai
plazmidei, turinéiai oriT seka (angl. origin of transfer; plazmidés seka, nuo
kurios yra pradedama plazmidés pernasa) (Suzuki ir Yoshida, 2012). Antruoju
atveju yra naudojamos E. coli, turin¢ios plazmid¢ su joje jterptu transpozonu

(Natarajan ir Oriel, 1991). Atskirai uzaugintos lastelés donorés ir Geobacillus
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genties recipientés yra sumaiSomos ir inkubuojamos maziausiai tris valandas
37 °C tempertiiroje. Galiausiai lasteliy miSinys yra iSs¢jamas ant atrankiosios
agarizuotos terpés. Tolimesné inkubacija geobacily augimui reikiamoje
temperatiiroje leidzia atsikratyti lgsteliy donoriy ir atsirinkti tiktai Geobacillus
genties transformantus.

Konjugacinis perneSimas, pasitelkus platy Seimininky spektrg turintj
Tn916 transpozong, buvo panaudotas Geobacillus stearothermophilus BR219
(DSMZ 6285) stabiliai genomo modifikacijai. Tuo tarpu Suzuki ir Yoshida
(2012) G. kaustophilus HTA426 transformacijai pritaiké plazmidziy
konjugacinj perne§ima. Siuo metodu jiems pavyko transformuoti minéta
bakterijy kamiena, Kkuris net ir naudojant elektroporacija buvo sunkiai

transformuojamas.

1.2.3.4. Seimininko R-M sistemos jveikimo biidai

Nepriklausomai nuo pasirinkto transformacijos btdo, daznai yra
susiduriama su Seimininko R-M sistemos barjeru. Stengiantis jveikti R-M
sistemy sukeliama kliuvinj naudojamos kelios strategijos. Seimininko R-M
sistema (-0s) gali buti laikinai inaktyvuojama paveikiant lgsteles kars¢io Soku
(trumpg laikg lgsteles palaikant 7-19 °C aukStesnéje temperatiiroje uz jy
auginimo temperatirg). Taikant S$ig strategija kai kurioms Bacillus ir
Staphylococcus genciy bakterijoms, transformacijos efektyvumas yra
pagerintas nuo 10 iki 1000 karty (Cui ir kt., 2015; Lofblom ir kt., 2007; Zhang
ir kt., 2011). Taciau skirtingy rasiy restrikcijos fermentai pasiZymi skirtingu
termostabilumu, taigi ir §is metodas negali biiti taikomas visoms bakterijoms.

Kitas budas jveikti Seimininko R-M sistemg yra vektoriaus DNR
modifikacija in vitro naudojant komerciSkai prieinamas metilazes arba
bakterijy belgstelinius ekstraktus. Toks metodas sekmingai buvo panaudotas B.
cereus ir Bacillus weihenstephanensis transformacijai (Groot ir kt., 2008) ir
gramneigiamajai bakterijai Haemophilus parasuis (Chen ir kt., 2012).

Galiausiai vektorius gali biiti padauginamas tokiame Seimininke
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(tokiame E. coli kamiene), kuriame DNR yra metilinama panasiu btidu kaip ir
galutiniame Seimininke (Spath ir kt., 2012; van Zyl ir kt., 2013). Tuo tikslu
Suzuki ir kt. (2012) sukaré E. coli kamieng, gaminantj kai kurias i§ G.
kaustophilus HT4A26 (tikslinio Seimininko) metiltransferaziy. Sis E. coli

kamienas leido efektyviai transformuoti minétg Geobacillus kamiena.

1.3. Pasiekimai Geobacillus spp. genetinéje inzinerijoje

Nors Geobacillus spp. genetinio manipuliavimo priemoniy pasirinkimas
yra skurdus, tac¢iau naudojantis esamomis technologijomis jau yra gauti keli
genetiSkai modifikuoty geobacily kamienai, naudingi jvairiems praktiniams
pritaikymams.

Geobacillus genties bakterijos yra itin patraukliis organizmai Zaliosios
biotechnologijos srityje, kadangi gali buti pritaikytos ekonomiskai efektyviai
fermentacijos produkty gamybai i$ atsinaujinanciy Saltiniy, tokiy kaip augaly
biomasé, kurios pagrindinis komponentas yra lignoceliuliozé. Sios genties
bakterijos, naudodamos jvairius cukrus, vykdo misraus tipo fermentacija,
kurios metu, priklausomai nuo kamieno, gamina jvairius kiekius laktato,
acetato, formato, etanolio ir (arba) kity fermentacijos produkty (Cripps ir kt.,
2009; Bosma ir kt., 2014). Pasitelkus geny inzinerija, jmanoma padidinti
norimo metabolito iSeigg. Sékmingas tokios genetinés modifikacijos pavyzdys
yra G. thermoglucosidasius kamienas, paverstas daug zadanéiu etanolio
gamintoju.

Vienas i§ budy, padidinti Sio kamieno etanolio iSeigg, yra jo paties
koduojamo misrios fermentacijos kelio modifikacija, padidinant acetil-CoA
(tarpinis produktas etanolio gamyboje) sinteze ir blokuojant kity fermentacijos
produkty gamybg. Cripps su bendradarbiais (2009) tokiu btdu sukiré
Geobacillus thermoglucosidasius kamieng TM242 (Idh-. pfl, pdh"P), kurio
pagrindinis fermentacijos produktas yra etanolis (0,47 g etanolio i§ 1 g
gliukozés). Remiantis §io kamieno (auginamo terpéje Su celobioze)

metaboliniy srauty analize, spé&jama, kad, optimizavus $io kamieno vykdomag

35



etanologeneze, jmanoma iSgauti iki 5,4 g etanolio 1§ vieno litro kultiiros per
valandg (Niu ir kt., 2015).

Kitas biidas, padidinti geobacily gaminamo etanolio kiekj, yra
heterologiné piruvato dekarboksilazés ekspresija. Piruvato dekarboksilazé —
pagrindinis homoetanolinés fermentacijos fermentas, koduojamas pdc geno,
yra budingas tik nedaugeliui bakterijy. Siekiant sukurti nuo pdc priklausomag
etanolio sintezés kelig, geobacilose buvo atlikti keli bandymai, taciau ne visi
jie buvo sékmingi (Thompson ir kt., 2008). Geno pdc ekspresijg geobacilose
apsunkina tai, kad skiriasi kodony naudojimo daznis geobacilose ir Sio geno
Seimininko lgstelése. Gluconobacter oxydans piruvato dekarboksilazés geno
ekspresija G. thermoglucosidasius Iastelése gauta tik suvienodinus geno
kodonus su tinkamais naujajam Seimininkui (van Zyl ir kt., 2013).

Geobacillus genties bakterijas galima naudoti ne tik natiiraliai jy
sintetinamiems, bet ir naujiems, joms nebudingiems, produktams gaminti. Tg
pademonstravo Lin ir kt. (2014), sukiire nauja izobutanolio susidarymo kelig
G. thermoglucosidasius lastelése.

Pastaryjy mety pasiekimai, gauti tiriant Geobacillus spp. ekspresijos
sistemas, leidzia panaudoti kai kuriuos Geobacillus kamienus pramonéje
svarbiy baltymy gamybai. NaSiausia ekspresijos sistema yra pritaikyta G.
kaustophillus HTA426 kamienui. Naudojantis $ia maltoze indukuojama
ekspresijos sistema, galima gauti net iki 59 g tikslinio baltymo i§ 1 litro
kultiiros. Be to, yra parodyta, kad jos pagalba galima iSgauti net ir tuos
fermentus, kurie, ekspresuojami E. coli lgstelése, praranda aktyvuma (Suzuki ir
kt., 2013a).

Geobacillus  genties bakterijose galima ne tik ekspresuoti
rekombinantinius baltymus, bet ir vykdyti kryptinga jy evoliucijg. Kryptinga
evoliucija yra metodas taikomas baltymy ar kity biomolekuliy savybéms
pagerinti. Jos metu, i$ didziulés tam tikro geno varianty bibliotekos, pasitelkus
atrankos spaudimg, Yyra atsirenkami mutantai, pasizymintys reikiamomis
savybémis (Pourmir ir Johannes, 2012). Geobacilos yra puikis Seimininkai, kai

siekiama sukurti termostabilius mezofily baltymy variantus (Kobayashi ir kt.,

36



2015). Taciau Sis buidas gali biiti naudojamas tiktai tuomet, jei tikslinis
baltymas yra gyvybiskai bitinas Igstelei. Geobacilas auginant Zemesn¢je
temperatiiroje galima gauti karS€iui jautriy baltymy ekspresijg, tuo tarpu
pakélus auginimo temperatiirg yra atsirenkami tiktai tie kamienai, kurie turi
termostabilius to baltymo variantus (Coufiago ir Shamoo, 2005; Coufiago ir kt.,
2006). Tokiu biidu buvo gauti termostabiliis transformanty atrankos zZymenys,
tokie Kkaip, pavyzdziui, termostabilus KNTazés variantas (Liao ir Kanikula,
1990) ir termostabilus tiostreptono atsparumo zymuo (Wada ir kt., 2015).
Nepaisant didziulio Geobacillus genties potencialo, Siuo metu galima
iSvardinti tiktai kelis jy sékmingo pritaikymo atvejus. Pagrindinis kliuvinys,
stabdantis jy tyrimus, yra sudétinga jy transformacija. Tikimasi, kad sukirus
naujas genetinés manipuliacijos metodologijas, bus ne tik paspartinti Siy

termofily tyrimai, ta¢iau ir iSpléstos jy pritaikymo galimybeés.

2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Bakterijy kamienai, jy auginimo sglygos bei naudotos plazmidés

Siame darbe naudoti bakterijy kamienai ir plazmidés idvardinti 2.1
lentelé¢je. Darbe naujai aprasyty plazmidziy Saltiniu buvo du termofiliniai
gramteigiamieji sporas formuojantys bakterijy kamienai, turimi Vilniaus
universiteto Gamtos moksly fakulteto, Mikrobiologijos ir biotechnologijos
katedros (VU GMF MBK) kolekcijoje (Elenos Butaités magistro darbas,
2008), kuriy priklausomybé genciai nustatyta Siame darbe (zr. 2.2skyriy).

E. coli kamieno DH5a auginimui naudota Luria-Bertani (LB; Sambrook
and Russell, 2001) terpe. Lastelés augintos su purtymu 37 °C temperatiroje.
Termofiliniai kamienai jprastiniuose darbuose buvo auginami aerobiskai, su
purtymu, 55 °C temperatiiros saglygomis, maitinamajame buljone (angl. nutrient
broth; NB; 1 % peptono, 0,5 % mésos ekstrakto, 0,5 % NaCl).

Agarizuotos terpés ruosStos j atitinkamg skysta terpe pridedant 1,5 %
agaro. Auginant transformuotus E. coli kamienus, terpé buvo papildoma

ampicilinu arba kanamicinu iki, atitinkamai, 100 pg/ml ir 30 pg/ml galutinés jy
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koncentracijos. Trasformuoty Geobacillus spp.

auginimui terpés buvo

papildytos kanamicinu iki 12,5 ng/ml galutinés koncentracijos.

2.1 lentelé. Darbe naudoti bakterijy kamienai ir plazmidés

Pavadinimas Savybeés Saltinis

Kamienas

E. coli DHS5a F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) VU GMF MBK
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mikroorganizmy
mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 kolekcija

G. stearothermophilus
NUB3621R

relAl
Hsr Hsm" RifR

Bacillus Genetic
Stock Center, BGSC

G. stearothermophilus G. stearothermophilus NUB3621R Sis darbas
NUB3621R_pUCG18 transformuotas su pUCG18
G. stearothermophilus G. stearothermophilus NUB3621R Sis darbas
NUB3621R_pUCKY transformuotas su pUCK?7
Geobacillus sp. 1121 Kamienas, turintis plazmide pGTG5 VU GMF MBK
mikroorganizmy
kolekcija
Geobacillus sp. 610 Kamienas, turintis plazmid¢ pGTD7 VU GMF MBK
mikroorganizmy
kolekcija
Plazmidé
pGTD7 Kriptiné plazmide, isskirta i§ Sis darbas
Geobacillus sp. 610
pGTGS Kriptiné plazmide, iSskirta i§ Sis darbas
Geobacillus sp. 1121
pTZ57RIT TA klonavimo vektorius, lacZ, AmpR Thermo Fisher
Scientific
pUC19 Klonavimo vektorius, lacZ, AmpR Thermo Fisher
Scientific
pUCG18 E. coli — Geobacillus spp. Saudyklinis ~ Taylor ir kt. (2008)
vektorius, pBST1 replikonas, KanR
(TK101)
pUCK pUCI19 su jterptu TK101 genu Sis darbas
pUCK?7 pUCK plazmideé su jterptu pGTD7 Sis darbas

replikonu

2.2. DNR i8skyrimas ir valymas
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Plazmidziy DNR buvo gryninama 1) naudojant GeneJET plazmidinés
DNR iSskyrimo mini rinkinius (Thermo Fisher Scientific) ir laikantis
gamintojo rekomendacijy arba 2) Sarminés lizés metodu, apraSytu Sambrook ir
Russell (2001). Skiriant plazmides i§ gramteigiamyjy bakterijy, lastelés pries
skyrimg buvo veikiamos lizocimu. Koncentruoto lizocimo tirpalo buvo dedama
1 lasteliy suspensija iki galutinés 2,5 mg/ml koncentracijos ir laikoma 15-30
min 37 °C temperatiiroje.

Visa genominé DNR i§ Geobacillus sp. buvo gryninama i§ ~4 ml
uzaugintos kultiiros. Lastelés nusodintos kultiirg centrifuguojant (8000 g 5
min), du kartus praplautos TE buferiu (10 mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA)
ir suspenduotos 8 ml to paties buferio. Suspensija papildyta lizocimu (iki
galutinés koncentracijos 2,5 mg/ml) ir ribonukleaze A (RNazé A; iki galutinés
koncentracijos 25 ug/ml) ir laikyta esant 37 °C temperatiirai. Po 30 min |
suspensijg jpilta 500 ul 10 % natrio dodecilsulfato (NDS) ir proteinazés K (iki
galutinés koncentracijos 0,5 mg/ml) ir inkubuota 55 °C temperatiiroje. Tuomet
misinys buvo grynintas fenolio ir chloroformo miSiniu (tdirio santykis 1:1) ir 2
kartus chloroformu. Po paskutinio gryninimo surinkta virSutiné frakcija buvo
uzpilta 2 kartus didesniu 96 % etanolio tariu. DNR nusodinta centrifuguojant
(15000 g 20 min +4 °C). Nuosédos istirpintos vandenyje arba TE buferyje.

Genominé DNR buvo gryninama ir GeneJET genominés DNR valymo
rinkiniu (Thermo Fisher Scientific) vadovaujantis gamintojo pateiktu
protokolu. Méginiy DNR kiekis ir kokybé buvo vertinami elektroforetiskai ir

(arba) spektrofotometriskai.

2.3. DNR klonavimo darbai/Molekulinés biologijos darbai

Visi darbe naudotoi fermentai: restrikcijos endonukleazés (REazés;
Aatll, Acc651, BamHI, Bsh13651, Bsp14071, Bsp68I, Dral, Eco31l, Eco521,
Eco88l, Eco91l, EcoRl, Hincll, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel, Nhel, Notl, Pael,
Paull, Pstl, Pvul, Pvull, Sacl, Sall, Scal, Smal, Sspl, Vspl, Xbal, Xhol), Taq

polimerazé, T4 ligazé¢ buvo jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific. Fermentinés
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reakcijos vykdytos remiantis tiekéjo nurodymais. Visi darbe naudoti
pradmenys nurodyti 2.2 lenteléje. Sio darbo metu sukurti pradmenys buvo
uzsakyti i§ Metabion (MVokietija).

2.2 lentelé. Darbe naudoti pradmenys

Pradmeny Sekos Saltinis

pora

27F 3'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-5 3’-  Studholme ir kt., 1999
1495R CTACGGCTACCTTGTTACGA-5

5r1 3'-AACTTAAACGCGACCCTCACATCA-5' Kananaviéiiité ir kt.,
5f1 3'-CGGAAGGCGCTCGAAACAGA-5' 2014

7f1 3'-CGGGCGATCGATACGGTTCAT-5 3’-  Kananaviciuté ir kt.,
7rl AGCCTTACGCCAGCGACAATCC-5 2014

adk F 3'-AAGCCAGGCGTTTGCGATAA-5’ Sis darbas

adk_R 3'-AGCGGCTGCGTTTGTTTGAC-5

M13/puUC 3'-GTAAAACGACGGCCAGT-5' 3'-  Thermo Fisher
M13/puUC CAGGAAACAGCTATGAC-5' Scientific

reverse

TK_F 3'-GGGGATGATGTTAAGGCTATTGG-5’ 3~ Sis darbas

TK R GCTGAACTCTGCTTCCTCTGTTG-5'

TK101_F 3-TGAGAGTGCACCATATGTCAAAATG-5' 3'- Sis darbas
TK101_R GTTCATATGATTTGGAGGAAGGTTTA CAC-Y

(Ndel)*

7pK_F 3 TGGCCCGTTTGTTGAACTCTTTGATCGAT  Sis darbas

7PK_R ACGGTTCATGGGT-5' 3-
GCAGCCTGAATGGCGAATGGCGTCGCA
ACCAAAGTTGCT-5'

*Skliausteliuose nurodytas restrikcijos endonukleazés pavadinimas, kurios
atpaZinimo seka (sekoje pabraukta apatiniu bruksniu) jterpta j oligonukleotida.

Vektorius pUCK buvo sukonstruotas jterpiant termostabilios kanamicino
nukleotidiltransferazés (KNTazés) gena j vektoriy pUC19. KNTazés (TK101)
Saltiniu buvo vektorius pUCG18. TK101 padaugintas pradmenimis TK101_F ir
TK101_R, 5'gale jterpiant papildomg Ndel atpazinimo sekg. Gautas PGR
produktas buvo karpytas Ndel REaze ir jterptas j plazmide pUC19 per Sios
REazés atpazinimo seky. Kadangi §i seka yra iSdéstyta uz pUC19 vektoriaus
daugybinio klonavimo regiono (MCS, angl. multiple cloning site),
transformantai buvo atrenkami naudojant atrankos terp¢ su kanamicinu.

Iterptos sekos orientacija patikrinta karpant Hincll REaze.
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pUCK?7 buvo sukonstruotas i§ pUCK vektoriaus ir pGTD7 plazmidés
replikono. Tam pGTD7 fragmentas, apimantis Sios plazmidés replikacijai
reikalingas sekas (nustatytas in silico (zr. 2.4 skyriy)) nuo 1320 iki 3279 nt ir
nuo 1 iki 250 nt, buvo padaugintas 7fl ir 7rl pradmenimis ir jterptas j
pTZ57R/T-TA klonavimo vektoriy. Gauta rekombinantiné plazmidé buvo
sukarpyta BamHI bei Kpnl REazémis ir i§ agarozés iSgrynintas 2208 bp dydzio
DNR fragmentas (kuris atitiko padauginto pGTD?7 replikono dydj). Pastarasis
fragmentas buvo liguotas j pUCK vektoriy per atitinkamy REaziy atpazinimo
sekose esancius MCS.

pUK5K ir pUK5EH konstruktai buvo gauti j pUCK vektoriy per
atitinkamas REaziy atpazinimo sekas jterpus skirtingus pGTGS plazmidés
fragmentus. | pUKSK sudétj jéjo visa pGTGS plazmidé, perkirpta ties 1391 nt
Kpnl REaze. Tuo tarpu pUK5EH konstrukto intarpas buvo gautas pradmenimis
5f1 ir 5r1 padauginus pGTGS plazmidés fragmenta, apimantj regiong nuo 302
nt iki 1540 nt ir nuo 1 nt iki 99 nt, ir jterptas | pPTZ57R vektoriy. Galiausiai Sis
fragmentas buvo iSkirptas EcORI bei Hindlll REazémis, iSgrynintas is
agarozinio gelio ir panaudotas tolimesniems klonavimo darbams.

Konstruktas p7K buvo gautas naudojantis nuo restrikcijos
nepriklausomu klonavimo metodu (Van Den Ent ir Lowe; 2006; Bond ir Naus;
2012). 1§ pradziy buvo padaugintas norimas jterpti pGTD7 fragmentas
pradmenimis (jy 3'-dalis yra komplementari norimo jterpti pGTD7 plazmidés
fragmento galams, o 5'-dalis — vektoriaus galinéms sekoms, ties kuriomis
norima jterpti ta fragmentg). PGR buvo atlikta naudojant ,,Phusion“DNR
polimeraze (Thermo Fisher Scientific), vadovaujantis gamintojo nurodymais.
Cikly parametrai: pradiné denattiracija — 45 s (98 °C), 30 cikly po 10 s (98 °C),
20 s (65 °C), 45 s (72 °C), galutiné DNR sintezé — 10 min (72 °C). Gautas
produktas naudotas kaip megapradmuo, kurio pagalba padaugintasis pGTD7
fragmentas buvo jterptas j pUCK7 plazmidés seka. Antrosios PGR cikly
parametrai: pradiné denatiiracija — 45 s (98 °C), 15 cikly po 10 s (98 °C), 20 s
(65 °C), 90 s (72 °C), galutiné DNR sintezé — 10 min (72 °C). Galiausiai

reakcijos misinys buvo paveikiamas Dpnl REaze (iki galutinés koncentracijos
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reakcijos misinyje 10 u/ul) 2 val. (37 °C), kurios veikla sustabdoma laikant 20
min (80 °C).Tokiu budu i§ reakcijos miSinio yra pasalinama metilinta pradiné
pUCK plazmidé. Gauti konstruktai naudojami pernasai j E. coli Iasteles.

Gavus transformantus, juose esanciy plazmidziy buvimas jvertintas

i§skyrus i§ jy plazmiding DNR ir atlikus restrikcing analizg.

2.4. DNR sekoskaita ir seky bioinformatiné analizé

Termofiliniai, plazmidziy turintys kamienai buvo identifikuojami
atliekant 16S rRNR geno analize. 16S rRNR genai buvo padauginti
polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) biidu, i reakcijos miSinj dedant i§
atitinkamo kamieno iSskirtos genominés DNR ir naudojant universaliy
pradmeny porg: 27F ir 1495R (2.2 lentelé). Gauty fragmenty sekos nustatytos
DNR grandinés terminacijos (Sanger-dideoxy) metodu Biotechnologijos
instituto DNR sekoskaitos centre (Lietuva). Seky panaSumy buvo ieSkoma
duomeny bazése naudojantis BLAST (angl. Basic Local Alignment Search
Tool) programa, pasiekiama per NCBI (angl. National Centre for
Biotechnology Information) tinklalapj (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

ISskirta plazmidiné DNR pGTGS5 ir pGTD7 plazmidziy sekoms nustatyti
buvo atitinkamai perkerpama Hincll ir BamHI REazémis. Gauti fragmentai
klonuoti j pUC19 vektoriy, jy sekos nustatytos naudojant M13 pradmeny pora.
Pasinaudojus nustatytomis sekomis, buvo sukurti kiti pradmenys, reikalingi
trukstamy plazmidziy fragmenty sekoskaitai.

Atviro skaitymo rémeliai (ASR) buvo nustatyti naudojantis ,,ORF
Finder“ programa, esanc¢ia NCBI tinklalapyje ir FGENESB programa,
pasiekiama i§ Softberry tinklalapio (http://linuxl.softberry.com/berry.phtml).
Sekos, kurios galimai koduoja baltymus, buvo toliau tiriamos naudojantis
BLASTX ir konservatyviy domeny paieskos (CD-search) programomis,
pasiekiamomis i§ NCBI tinklalapio. Baltymy ir DNR seky palyginimai buvo
atlikti  ClustalWw  programa, pasiekiama i§ EMBL-EBL tinklalapio

(http://www.ebi.ac.uk). DNR formuojamos galimos antrinés struktiiros buvo
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nustatytos naudojant Mfold programa (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold).

2.5. Bakterijy transformacija

Elektrokompetentinés E. coli DHb5a lastelés buvo ruoSiamos ir
elektrotransformuojamos pagal metodika, pateikta Sambrook and Russell
(2001).

Elektrokompetentinés G. stearothermophilus NUB3621R lastelés buvo
augintos skystoje terpéje esant 55 °C temperatiirai purtykléje iki tam tikros
lasteliy augimo stadijos. Tuomet lgstelés atvésinamos laikant jas 15 min ledo
vonioje ir surenkamos jas centrifuguojant 10 min (8000 g., 4 °C). Nuosédos 4
kartus praplaunamos ir suspenduojamos toje pacioje elektrotransformacijos
terpéje (ETT). Gaunama lgsteliy suspensija, kurios OTse siekia ~100.
Suspensija iSpilstoma po 50 pl j atskirus mégintuvélius. Visi etapai atliekami
esant +4 °C temperaturai arba laikant lgsteles ledo vonioje. Paruostos lastelés
naudojamos elektrotransformacijai i$ karto arba laikomos -70 °C Saldiklyje iki
panaudojimo.

Elektrotransformacijai lgstelés buvo sumaiSomos su ~100 ng
plazmidinés DNR (1 pl) ir, naudojant aparata ,,Eppendorf Multiporator*
(eksponentiS$kai mazéjantis pulsas, laiko konstanta 5 ms, varza 600 Q,
kondensatorius 10 uF), paveikiamos elektrinio lauko tam tikro stiprio impulsu.
Transformuotos lastelés perkeliamos 1 1,5 ml gaivinimo terpés ir purtant (180
rpm) laikomos reikiamos temperatiros purtykléje. Po 1,5 val. lastelés
iSséjamos ant agarizuotos terpés ir laikomos 55 °C temperatiiroje 12-24 val.
Reikiamg plazmide turintys transformantai yra patikrinami isskiriant i§ jy
plazmiding DNR ir atliekant restrikcing analiz¢ arba kolonijy PGR metodu.
Transformacijos efektyvumas jvertinamas gauty transformanty skai¢iumi,

tenkanciul pg plazmidinés DNR.

2.6. G. stearothermophilus transformacijos salygy optimizavimas

Parenkant geriausias salygas G. stearothermophilus NUB3621R
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transformacijai, lastelés buvo auginamos naudojant kelias skirtingas terpes,

nurodytas 2.3lenteléje.

2.3 lentelé. Naudoty auginimo terpiy sudétis

Terpés pavadinimas Sudétis

ANB NB, papildyta 2,30 mM CacCl,, 1,20 mM MgCl,0,07 mM KClI,
0,91 uM ZnS0q4, 0,47 uM MnSO4

ANBS ANB, papildyta 0,5 M sorbitolio

LB 1 % peptono, 0,5 % NaCl, 0,5 % mieliy ekstrakto

mLB (Zeigler, 2001) LB, papildyta 1,05 mM nitrilotriacto riigsties, 0,59 mM
MgSO4, 0,91 mM CaCly, 0,04 mM FeSO4

NB 1 % peptono, 0,5 % NaCl, 0,5 % mésos ekstrakto

TSB (Merck) 1,7 % kazeino peptono, 0,3 % sojy peptono, 0,25 % gliukozés,

5 % NaCl, 0,25 % K2HPO4

Lastelés buvo augintos kiekvienoje i$ Siy terpiy vis jvertinant kultiiros
optinj tankj (OT). OTsgo pasiekus 1,0 lastelés buvo surenkamos. Naudojant
ANB terpg, lastelés taip pat buvo surenkamos ir tada, kai OTsg verté buvo
0,75; 1,0; 1,15; 1,3 bei 1,4. Tiriant glicino poveikj, lastelés buvo auginamos
mLBS terpéje. OTsgo pasiekus 0,2 verte, kulttira buvo papildoma 2 %, 1 % arba
0,5 % glicino ir inkubuojama toje pacioje temperatiiroje dar 1 val.

Surinktos ir praplautos Igstelés suspenduojamos elektrotransformacijos
terpéje (ETT) iki OTseo ~100. Naudoty ETT sudétis nurodyta 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Naudoty ektrotransformacijos terpiy sudétis

Terpés Terpés sudétis
pavadinimas

Glicerolis  Sorbitolis Manitolis Trehalozé MgCl,

G 10 %

SMG 10 % 04M 04M
SMGM 10 % 04M 04M 1mM
TG 10 % 0,5M

Paruostos elektrokompetentinés Igstelés sumaiSomos su plazmidine
DNR (100 ng) ir paveikiamos 16, 18, 20, 22 arba 24 kV/cm stiprio elektriniu
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lauku. Lasteléms atgaivinti buvo naudotos terpés, identiskos jy auginimo
terpéms, iSskyrus TSB terpéje augintas lgsteles, kurios buvo gaivinamos
2xLBG terpéje (dvigubos koncentracijos LB terpé, papildyta 0,5 % gliukozés
ir 0,01 % albumino; Narumi ir kt., 1992b). Perkeltos j Sias terpes, lgstelés buvo
laikomos 120 min (50 °C) arba 90 min 55 °C temperatiiroje Su purtymu ir
galiausiai i§séjamos ant agarizuotos terpés, papildytos reikiamu antibiotiku.

Elektrotransformacijos salygy optimizavimui buvo naudojama pUCG18
plazmidé. Visos kitos plazmidés 1 NUB3621 kamieng buvo perkeliamos tomis
salygomis, kuriomis transformacija vyko intensyviausiai.

Lasteliy gyvybingumas po elektrotransformacijos buvo nustatomas
iSsé¢jant atitinkamo stiprio elektros impulsu paveiktas Igsteles ant agarizuotos
ANB terpés (be kanamicino) ir lyginant suformuoty kolonijy skaiciy su

elektriniu impulsy nepaveikty lasteliy formuojamy kolonijy skai¢iumi.

2.7. Plazmidziy segregacinio stabilumo nustatymas

Segregacinis tiriamy plazmidziy stabilumas buvo nustatomas auginant
tas plazmides turinCius kamienus (NUB3621R_pUCK?7 ir
NUB3621R_pUCG18) ANB terpéje be antibiotiky esant 55 °C temperatiirai.
Kas 12 generacijy dalis kultiros buvo perkeliama j $viezia ANB terpg ir
auginama toliau. Taip pat, kas 12 generacijy buvo nustatoma plazmides
iSlaikiusiy lgsteliy procentiné dalis. Tam bakterijy kultira buvo i§séjama ant
dviejy skirtingy agarizuoty terpiy: 1) ANB terpés ir 2) ANB terpés su
kanamicinu. Abiejy terpiy KSV skaicius jvertinamas po 24 val. auginimo 55

°C temperatiiroje.

2.8. DNR-DNR hibridizacija ,,Southern blot* metodu

DNR hibridizacija su biotinu zymétais DNR zondais buvo atliekama
vadovaujantis Thermo Fisher Scientific pateiktu protokolu. Trumpai aprasant,
visa genominé DNR 1§ kamieny 1121 ir 610 buvo paveikiama S1 nukleaze.

Tuomet S1 nukleaze paveikty ir nepaveikty meéginiy DNR iSskirstyta
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agaroziniame gelyje. Kiekvieno méginio buvo leidziama j du atskirus agarozés
gelio takelius. Po elektroforezés gelis padalinamas j dvi dalis, kad kiekvienai jy
tekty po vieng kiekvieno méginio takel;. Tuomet viena gelio dalis 1§ karto
perkeliama j neutralizacijos buferj, 0 kita prie$ neutralizacijg 30 min palaikoma
Sarminiame tirpale. Po to DNR perkeliama ant nailoninés membranos
(SensiBlot Plus Nylon Membrane, Thermo Fisher Scientific). Biotinu zyméti
zondai buvo susintetinti pasinaudojant pradmeny poromis 7f1 ir 7r1 (pGTD7
plazmidei), bei 5f1 ir 5r1 (pGTG5 plazmidei) naudojantis ,,Biotin Decalabel
DNA Labeling Kit“ (Thermo Fisher Scientific) rinkiniu. Su zondais
hibridizavusi DNR buvo jvaizdinta ,,Biotin Chromogenic Detection Kit*

(Thermo Fisher Scientific) rinkiniu.

2.9. Realaus laiko kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija

Santykinis pUCG18 ir pGTD7 plazmidziy kopijy skaicCius G.
stearothermophilus NUB3621R lastelése buvo nustatytas realaus laiko
kiekybinés polimerazinés grandininés reakcijos metodu (RT-gPCR). G.
stearothermophilus NUB3621R_pUCG18 ir NUB3621R_pUCK7 kamieny
lastelés buvo augintos mazdaug 8 val. ANB terpéje su kanamicinu iki OTsgo
~2,0. Tada surinkus lIgsteles i$ jy buvo iSskiriama visa genominé DNR. DNR
méginius praskiedus desimt karty, su jais buvo paruosiami 20 ul bendro turio
PGR reakcijos misiniai, tam naudojant ,,Thermo Fisher Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix‘“ rinkinj. Buvo naudotos dvi pradmeny poros (2.2 lentelé).
Pradmeny TK F ir TK R taikinys — 114 bp ilgio fragmentas — i§ abiejose
plazmidése esanc¢io TK101 geno.Tuo tarpu pradmenimis adk_F ir adk_R buvo
padaugintas 110 bp ilgio fragmentas i§ vienkopijinio chromosominio geno adk,
koduojancio adenilato kinaze (GeneBank # AY729037). Kiekvieno pradmens |
reakcijos miSinj buvo dedama iki 0,5 uM galutinés jo koncentracijos.
Kiekviena i$ reakcijy buvo kartojama bent tris kartus.

Amplifikacijai ir gauty duomeny registracijai buvo naudojama BioRad

CFX96 realaus laiko nustatymo sistema. Reakcijos atliktos pagal tokj
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temperatiiriniy cikly protokola: 10 min (95 °C) pradinei denatiiracijai, po
kurios seké 40 cikly susidedanciy i§ 15 s (95 °C), 30 s (58 °C) ir 30 s (72 °C).
Pradmeny specifiSkumas buvo patvirtintas atlikus PGR produkty
lydymosi temperatiiros analiz¢ (temperatiirg keic¢iant nuo 60 iki 90 °C po 0,3
°C per sekundg)ir agarozés gelio elektroforezés metodu. Santykinis plazmidziy
kopijy skaicius (PKS) lastelei buvo apskaiCiuotas pagal formule: PKS=
(Ec)C/(Ep)©* (Skulj ir kt., 2008), kur Ec ir Ep yra amplifikacijos efektyvumas
chromosominiam (adk) ir plazmidiniam (TK101) taikiniams, Ctc ir Ctp —

slenkstiné ciklo verté chromosominiam ir plazmidiniam taikiniams.

3. DARBO REZULTATAI IR APTARIMAS

3.1. Plazmides turin¢iy kamieny nustatymas ir jy identifikavimas

Pirmasis §io darbo uzdavinys buvo naujy plazmidziy, kurios galéty biiti
panaudotos Geobacillus spp. vektoriy kirimui, apibiidinimas. Plazmidziy
paieska buvo atlikta tarp 68 neidentifikuoty termofiliniy gramteigiamyjy,
sporas formuojanciy bakterijy kamieny, iSskirty i§ dirvos (Elenos Butaités
magistro baigiamasis darbas) ir saugomy Mikrobiologijos ir biotechnologijos
katedros mikroorganizmy kolekcijoje (Gamtos moksly fakultetas, Vilniaus
universitetas, Lietuva). Dviejuose i§ tirty kamieny buvo aptiktos 2 mazos
molekulinés masés plazmidés (kiekviename kamiene po vieng plazmidg).

1121 kamieno plazmidinés DNR méginyje po elektroforezés
agaroziniame gelyje buvo identifikuota viena 1,5 kb dydzio plazmidé,
pavadinta pGTGS ir turinti vieneting Hincll REazés atpazinimo seka (3.1 pav.).
Antrojo 610 kamieno plazmidinés DNR méginyje buvo nustatyta 3,3 kb
plazmidé, pavadinta pGTD7, turinti vieneting BamHI atpazinimo seka.
Pastarojo kamieno plazmidinés DNR méginyje be pGTD7 plazmidés sudarytos
juostos taip pat buvo identifikuota kiek Zemiau iSsidéstanti DNR juosta,
besiskirianti savo restrikcijos profiliu (3.1 pav.). Dél to i§ pradziy buvo
manoma, kad §i DNR juosta yra suformuota antrosios 610 kamieno plazmidés.

Jos DNR buvo atspari visoms darbe naudotoms REazémis (visos darbe
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naudotos REazés iSvardintos 2.3 skyriuje), iSskyrus vienintele REazg Bsp1431,
kuri §ig DNR sukarpo j smulkius fragmentus. Taciau atskyrus ja nuo likusios
kamieno plazmidinés DNR (iSskyrus i§ agarozés gelio) ir klonavus bei
sekvenavus 200-900 bp ilgio Bsp1431 restrikcijos fragmentus buvo nustatyta,
kad visy ty fragmenty sekos sutampa su plazmidés pGTD7 atitinkamais
fragmentais. Taigi, padaryta iSvada, kad agaroziniame gelyje matoma juosta
sudaré ta pati, daugeliui REaziy atspari, pGTD7 plazmidé.

1121 ir 610 kamienai buvo identifikuoti atlikus 16S rRNR geny seky
analize. Naudojant 27F ir 1495R pradmenis buvo gautos dalinés tiriamo geno
sekos. Nustatyty seky panaSumas buvo analizuojamas programa BLASTN

lyginant jas su sekomis, esan¢iomis duomeny bazése.

4000 "
Daugeliui
3000 RE-aziy
2500 atspari
2000 . pGTD7
) forma
1500 ™ =
1031 .

e 1 1H 2 2B

3.1 pav. Kamieny Geobacillus sp. 1121 ir 610 plazmidiné DNR. Agarozinio
gelio 1 takelyje matoma kamieno 1121 (plazmidé pGTGS), 2 — kamieno 610
(plazmidé pGTD7) plazmidiné DNR. Takelyje 1H matoma kamieno 1121
plazmidé, kirpta Hincll REaze, o takelyje 2B — kamieno 610 plazmidé,
karpyta BamHI REaze. Naudotas markeris (M) — SM0403

Parodyta, kad 610 kamienas pagal ta seka yra 100 % identiskas
Geobacillus thermodenitrificans SSCT85 AB210952 sekai. Tuo tarpu 1121
kamienol6S rRNR geno seka buvol00 9% identiska kelioms G.
thermoglucosidasius sekoms (FJ491390, AY608990, AY608984) ir vienai G.
stearothermophilus sekai (AY608989). Remiantis S$iais duomenimis tirti

kamienai priskirti Geobacillus genciai ir toliau darbe yra vadinami Geobacillus
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sp. 610 ir Geobacillus sp. 1121 kamienais. Abiejy kamieny sekos jkeltos |
GeneBank duomeny bazg, joms buvo suteikti tokie identifikacijos numeriai:
KC013279 — 610 kamieno 16S rDNR sekai, ir KC243779 — 1121kamieno 16S
rDNR sekai.

3.2. Plazmidziy seky nustatymas ir jy analizé

Nuskai¢ius plazmidziy pGTD7 ir pGTG5 sekas, nustatytas jy tikslus
dydis ir GC sudétis. pGTD7 plazmidé sudaryta i§ 3279 bp, kuriy GC sudétis
yra 45,90 %. pGTG5plazmidé yra 1540 bp ilgio, o jos GC sudétis — 46,04 %.

Abiejy plazmidziy GC sudétis atitinka Geobacillus genties genomui
biidingg GC sudétj, kuri gali svyruoti nuo 42 iki 55 % (Coorevits ir kt., 2012).
Taciau ji yra mazesné uz GC sudétj, biidingg tipiniams genties kamienams, j
kuriuos savo 16S rDNR sekomis yra panaSiausi $iy plazmidziy natyviis
Seimininkai: G. thermodenitrificans — (48-52 %) ir G. thermoglucosidasius —
(53 %) (Nazina ir kt., 2001). Sie rezultatai sutampa su literatiiroje apra$ytais
duomenimis, rodanciais, kad bakterijose aptinkamy plazmidziy ir kity judriyjy
genetiniy elementy GC sudétis paprastai yra panasi ir dazniausiai iki 10 %
mazesné nei jy paciy chromosomy GC sudétis (van Passel ir kt., 2006; Nishida,
2012a). Tai leidZia daryti iSvada, kad plazmidés pGTGS ir pGTD7 jau ilga
laikg koevoliucionuoja kartu su savo Seimininkais ir yra stabiliai perduodamos
vertikaliu biidu.

Atlikus plazmidziy seky bioinformating analiz¢ parodyta, kad abi
plazmidés koduoja po du atviro skaitymo rémelius (ASR), susijusius su $iy
plazmidziy stabiliu iSlaikymu lgstelése.

Plazmidés pGTD7 baltymai, koduojami ta pacia kryptimi orientuoty
ARS, issidésciusiy ties 372—-1397 nt ir 2111-2980 nt, pavadinti Rec7 ir Rep7
(3.2 pav.). Remiantis jy seky palyginimu su kity baltymy sekomis, esan¢iomis
NCBI duomeny bazéje, abu baltymai panasis tuo, kad skelia DNR kirpdami
vieng 1§ dvigrandés DNR grandiniy, tarpiniame etape kovalentiskali

prisijungdami prie vieno i§ naujai suformuoty DNR galy per tirozino liekana,
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taciau skiriasi skélimo poliSkumu.

Rep7 yra i§ 289 aminortgséiy (ar.) sudarytas baltymas, kuris savo seka
yra panaSiausias ] Bacillaceae Seimos bakterijy plazmidéms - pL3
(Halobacillus halophilus), pBC1 (Bacillus coagulans), pJAM1 (Bacillus sp.) ir
pAOL1 (Aeribacillus pallidus) — budingus Rep baltymus. I$vardintos plazmidés
yra priskiriamos vienai i§ geriausiai iStirty RR plazmidziy Seimy -—
pC194/pUB110, kurios replikacijos baltymai sudaro Rep 1 baltymy
superSeimg. RR plazmidziy replikacijos iniciacijos baltymai priklauso HUH
endonukleaziy Seimai (Chandler ir kt., 2013). Sie baltymai atpaZjsta tam tikra
DNR seka, perskelia vieng i§ DNR grandiniy ir lieka kovalentiSkai prisijunge
prie 5 DNR molekulés galo. Likes laisvas 3’galas yra naudojamas kaip
pradmuo pirmaujancios grandinés sintezei. Tokiu biidu Rep7 baltymas

inicijuoja plazmideés replikacija.
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3.2 pav. Plazmidziy pGTD7 (kair¢je) ir pGTGS (deSinéje) schemos.
Baltomis strélémis pazyméti atviri skaitymo rémeliai; juodomis juostomis
pazymétos sekos, identiSkos konservatyviai RR plazmidziy dso sekai;
pilkomis juostomis — sritys, identifikuotos kaip sso, arba sekos, potencialiai
galincios biiti SSO

Antrasis Rec7 baltymas sudarytas i§ 341 ar. Jis savo seka yra
panasiausias j kai kuriuos Bacillales eilés bakterijy plazmidziy ar chromosomy

(tiksli plazmidziy ar chromosomy informacija nepateikta, kadangi genomai
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nebaigti sekvenuoti) baltymus, kuriems funkcija buvo priskirta remiantis sekos
panaSumu ] kitus baltymus (3.1 lentel¢). Rec7 baltymo sekoje,esancioje tarp
142 ir 272 ar., nustatytas Int Rec C konservatyvus domenas (buidingas fagy
integraziy $eimos PF00589 (PFAM baltymy duomeny bazéje) baltymams ir yra
priskirtinas prie DNA_Bre_C (DNA breaking-rejoining enzymes, C-terminal
domain) superSeimos baltymy.

DNA Bre C domenas yra buadingas specifiniy, nuo tirozino
priklausomy rekombinaziy $eimai, dar vadinamai A (lambda) integraziy Seima.
Vieni geriausiai istirti Sios Seimos atstovai yra bakterijy XerC/Dir A fago Cre
rekombinazés (Grindley ir kt., 2006). Sie baltymai atliecka DNR grandinés
skélimo ir sujungimo reakcijg. Tarpiniame etape baltymas per tirozino liekang
kovalentiskai prisijungia prie perskeltos grandinés 3’ galo, kuris kitame etape
yra perneSamas prie kitos duplekso grandinés 5’ galo.

Taigi tikétina, kad ir Rec7 baltymas atliecka rekombinazés funkcija.
Rekombinazés yra reikalingos plazmidZiy multimery (susidaranciy dél
homologinés rekombinacijos) iSskyrimui ir plazmidziy paskirstymui lasteléms
dalijantis (segregacijai) bei lemia stabily plazmidziy islaikymg lasteliy
populiacijoje (Grainge ir Sherratt, 2007).

Visgi turint omenyje nedidel; Rec7 panasumg minétiems $ios
superSeimos baltymams, kuriy mechanizmas ir funkcija yra jrodyta
eksperimentiSkai, negalima atmesti galimybés, kad $is baltymas gali turéti ir
kitokj vaidmenj. Didelé dalis mazy RR plazmidziy (iki 5 kb) savo sudétyje be
Rep baltymo taip pat turi ir kitg baltyma, relaksaz¢ (Fernandez-Lopez ir kt.,
2014; Smillie ir kt., 2010). Relaksaz¢ taip pat jkerpa vieng i§ dvigrandés DNR
grandiniy tam tikroje jos atpazjstamoje sekoje ir tokiu biidu mobilizuoja
plazmidg, t. y. jgalina plazmidés pernaSa j kitas lgsteles, dalyvaujant trans
veiksniams (konjugacijos aparatui, kurio komponentai koduojami Kkitos
plazmidés, vadinamos pagalbine). (Fernandez-Lopez ir kt., 2014). Nors Rec7
savo sekoje ir neturi aprasSyty ar spéjamy relaksaziy konservatyviy motyvy, bet
taip pat gali bati susijes su plazmidés mobilizacija, kadangi yra parodyta, kad

kai Kkuriy relaksaziy Seimy baltymai gali persikloti su Kkitoms Seimoms
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priklausanciais baltymais, kuriy atstovai kerpa vieng i§ DNR grandiniy (Rep
baltymy Seimos, transpozazés) (Garcillan-Barcia ir kt., 2007).

Idomu tai, kad pGTD7 plazmidés genetiné struktiira yra labai panasi i
Aeribacillus pallidus (bazonimas Bacillus pallidus) pAO1l plazmidés
(plazmidés Seimininkas iSskirtas i§ komposto Japonijoje) (Karita ir kt., 2001)
geneting struktiirg. Abi plazmidés yra panaSaus dydzio (3,3 kb) ir turi du
homologiskus ASR (3.1 lentel¢), iSdéstytus panaSia tvarka (3.3 pav.).Toks Siy
plazmidziy panaSumas leidZia spéti apie jy bendra kilme. Taciau pastebimas
GC sudéties skirtumas: pAO1 plazmidés GC sudétis — 39,4 %, mazdaug 7 %
mazesné nei pGTD7 plazmidés. Toks skirtumas gali baiti aiSkinamas jy
prisitaikymu prie Seimininko (A. pallidus chromosomoje GC sudaro 3941 %;
Yasawong ir kt., 2011).

rep rec
> >
pAO1
500 1000 1500 2000 2500 3000
rep7 rec’?
4
pGTD7|

['s00 T1000 [1500 [ 2000 [ 2500 3000

3.3 pav. Plazmidziy pGTD7 ir pAO1 schemos

pGTG5 plazmidés sekoje nustatyti ASR yra transkribuojami ta pacia
Kryptimi ir yra iSsidéste ties 68-331 nt ir 539-1273 nt. (3.2 pav.). Pirmojo jy
produktas pavadintas Orfl, antrojo — Rep5. Rep5 yra 244 ar. dydzio baltymas,
kuris savo seka yra panaSiausias su Brevibacillus borstelensis spéjamu Rep
baltymu, koduojamu pHT926 plazmidés, o taip pat ir su kai kuriy Kity bakterijy
1 duomeny bazg jtraukty, taciau netyrinéty, baltymy sekomis. Nors §io baltymo
sekoje aptiktas domenas, sietinas su RR replikacijos mechanizmu, tadiau savo
konservatyviais motyvais nepanasus nei j vieng i§ aprasyty plazmidziy Seimy
baltymy. Rep5 baltymui priskirta pGTGS plazmidés replikacijos iniciacijos

funkcija.
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3.1 lentelé. Plazmidziy pGTGS ir pPGTD7 numanomy geny koduojamy produkty panasumas j kitus NCBI duomeny bazéje esancius

baltymus
Spéjamas genas PanaSiausi baltymai
Plazmidé . iy a.r. T
azmices Pavadi- Pozwua. Produkto | Spéjama . . SUt?Rusm.aT .| Identifikacijos
pavadinimas | . plazmideés | ., . . Baltymas (Organizmas, plazmidé¢) skaiCius/tikrinty | E-verté .
nimas . ilgis, ar. | funkcija numeris
sekoje ar. skaicius (%)
Hipotetinis baltymas (Anoxybacillus sp. KU2-6(11)) | 58/87(67%) 7e-26 WP_035050340
orfl 68331 87 NeSinom Hipotetinis baltymas (Geobacillus sp. A8) 27177 (35%) le-04 WP_021321271
Ao Hinotetinis baltymas (Bacillus thuringiensis, p08) 19/65(29%) 0,023 | AFQ20077
GTG5 Hipotetinis baltymas (G stearothermophilus, pSTK1) | 19/88(22%) 0,19 NP_044340
P Hipotetinis baltymas” (Geobacillus sp. A8) 166/186(89%) 6e-103 | EQB97645
I ikacij : lensis, pHT92 116/259(45% 2e-62 WP_01111
reps 539-1237 | 244 Replikacija 222:::::2:}22 EZ:g:: EE:eSSbr:E?Ift:lss:z{tzrosr?ori)s PEAE) = = =
' 9 -42 WP
OBRLAO7) 94/263(36%) 5e 003338839
_ Fagy 1nFegr§21q Seimai p_rlklausantl sﬁe-_spemﬁne 189/339(56%) 16-90 EGQ18955
rec7 372.1397 | 341 Rekombi- | rekombinazé (Sporosarcina newyorkensis)
B nacija Integrazé (Solibacillus silvestris, pSSIL1) 115/357(32%) 3e-51 WP_014829545
Rekombinazé (Bacillus sp. B-38, pAO1) 75/264(28%) 3e-31 NP_077029
pGTD7 Replikacijos baltymas (H. halophilus, pL3) 203/281(72%) 8e-113 | WP_014645401
Replikacijos baltymas (B. coagulans, pBC1) 191/280(68%) 1le-105 | AAA98048
rep7 2111-2980 | 289 Replikacija Eiz:\l/lkf)cuos baltymas (Bacillus sp. JAMB750, 190/280(68%) 6e-101 | YP_003939563
Replikacijos baltymas (Bacillus sp., B-38, pAO1) 186/280(66%) 2e-103 | NP_077030

APazymeéto baltymo zinoma ne visa seka

BDabartinis §ios riisies pavadinimas — Aeribacillus sp.

CE-value (expectation value) — skaitine iSraiska isreiksta tikimybe¢, kad dvi sekos — duomeny bazéje rastoji ir tiriamoji —

tarpusavyje sutampa ne dél panasumo ir homologijos, o atsitiktinai.
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3.2 lentelé. Rep baltymy konservatyviy motyvy aminortig§¢iy ir dso nick sri¢iy nukleoriigs¢iy seky palyginimas. Aminortgstys ir
nukleotidai, sutampantys su pGTD7 ir pGTG5, yra pazyméti geltonai. Pasvires briikSnys dso sekoje nurodo spéjama kirpimo (,,nick®)

vieta.

Rep baltymy konservatyvios sekos Dso nick regionas Organizmas
Plazmidé Motyvas I Motyvas I Motyvas IlI

pC194/pUB110 Seimos plazmidés
pGTD7 FLTLTVRN  YHPHFHVLLCV ILEVSKYPVKDTDV |TTCTTTCTTATCTTG/AT Geobacillus sp. 610
pAO1 FLTLTVRN  YHPHFHVLLAV ILEVSKYPVKDTDV |TTTTTTCTTATCTTG/AT A. pallidus
PFL5 FLTLTVRN  YHPHFHVLVPV VLEISKYPVKDTDI |TCTTTTCTTATCTTG/AT B. thuriengiensis
pUB110 FLTLTVKN  YNQHMHVLVCV --ETAKYPVKDIDF | TTCTTTCTTATCTTG/AT S. aureus
pCl194 FLTLTTPN  YNPHFHVLIAV LYEMAKYSGKDSDY | TTCTTTCTTATCTTG/AT S. aureus
Konsensusas | FLTLTxxN yxxHUHVLUxV ExxKYxxKxxDU

Plazmidziy ir fagy replikonai panasis j ®X174
pPGTG5 FFTLTFRE  GAVHYHVVVEN GAYVTKYMTKNMPY  CTATTACTTTACTTG/ATTAT  Geobacillus sp. 1121
PHT926 FMTLTFAE  GAVHYHCVFEN GAYVTKYMQKNLPF | CATCCTGTTAACTTG/ATTAT  Br. borstelensis
PBRLAO7 FITLTYEE  GAVHYHMM-SN GAYISKYMMKNLPY | TCCTTATTAGACTTIG/ATTTA |Br. laterosporus
chp? FLTLTYED | QRPHYHLLIYN AGYVARYSLKNYDF  ATAACAGTCTACTTG/ATCTG |Chlamydia phage
oxX174 FDTLTLAD  GRLHFHAVHFM GFYVAKYVNKMRTL | CGAAAAATTATCTTG/ATAAA | Enterobacteria phage
Konsensusas | futLt gxuHUHuxuu gxYuakYuxk
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Orfl koduoja nedidelj (80 ar.) baltyma, kurio seka Siek tiek panasi |
kelis hipotetinius baltymus, buidingus kai kurioms Bacillaceae Seimos bakterijy
plazmidéms. Sio baltymo N-galo 648 ar. atkarpa yra panasi j juostos-spiralés-
spiralés (RHH; angl. ribbon-helix-helix) motyva, esantj minétyjy baltymy
sekose. RHH motyvo struktiirai buidinga viena [ juosta uz kurios i§ karto
18sidésto dvi a spiralés. Dviejy, homodimerg sudaranciy, RHH baltymy f
juostos saveikauja tarpusavyje sudarydamos f klostytg lakstg, kuris jsiterpia j
DNR didjjj griovj. Sis motyvas yra biidingas transkripcijos veiksniams, tarp ju
ir pMV158 plazmidés CopG baltymui, represuojan¢iam S§ios plazmideés
replikacijos iniciacijos baltymo sinteze¢ ir tokiu biidu reguliuojan¢iam jos
kopijy skaiciy lgsteléje (Schreiter and Drennan, 2007). Patikrinus Orfl antring
struktiirg in silico (3.4 pav.) (naudojantis Jpred4 programa (Drozdetskiy ir kt.,
2015)), matoma, kad baltymo N-galo 4-10 ar. yra linkusios jgyti B juostos
struktiirg, O toliau iSsidésCiusios ar. gali sudaryti tris o spirales. Visgi turint
omenyje, kad 1 §] baltyma panaSiausi kity prokarioty baltymai taip pat yra
lokalizuoti plazmidése (arba jy tiksli lokalizacija genome neZinoma), galima
daryti prielaida, kad Orfl atlieckama funkcija yra susijusi su jj koduojancios
plazmidés stabilumu ir (arba) kopijy skaiciaus palaikymu.

1I:I EI:I 3:3 13 5|:| -Elu:l -"ID SlIJ
MARDVRVAFKLAEDKKELLQOQYADSYGI TMSALCALIVGOWLHQQENVAKP | LNSVTEVVRETYVRKELENEESLEVLLRKALETDRK

3.4 pav. pGTGS plazmides hipotetinio Orfl baltymo sp¢jama antring struktira.
Zalia rodykle pazyméta P juosta, raudonomis linijomis — a spiralés.

Nustatytos plazmidziy sekos jkeltos | GeneBank duomeny baze ir yra
pasiekiamos pagal tokius identifikacijos numerius: KC255223 (pGTD7
plazmidés seka) ir KC255224 (pGTGS plazmidés seka).

Abi Siame darbe aprasSytosios plazmidés yra vienos i§ maziausiy
Geobacillus genties bakterijy plazmidziy; i§ jy pGTGS5 yra pati maziausia i$
visy iki $io darbo paraSymo datos apraSyty plazmidziy, budingy Siai genciai.
Apskritai mazos plazmidés yra retai sutinkamos Geobacillus genties

bakterijose. Kaip galima matyti i§ duomeny NCBI duomeny bazeje, Siose
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bakterijose yra neretai aptinkamos plazmidés, tafiau visos jos yra >10 kb
dydzio (Zr. Priedas: 1 lentel¢). Tuo tarpu mazy RR tipo plazmidziy, be Siame
darbe apraSytyjy, yra sekvenuota ir apibiidinta tik viena, pSTK1, priskiriama
pT181 plazmidziy Seimai (replikacijos baltymas priklauso Rep trans baltymy
Seimai) (Carr ir kt., 2013). Taip pat reikia paminéti ir plazmide pTB19, kuri
nors ir yra didesné (27 kb), taciau sudaryta 1§ dviejy skirtingy tipy replikonus
turin¢iy plazmidziy, i§ kuriy vienas yra RR tipo (Rep 1 Seimos replikacijos
baltymas). Pastarasis, kaip ir pGTD7 plazmidé, yra priskirtinas pUB110

plazmidziy Seimai.

3.2.1. Plazmidés pGTD7 replikonas

Plazmidés pGTD7 sekoje buvo nustatyti visi elementai, biidingi RR
plazmidziy replikonams: 1) pirmaujancios grandinés sintezei reikalingas
modulis, sudarytas i§ replikacijos baltymo geno (rep7) ir dso srities, bei 2)
véluojancios grandinés sintezei biitina SSO seka.

Sios plazmidés baltymo Rep7 ir dso srities analizé leido priskirti ja
vienai geriausiai iStirty, RR mechanizmu besireplikuojanciy pC194/pUB110
plazmidziy Seimai. Rep7 priklauso Rep 1 superSeimai — vienai geriausiai
istirty replikacijos baltymy Seimy, kurios atstovai yra daznai koduojami
Bacillaceae seimos bakterijy plazmidése (Lorenzo-Diaz ir kt., 2014).

Atlikus Rep7 ir jam giminingy baltymy ar. seky palyginima, nustatyti
trys konservatyviis motyvai, biidingi visiems RR bidu besireplikuojanciy
plazmidziy ir fagy replikacijos baltymams (3.2 lentelé). Siy motyvy sekos
sutapo su pC194/puUB110 konsensuso sekomis (Koonin ir Ilyina, 1993).
Pirmasis motyvas, kurio konsensuso seka yra FLTLT, yra lokalizuotas tarp 31
ir 35 ar. Atrasis HUH (Histidinas-Hidrofobiné ar.-Histidinas) motyvas yra
susijes su metalo jono prijungimu ir randamas tarp 117 ir 122 ar. Treciasis
motyvas, j kurj jeina ir kataliziné tirozino ar., buvo nustatytas tarp 190 ir 199
ar.

Dso nick regiono konservatyvi seka (5'-TCTTATCTTG/AT-3'), budinga
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pC194/pUB110 plazmidziy Seimai (Seery ir kt., 1993), buvo nustatyta ir
plazmidés pGTD7 sekoje, i8sidés¢iusi prie$ srove nuo rep7 (1662-1651 nt).
Geno rep7 start kodong ir dso srities Kirpimo taska skiria 451 bp.Tuo tarpu kity
pC194 Seimos plazmidziy sekose dso paprastai biina nutoles mazdaug per 200
bp (Andrup ir kt., 2003).

Sso sekos néra tokios konservatyvios ir dazniausiai atpazjstamos i$
formuojamy netaisyklingy kamieno-kilpos struktiiry. Daug palindrominiy seky
turintis regionas, galintis formuoti stambias antrines struktiiras, buvo nustatytas
prie§ srove nuo dso sekos (1417-1583 nt) (3.5 pav.). Sio regiono 5' gale
nustatyta 5'-TTATGCCGCAGAAA-3'seka, 0 3' gale — 5-GGAATAA-3’ seka.
Sios dvi sekos yra labai panagios j RSg ir jai dalinai komplementarig RSg(C),~
t. y. 1 tipiSkas SSOA tipo véeluojancios grandinés replikacijos pradZios sekas
(Kramer ir kt., 1998).

SSOA tipo sekose taip pat aptinkamas treciasis konservatyvus elementas
CS-6, taiau j jj panasaus fragmento nebuvo rasta spéjamoje pGTD7 plazmidés
sso sekoje. CS-6 elemento taip pat triiksta ir kai kuriy kity plazmidziy SSOA
sekose. Jos néra Bacillus licheniformis pFL5, pFL7 ir kitose Bacillus genties
bakterijy plazmidése. SSOA tipo sekos savo funkcijg gali atlikti tiktai savo
natliraliuose Seimininkuose. Taigi gali biiti, kad CS-6 seky (ar jas atitinkanciy
seky, atlickanciy analogiska funkcija plazmidése su sSoA be CS-6 elemento)
skirtumai nulemia Seimininko specifiskuma (Parini ir kt., 2004).

Yra parodyta, kad ssoA tipo sekos paprastai funkcionuoja tiktai savo
natyviame ir jam filogenetiskai artimuose Seimininkuose (Kramer ir kt., 1995;
Kramer ir kt., 1998). Taigi tikétina, kad ir Sios plazmidés replikonas uztikrins ji
turin€io vektoriaus replikacija siaurame Seimininky rate. Tai yra tam tikras
privalumas, kadangi siauras Seimininky ratas sumaZina plazmidés
horizontalaus perdavimo galimybe ir jame koduojamy antibiotiky atsparumo

geny plitima aplinkoje (Chang ir Yan, 2013).
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3.5 pav. Plazmidziy pGTD7 (A) ir pGTG5 (B) viengrandés DNR fragmentai,
In silico nustatyto Rep5 baltymo sekoje rasti visi trys konservat

gebantys formuoti antrines struktiiras
3.2.2. Plazmidés pGTGS replikonas
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btdu besidauginancioms plazmidéms ir fagams biuidingi motyvai. Taciau Siy
motyvy sekos pasizymi didziausiu panasumu ] fagy replikacijos baltymy
konsensuso sekas.

Pagrindinis RR fagy iniciacijos baltymy bruozas yra tas, kad jy aktyvy
centrg sudaranCiame tre¢iajame motyve yra dvi konservatyvios tirozino
lickanos, kai tuo tarpu RR plazmidés paprastai teturi tik vieng (Koonin ir
llyina, 1993). Dvi tirozino liekanas Siame motyve turi ir kai kuriy
Euryarcheota tipo archéjy pNB101 (Zhou et al., 2004), pTP2 (Gorlas ir kt.,
2013) ir kai kuriy kity plazmidziy (Forterre ir kt., 2014) Rep baltymai,taciau
jos téra tolimai giminingos pGTGS5 plazmidei. Konservatyviy domeny paieska
parodé¢, kad RepS sritis apimanti 78-176 ar. (j jos sudét] jeina visi trys
motyvai) yra panasi (E-verté: 3,61e-03)  PHA00330, kaip manoma, replikaziy
Seimos baltymus. Sios superSeimos baltymai priklauso Microviridae fagy
replikacijos iniciacijos baltymy grupei.

Sios plazmidés replikacijos baltymo sekoje nustatytas III motyvas,
buidingas kai kuriems viengrande DNR turintiems fagams, tarp jy ir ®X174
fagui. Sio fago replikacijos baltymo III motyvui yra biidingi du tirozinai (taip
pat iSsidést¢ ir atitinkamo motyvo RepS5 sekoje), kurie dalyvauja plazmidés
replikacijos iniciacijoje ir terminacijoje (Van Mansfeld ir kt., 1986). Tuo tarpu
didziosios daugumos bakterijy plazmidZiy (jskaitant ir pGTD7 plazmidg) Rep
baltymai Il motyve turi tik vieng tirozing, o antrasis tirozinas pakeistas kita ar.
(pC194 Seimos plazmidése — glutaminu) (Marsin ir Forterre, 1999; Zhou ir kt.,
2008).

Prie$ srove nuo rep5 start kodono (38 nt iki start kodono) aptikta
5-CTTGAT-3'seka. Tai labai konservatyvi seka aptinkama visuose RR
besireplikuojanc¢iuose pUB110/pC194 plazmidziy ir ®X174 fagy Seimy dso-
nick regionuose. Ebisu ir bendradarbiai (1995), analizave pHT926 plazmide,
kurios Rep baltymas yra Rep5 homologas, eksperimentiskai parodé, kad Sios
plazmidés dso yra lokalizuotas tarp 1 ir 307 nt. Homologiskas regionas buvo
nustatytas ir pGTG5 sekoje tarp 493-798 nt. Jis apima rep5 geno 5'galo trumpa

atkarpg prie§ srove nuo rep5, j kurig jeina ir nustatyta dso-nick bidinga
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konservatyvi seka. Tai patvirtina spéjima, kad biitent §i seka pGTGS plazmidei
yra reikalinga pirmaujancios grandinés replikacijos iniciacijai. Taip pat visi Sie
duomenys rodo, kad pGTG5 plazmidé, nors ir yra priskirtina prie RR
plazmidziy, taciau kartu su jai giminingomis plazmidémis turéty biiti priskirta
naujai bakterijy plazmidziy Seimai.

TipisSkos sso sekos pGTG5 plazmidéje nerasta, taciau nustatyti trys
regionai (IRR1, IRR2 ir IRR3), kuriuose yra gausu invertuoty pasikartojimy.
IRR1 yra nuo 306 iki 485 nt pries pat dso geng ir potencialiai gali formuoti
didziule antring struktirg. Kiti du regionai — IRR2 ir IRR3 — lokalizuoti uz
rep5 geno, atitinkamai tarp 1289-1343 nt ir 1390-1533 nt. IRR2 gali formuoti
didziule netaisyklingg kamieno-segtuko struktiira, panasia ] SSOA tipo
formuojamas, taciau jos nukleotidy sekoje nenustatyta nei vieno i§ SSOA sekai
budingy elementy (RSB, RSB(c), CS-6). Kuris 1§ trijy regiony funkcionuoja

kaip sso, turéty biiti nustatyta eksperimentiskai.

3.3. Plazmidziy pGTGS ir pGTD7 viengrandés DNR formy nustatymas

pPGTG5 ir pGTD7 plazmidziy seky analizé parodé, kad jy replikacijos
baltymy ir dso sekos yra homologiskos atitinkamoms RR plazmidziy ir fagy
sekoms. Taciau norint jrodyti, kad plazmidés dauginasi RR mechanizmu,
bitina parodyti, kad bakterijose plazmidziy replikacijos metu susidaro
viengrandé¢ jy tarpiné forma (te Riele ir kt., 1986). Tam genominé DNR buvo
iSskirta 1§ Geobacillus sp. 610 ir 1121 kamieny, perkelta ant nailoninés
membranos pries tai ja denatliravus arba nedenattravus. Tuomet DNR buvo
hibridizuojama su biotinu zymétais pGTD7 ir pGTGS5 plazmidziy fragmentais.
Prie§ perkélimg DNR méginiai buvo paveikiami arba neveikiami S1 nukleaze

— fermentu, skaldanciu tik viengrande DNR.
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pGTD7 pGTG5
A. B. A. B.

-
2

1. 2. 1.

3.6 pav. pGTD7 ir pGTG5 plazmidziy viengrandés DNR tarpinio produkto
nustatymas. DNR ant membranos buvo perkeliama natyviomis (A) arba
denatiruojan¢iomis (B) salygomis. Genomin¢ DNR buvo paveikiama
(1, 3) arba neveikiama (2, 4) S1 nukleaze. Strélytés rodo juostas su
viengrande DNR

Viengrandé DNR ant nailoninés membranos buvo identifikuota kaip
nerySki juosta, kuri yra nukeliavusi toliau nei dvigrandé DNR, kuri i$nyksta
paveikus méginj S1 nukeaze ir kuri buvo matoma, net kai méginio DNR
nebuvo denatiiruota (3.6 pav.). Sios juostos buvo nustatytos abiejy plazmidziy
tyrime, o tai jrodo, kad plazmidés pGTD7 ir pGTGS5 replikuojasi riedancio rato

mechanizmu.

3.4. Darbe aprasyty plazmidziy replikony funkcionalumo nustatymas

Nustacius tiriamy plazmidziy numanomy replikony sekas in silico ir
i$siaiskinus jy vykdoma replikacijos btida, toliau darbe buvo siekiama parodyti
abiejy replikony funkcionalumg ir galimybe juos panaudoti naujy vektoriy
karimui.

Tam tikslui i§ pradziy buvo sukurtas pUCK vektorius (3.7 pav.). Jis
sudarytas i§ E. coli universalaus klonavimo pUC19 vektoriaus, j kurj buvo
jterptas termostabilios KNTazés genas TK101, kiles i§ pUCG18 vektorius.
Termostabilus TK101 zymuo yra gautas i§ pUB110 plazmidés KNTazés geno
(atsitiktinés mutagenezés biidu), jvedus dvi taskines ,,missense® mutacijas

(Asp-80—Tyr; Thr-130—Lys), lemiancias jo produkto stabilumg esant 69 °C

61



temperatiirai (Liao ir Kkt.,, 1986). Genas TK101l j vektoriy buvo jkeltas
analogiSkai, kaip apraSyta Schweizer darbe (1991), per Ndel atpazinimo seka,
esanCig P-galaktozidazés geno 3'gale. Klonavimas per §ig sekg nesutrikde
B-galaktozidazés raiSkos. Taigi palickama galimybé ] gauta konstruktg per
MCS regiong jterpti kita intarpg ir atrinkti rekombinantines molekules,

naudojantis ,,mélyna-balta“ paieskos sistema.
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3.7 pav.Vektoriaus pUCK ir plazmidés pGTD7 dariniy suk@irimas

Literatiiroje yra duomeny, rodanciy, kad TK101 koduojama KNTazé
gali biiti naudojama ne tik geobacily, bet ir E. coli transformanty atrankos
7ymeniu (Bartosiak-Jentys ir kt., 2013). Siame darbe, naudojant TK101
pagrista transformuoty E. coli atrankos sistemg, nebuvo gauta Siy bakterijy
transformanty. TaCiau E. coli lgstelés, jau turinfios plazmide su TK101
(atrinktos remiantis atsparumu, koduojamu kito tos pacios plazmidés geno),
gali augti terpéje su kanamicinu. Dél to buvo vykdyta dviguba atranka. E. coli
transformantai, kurie turéjo naujai jgytas pUCK plazmides, pirmiausia buvo

atrinkti naudojant terpg su ampicilinu. Tuomet susiformavusios kolonijos buvo
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perkeltos antspaudy metodu ant terpés su kanamicinu. Narumi ir kt. (1993) taip
pat yra parode, kad $io geno naudojimas kito E. coli kamieno transformanty
atrankai zenkliai (100 karty) sumazina transformacijos efektyvuma. Taigi
galima teigti, kad TK101 genas néra tinkamas Zzymuo efektyviai E. coli
tarnsformacijai siekiant atrinkti naujai sukurtas rekombinantines vektoriaus
DNR molekules.

Idomu, kad panaSius rezultatus, kai bakterijos neauga terpéje su
antibiotiku, jeigu jos yra naujai transformuotos, t. y. naujai jgijusios plazmidg,
suteikiancig atsparumg tam antibiotikui, yra gave ir kiti mokslininkai.
Kobayashi ir kt. (2015), dirbdami su Geobacillus kaustophilus MK242
kamienu, parodé, kad Sis kamienas, turintis plazmide su termostabiliu CAT
genu, gali augti terpéje su chloramfenikoliu, taciau, jeigu jis yra naujai
transformuojamas $ia plazmide, jo augimas yra inhibuojamas.

Siame darbe gautas plazmidinis pUCK vektorius pasizymi dvejomis
tolimesniems darbams reikiamomis savybémis: 1) jis tinka tiriamam replikonui
Klonuoti ir reikiamoms rekombinantinéms molekuléms greitai atrinkti E. coli
lastelése bei 2) turi termostabily atrankos Zymenj Geobacillus

transformantams.

3.4.1. Plazmidés pGTD7 dariniai

Sekanciame etape ;| pUCK vektoriy buvo jterptas pGTD7 plazmidés
fragmentas, padaugintas 7fl ir 7rl pradmenimis ir apimantis Sios plazmidés
replikacija uztikrinanc¢iy geny (rep7, dso ir sso) sekas (3.7 pav.). pUCKY
pavadinta gauta plazmidé buvo sékmingai perkelta j G. stearothermophilus
NUB3621R  kamieno lasteles vadovaujantis Siame darbe sukurtu
elektrotransformacijos protokolu, apragytu 3.7 skyriuje. Sis bandymas parodeé,
kad pGTD?7 replikonas gali uztikrinti plazmidés replikacija ne tik kamiene, i$
kurio jis yra Kkilgs, bet ir kitame tos pacios genties kamiene. Toliau buvo
tiriamos pUCKY7 plazmidés savybés, kurias jai suteikia pGTD7 replikonas.

Isitikinus, kad pGTD7 replikonas gali biiti naudingas naujy vektoriy

ktrimui (aprasyta poskyriuose 3.3.1.1 ir 3.3.1.2), kitame etape buvo siekiama
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sukurti Geobacillus-E. coli vektoriy, turintj ne tik termostabily atrankos
zymen] — pGTD7 replikona, bet ir iSlaikiusj nepazeista MCS, patogiam norimy
geny klonavimui ir tolimesniam jy pernesimui j geobacilas. Tam buvo sukurtas
p7K konstruktas, sudarytas i§ pPUCK vektoriaus, j kurj tarp KNTazés ir lacZ
geny jterptas pGTD7 plazmidés replikonas, pagausintas 7pK_F ir 7pK_R
pradmenimis (3.7 pav.). Sukurtas konstruktas buvo padaugintas E. coli
lastelése ir perkeliamas j G. stearothermophilus NUB3621R lasteles, taciau

transformanty nebuvo gauta.

3.4.1.1. Plazmidés pUCK7 segregacinis stabilumas

Pati svarbiausia vektoriaus savybé — jo stabilumas. Dél to pirmiausia
buvo tiriama, kaip pUCK7 plazmidé islaikoma NUB3621R kamieno lastelése
nesant atrankos spaudimo (be atrankos veiksnio). Si plazmidé savo sudétyje
turi, kaip parodyta Siame darbe, RR replikacija vykdantj replikona.
Palyginimui taip pat buvo tiriamas ir vienas populiariausiy E.coli-Geobacillus
spp. Saudyklinis vektorius pUCG18. Sis vektorius savo sudétyje turi 6 tipo
replikona, kuris Kilgs i§ G. stearothermophilus pBST1 plazmidés (Taylor ir kt.,
2008).

Lastelés, turincios §j konstruktg (NUB3621R_pUCKY7) arba pUCG18
vektoriy (NUB3621R _pUCGI18), buvo auginamos ANB terpéje be antibiotiko
ir kas 12 generacijy iSséjamos ant agarizuoty terpiy, kuriy viena dalis buvo
papildyta antibiotiku, o kita dalis — be antibiotiko. Apskaic¢iavus KSV, nustatyta
kanamicinui atspariy lasteliy procentine dalis. Siekiant patikrinti, ar
kanamicinui atsparios kolonijos yra iSaugusios i§ plazmide islaikiusiy Igsteliy,
buvo atliekamas plazmidziy skyrimas ir jy restrikciné analize.

Gauti rezultatai rodo (3.8 pav.), kad perkélus NUB3621 pUCG18
kamieng j terpe¢ be kanamicino, pUCG18 plazmidé buvo greitai ,,pametama‘.
Aplinkoje nesant teigiamos atrankos veiksnio, jau po 12 generacijy S$ig
plazmidg islaiko vos 2,5 % lasteliy. Panastis duomenys taip pat yra gauti ir
Suzuki su Yoshida (2012), kurie nustaté, kad G. kaustophilus HTA426 kamieno
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pUCG18 plazmidés pasizymi mazu segregaciniu stabilumu.

Kai Igstelés su NUB3621R_pUCK?7 konstruktu pradZioje auginamos
terpéje su antibiotikais, 0 po to perkeliamos j naujg terpe be antibiotiky, po 24
generacijy plazmide praranda apie 20 % populiacijos lasteliy. Stebint
plazmidziy iSlaikymo dinamika, toliau $ig plazmide turinéiy lgsteliy skaicius
kei¢iasi nezymiai. Taigi galima daryti iSvada, kad pGTD7 replikong turinti

plazmidé yra gana stabiliai iSlaikoma lgstelése.

100.00 88.00
79.10

80.00

60.00

~-pUCK?
~#-pUCG18

40.00

20.00
0.95 0.75

—i o
0 12 24 36

Generacijos

Kanamicinui atspariy
lasteliy procentiné dalis,
%

0.00

3.8 pav. Plazmidziy pUCK?7 ir pUCG18 segregacinis stabilumas G.
stearothermophilus NUB3621R lastelése

PlazmidZziy, neturinciy aktyvios segregacijos aparato, stabilumas tam
tikrame kamiene gali biiti nulemtas auksto jos kopijy skaiciaus, kadangi kuo
didesnis plazmidziy kopijy skaiCius yra randamas motininése lastelése, tuo
mazesné yra tikimybe¢, kad vienai i§ dukteriniy lgsteliy neteks nei vienos jos
kopijos (Million-Weather ir Camps, 2014; kaip manoma, $is mechanizmas
susijes su daugelio RR plazmidziy stabilumu). Kita vertus, daug plazmidés
kopijy yra per didelé nasta lastelei, jeigu §i plazmidé esamomis sglygomis
nesuteikia jokiy privalumy, todél populiacijoje atsiradusios plazmides
praradusios lastelés jgauna nemazg pranaSumg. Nepaisant to, yra parodyta, kad
plazmidés gali buti iSlaikomos bakterijy populiacijoje net iki 100 generacijy
(San Millan ir kt., 2014). Tokiy plazmidziy stabilumg lastelése, kuriy neveikia
teigiama atranka, galima paaiSkinti kompensaciniu prisitaikymu (angl.

compensatory adaptation). Yra parodyta, kad plazmides turinéiy kamieny
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genome jvyksta mutacijos, de¢l kuriy sumazeja plazmidziy ,,iSlaikymo kaStai‘

(San Millan ir kt., 2014).

3.4.1.2. Santykinio pUCKY plazmidés kopijy skaiciaus, tenkancio vienali
lastelei, nustatymas

Plazmidziy kopijy skaicius (PKS) — tai dar viena svarbi savybé,
apsprendzianti tam tikry plazmidziy tinkamuma genetiniy vektoriy
konstravimui. D¢l to buvo nustatomas pUCK7 PKS G. stearothermophilus
NUB3621R lastelése. Palyginimui tame paciame kamiene taip pat buvo
nustatytas ir pUCG18 vektoriaus PKS. Santykinis $§iy plazmidziy kopijy
skaiCius buvo jvertintas atlikus RL-KPGR.

Visa genominé DNR buvo isskirta i§ G. stearothermophilus
NUB3621R_pUCG18 ir NUB3621R_pUCK?7 kamieny. Atlikus abiejy DNR
meéginiy deSimtkartinius serijinius praskiedimus buvo gautos padauginty adk ir
TK101 fragmenty standartinés kreivés. Abiejy kamieny ir abiejy geny
fragmenty atveju gautos standartinés kreivés buvo linijinés (R*2 > 0,99).
NUB3621R pUCGI18 méginio standartiniy kreiviy nuolydis, naudojant
pradmeny rinkinius adk ir TK101 genams, buvo atitinkamai lygus 3,482 ir
3,510; o NUB3621R_pUCKY7 méginio Standartiniy kreiviy nuolydis buvo
atitinkamai lygus 3,351 ir 3,341. Gauty PGR produkty lydymosi kreivés ir
gelio elektroforezés analizé parodé, kad buvo padaugintos tik reikiamo
fragmento atkarpos.

Rezultaty analizé atskleidé, kad pUCK?7 ir pUCG18 plazmidziy PKS,
tenkantis chromosomai, atitinkamai yra lygus 447,5 ir 558,0. Didelis PKS yra
biidingas RR plazmidéms. Tuo tarpu 0 tipo plazmidés yra laikomos
mazakopijinémis; paprastai $iy plazmidziy nustatoma 1-10 kopijy vienoje
lasteléje. Dél to toks didelis pUCG18 kopijy skaiCius yra netikétas ir galéjo
buti sglygotas plazmidés replikacijos kontrolés veiksniy trilkumo. ] pUCG18
plazmidés sudétj jeina 1,7 kb ilgio pBST1 plazmidés fragmentas, kuris
uztikrina plazmidés replikacijg Geobacillus spp. bakterijose (Taylor ir kt.,

2008). Visgi i §j fragmentg matomai nejeina visos sekos, reikalingos mazam
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kopijy skaiciui uztikrinti. Be to, abiejy plazmidziy PKS gali buti jtakojamas
kamieno-Seimininko (Oskam ir kt., 1992), auginimo terpés ypatybiy (pvz.:
antibiotiko koncentracijos) (Imanaka ir kt., 1981), lasteliy augimo stadijos
(Zhong ir kt., 2011), auginimo temperatiiros (Wu ir Welker 1989).

Nustatytas pUCK7 kopijy skaicius rodo, kad pGTD7 replikonas gali
uztikrinti didelj jj turinCios plazmidés kopijy skaic¢iy G. stearothermophilus
NUB3621R lastelése. Didelis PKS yra daznai pageidautina savybé kuriant
ekspresijos vektorius. Si pGTD7 ypatybé, kartu su kitomis nustatytomis
pGTD7 savybémis, gali biiti naudinga siekiant sukurti rekombinantiniy

baltymy gamybai tinkama geneting sistemg Geobacillus sp. Igstelése.

3.4.2. Plazmidés pGTG5 dariniai

Siame darbe sukurtas pUCK vektorius taip pat buvo naudojamas
konstruojant plazmides, turin¢ias pGTGS5 plazmidés replikong. Tuo tikslu j
pUCK vektoriy per MCS buvo jterpti skirtingi minétosios plazmidés
fragmentai (3.9 pav.). pUK5K konstruktas buvo sukurtas linearizavus pGTG5
plazmide Kpnl REaze ir jterpus | pUCK vektoriy. pUK5EH plazmidé buvo
sukurta 5f ir 5r pradmenimis padauginus plazmidés replikono komponentus
apimant] pGTG5 plazmidés fragmentg ir jj jterpus j pTZ57R klonavimo
vektoriy. Tuomet Sis fragmentas buvo iskirptas ECORI ir Hindlll REazémis ir

jterptas 1 pUCK vektoriy.

Gauti konstruktai i§ pradziy padauginti E. coli DH5a lastelése.
Pastebéta, kad skirtingy pGTGS plazmidés fragmenty jterpimas ; pUCK
vektoriy, gali zymiai pakeisti gauty konstrukty iSeiga, skiriant juos i§ E. coli
lasteliy. Skiriant pUKSEH i$ E. coli gaunama vos ~10 ng DNR/ul. Tuo tarpu
tokiomis paciomis salygomis skiriant kitus pUCK konstruktus gaunama >100
ng DNR/ul. Tikétina, kad tai gali buti susij¢ su pGTGS5 plazmidés sekai
budingais gausiais invertuotais pasikartojimais, galin¢iais sudaryti antrines
struktiiras, kurios zemesnéje temperatiiroje (E. coli auginimo temperatara — 37

°C) tampa stabilesnés. Jterpiant skirtingose vietose perkirptus pGTGS5
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plazmidés fragmentus, skiriasi ir gauty konstrukty tam tikry sri¢iy polinkis
formuoti antrines struktiiras. Matomai pUKSEH dél | jj jterptos pGTGS

plazmidés fragmento sekos, negali efektyviai replikuotis E. coli Seimininke.

A
Acc | Eco RI Hin cll Nde | Dpn |
{ S 10 > J— 1540
orft  IRR1 dso reps IRR2
D,
B e |
Acc | Dpn | Nde | Hin cll Hin cll
== 1-{ J= 1416
IRR3 IRR2 reps dso IRR1

3.9 pav. Plazmidés pGTGS fragmentai, jterpti j vektoriy pUCK per MCS
esancias atitinkamas REaziy sekas. | gauto plazmidinio darinio pUKS5K sudéti
jeina fragmentas, pavaizduotas A paveikslo dalyje, i pUKSEH — B

Gauti konstruktai buvo perkeliami j G. stearothermophilus NUB3621R
kamieng, taciau transformanty nebuvo gauta. Tokius rezultatus galéjo salygoti
tai, kad 1) plazmidei pGTGS5 biidingas siauras Seimininky ratas ir kamiene
NUB3621R jos replikonas néra funkcionalus, arba tai, kad 2) kuriant
konstruktus buvo pazeistos sekos, biitinos plazmidés replikacijai Geobacillus
Seimininke. Taip pat negalima atmesti tikimybés, kad transformanty nebuvo

gauta 3) dél mazo Sio kamieno transformacijos efektyvumo.

3.5. G. stearothermophilus NUB3621R elektroporacijos saglygy nustatymas

Tam, kad bity galima patikrinti tiriamy plazmidziy replikony
funkcionalumg ir nustatyti jy tinkamumg vektoriams kurti, sukonstruoti
pGTGS5 ir pGTD7 plazmidziy dariniai turéjo buti perkelti j Geobacillus genties
bakterijy lasteles.

Siam tikslui $eimininku buvo pasirinktas G. stearothermophilus
NUB3621R kamienas. Teigiama, kad $is kamienas neturi veiklios R-M
sistemos (Blanchard ir kt., 2014; Wu ir Welker, 1989), taigi jis turéty buti
lengviau transformuojamas E. coli lastelése padaugintomis plazmidémis. Sis

kamienas yra vienas i$ geriausiai iStirty Geobacillus genties atstovy. Jo tévinis
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kamienas NUB36 buvo pradétas intensyviai tirti praé¢jusio amziaus 9-ajame
deSimtmetyje. Buvo sukurti jvairis NUB36 mutantiniai kamienai, tarp jy ir
NUB3621 (Chen ir kt., 1986; Vallier ir Welker, 1990; Welker, 1988; Wu ir
Welker, 1989), 1§ kurio véliau buvo gautas ir kamienas NUB3621R
(nepublikuoti rezultatai, konsultuotasi su dr. D.R. Zeigler). Literattiroje yra
aprasytas kamieno NUB3621 transformavimo protoplasty metodu protokolas.
Taciau $is metodas yra gana ilgai trunkantis (~3 paras ar ilgiau) ir be to, jis
néra tinkamas atrankos sistemai, pagristai atsparumu kanamicinui (Wu ir
Welker, 1989). D¢l to buvo pasirinktas elektrotransformacijos metodas.

I§ pradziy buvo bandyta transformuoti §j kamieng pagal kitiems dviems
Geobacillus genties kamienams (G. thermodenitrificans K1041 ir G.
thermoglucosidasius NCIMB 11955) sukurtus protokolus (Narumi ir Kkt.,
1992b; Taylor ir kt., 2008). Tac¢iau NUB3621R kamienui transformuoti nei
vienas 1§ jy netiko. Naudojantis Narumi ir kt. (1992b) aprasytu metodu
transformanty nebuvo gauta, o Taylor ir kt. (2008) apraSytame protokole
naudojama terpé netiko Siam kamienui auginti.

Dél to NUB3621R kamienui tinkamos elektrotransformacijos salygos
turéjo biiti nustatytos eksperimentiSkai. Metodo salygy parinkimui naudotasi
zinomu Geobacillus-E. coli Saudykliniu vektoriumi, pUCG18 (Taylor ir kt.,
2008). Sis vektorius, o ne naujai §iame darbe sukurti plazmidiniai dariniai,
buvo pasirinktas todél, kad tuo atveju, jeigu biity gauti neigiami rezultatai,
likty neaiSku, ar to prieZastis yra netinkamai sukonstruotos plazmidés, ar —

netinkamai parinktos transformacijos salygos.

3.7.1. Auginimo terpés parinkimas

Parenkant elektrokompetentiniy lasteliy paruoSimo salygas, Vvisy pirma
buvo tiriama auginimo terpiy jtaka. Yra Zinoma, kad jvairtis auginimo terpiy
komponentai ar skirtingi jy kiekiai modifikuoja lgsteliy fiziologija,
metabolizmag (Egli ir Zin, 2003), ir gali keisti ir jy genetinés transformacijos

galimybes. Parodyta, kad Bacillus genties kai kuriy kamieny transformacijos
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efektyvumas teigiamai koreliuoja su didesniu drusky (tokiy kaip kalio fosfatai)
kiekiu augimo terpéje, tuo tarpu mitybiniy medziagy gausa (triptono, mieliy
ekstrakto) priesingai — jj mazina (Zhang ir kt., 2011). Kiti tyréjai, dirb¢ su E.
coli, nustaté, kad Siy bakterijy transformacijg Zenkliai pagerina jy auginimas
turtingoje auginimo terpéje, kurios sudétyje yra gliukozés, tuo tarpu magnio
druskos gali sumazinti transformacijos efektyvumg. Idomu, kad terpés
komponenty jtaka elektrokompetentiniy lgsteliy gamybai, taip pat gali
priklausyti ir nuo auginimo temperatiros (t. y. tas pats komponentas, esant
skirtingoms temperatiroms, skirtingai veikia lgsteles) (Novakova ir kt., 2014).
Taigi elektrokompetentinéms Igsteléms paruosti skirta terpé gali labai stipriai
priklausyti nuo bakterijy rasies ar netgi kamieno. Todél kiekvienu atveju yra
svarbu surasti optimalig terpe.

IeSkant tokios mitybinés terpés, kurioje tirlamas kamienas gerai augty ir
kuri tikty elektrokompetentiniy lasteliy paruoSimui, lastelés buvo augintos
keliose skirtingose terpése: 1) LB, 2) mLB (LB terpé papildyta nitrilotriacetatu
ir Mg?*, Ca?" ir Fe?* druskomis), 3) NB (terpé savo sudétimi identiska LB, tik
vietoje mieliy ekstrakto, j ja dedamas toks pats kiekis mésos ekstrakto), 4)
ANB (NB terpé, papildyta Mg?*, Ca?*, K*, Zn?*, Mn?* druskomis) ir 5) TSB
(turtinga terpé, kurios sudétyje buvo gliukozés ir KH2POa).

Lyginant bakterijy augimg skirtingose terpése pastebéta, kad S$io
kamieno augima teigiamai jtakojo jvairiy drusky, tokiy kaip MgClz, CaCl>
(mLB ir ANB terpése), jonai. I§ gauty augimo kreiviy matyti, kad NB ir LB
terpése Sis kamienas augo léCiausiai. Sias terpes papildzius aukséiau
iSvardintais komponentais (Zr. terpiy mLB ir ANB sudétj) kultiros augimo
lygis zenkliai iSaugo (3.10 pav.).

Greitas augimas taip pat yra pasiekiamas ir naudojant turtingg terpe
(TSB), kurioje yra gausu maistiniy medziagy, tarp jy ir gliukozés. Taciau
auginant lasteles tokioje terpéje, kultiiros OTsgo pasiekus maksimalig verte,
lasteliy tankis pradeda Zenkliai mazéti. PanaSus reiSkinys yra apraSytas ir
tyréjy, dirbusiy su G. thermoleovorans kamienu. Jy darbe buvo parodyta, kad

terpéje, kurig sudaro 0,1 % gliukozés, yra stebimas itin spartus G.

70



thermoleovorans augimas, lydimas intensyvios lgsteliy zities ir lizés. Tuo
tarpu sumazinus gliukozés kiekj, bakterijy augimo tempas sulétéja, o pasiekus
didZiausig augimo taska, nepereina ] lizés stadijg (Pavlostathis ir kt., 2006).
Taigi, Siame darbe tiriamo NUB3621R kamieno greitas augimas TSB terpéje,
po kurio seka staigus OTseo mazéjimas, greiciausiai taip pat yra sietinas su

gliukozés kiekiu naudotoje terp¢je.

25
20 TSB
g15 “mLB
5 —NB
1.0 ~=—ANB
LB
05
0.0

Augimo laikas, val.

3.10 pav. G. stearothermophilus NUB3621R kamieno augimas
skirtingose terpése. Juodais taSkais pazymétos auginamos bakterijy
kultiiros OTsgovertes, kurias pasiekus, Igstelés buvo surenkamos.

Priklausomai nuo bakterijy augimo pobiidZio Siose terpése, Iastelés buvo
augintos tol, kol kultiiros OTseo pasiekdavo 1,00 arba 0,75 (3.10 pav.).
Surinktos lgstelés i§ pradziy buvo ruosiamos suspenduojant jas 10 % glicerolio
terpéje. Elektroporacijai buvo taikoma 22 kV/cm stiprio elektrinio lauko
impulsai. Tac¢iau negavus transformanty, §i ETT buvo pakeista SMG terpe, 0
lastelés veikiamos jau minéto stiprio elektrinio lauko impulsais. Tokiomis
salygomis transformantai buvo gauti tiktai i§ lgsteliy, auginty ANB terpé¢je,
nepaisant to, kad augimas Sioje terpéje buvo labai panasus j augima, stebimg
mLB terpéje. Tai rodo, kad -elektrokompetentiniy NUB3621R lasteliy
paruoSimui, kaip ir kai kuriy kity bakterijy atveju, auginimo terpés sudétis yra
labai svarbus veiksnys, lemiantis jy elektrokompetentiSkumg. Gautas
transformacijos efektyvumas buvo 120 transformanty 1 pg plazmidinés DNR.

Gavus pirmgjj NUB3621R transformantg, tolimesni optimizacijos

bandymai buvo atliekami naudojantis i§ Sio kamieno iSskirta pUCG18
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plazmide. Nors yra raSoma, kad NUB3621 kamienas (taigi ir jo iSvestinis
NUB3621R kamienas) neturi veiklios R-M sistemos (Zeigler, 2001). Be to, jo
iki Sios datos sekvenuotoje genomo sekos dalyje neaptikta restrikcijos
endonukleaziy geny (Blanchard ir kt., 2014), tafiau pastebéta, kad jo
transformacijos efektyvumas yra didesnis daugiau nei 2 kartus tais atvejais, kai
yra naudojama i§ to paties kamieno iSskirta plazmidiné DNR. Tai reiskia, kad
1) Sio kamieno DNR yra modifikuojama kitu, ne R-M sistemos tipo, biidu, arba
2) siam kamienui visgi yra budinga R-M sistema, kurig koduojantys genai iKi
siol nenustatyti (iki $io darbo parasymo datos buvo Zinoma tik nepilna Sio
kamieno genomo seka).

Kadangi transformantai buvo gauti naudojant auksto osmoliaringumo
elektrotransformacijos terpg (ETT), toliau elektroporacijos efektyvuma buvo
bandoma pagerinti pakoregavus elektrokompetentiniy lasteliy ruoSimo
protokolg ir auginant jas ANB terpéje, papildytoje 0,5 M sorbitolio (ANBS).
Tokiu budu buvo siekiama apsaugoti lgsteles nuo osmotinio Soko, kai jos yra
perkeliamos 1§ jprastos ANB terpés j didelio osmoliaringumo ETT. Auksto
osmoliaringumo metodas, kuomet visos lasteliy ruosimo terpés yra papildomos
osmotikais, yra  naudojamas ir  optimizuotuose  Bacillus  spp.
elektrotransformacijos protokoluose (Xue ir kt, 1999). Taciau G.
stearotehrmophilus NUB3621R kamieno atveju buvo priesingai — didesnio
osmoliaringumo auginimo terpé sumazino S$io kamieno transformacijos

efektyvuma.

3.7.2. Lasteliy veikimas sienele susilpninanciais ar membrang pralaidinanciais

veiksniais

Gramteigiamosios bakterijos (tarp jy ir Geobacillus spp.) visada yra
sunkiau transformuojamos nei gramneigiamosios dél jy lastelés sienelés
ypatumy, 0 tiksliau — dél storo peptidoglikano sluoksnio ir sienelés sudétyje
esanéiy teicho rigséiy (Dunny ir kt., 1991; Holland ir kt., 2010). Sia kliiitj yra

bandoma jveikti apdorojant lasteles veiksniais, silpninanciais gramteigiamyjy
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bakterijy sienele. Vienas 1§ dazniausiai naudojamy tokiy veiksniy yra glicinas
(Peng ir kt., 2009). Lasteléms augant ir dalijantis glicinas gali buti jterpiamas
vietoje D- ir L-alanino j sintetinamo peptidoglikano tetrapeptidy sudétj. Dél to
peptidoglikane sumazéja skersiniy jungciy tarp skirtingy glikano grandiniy
peptidiniy ,,uodegy ir jis tampa pralaidesnis (Hammes ir kt., 1973).

Taigi toliau geobacily transformacijos efektyvumg buvo bandoma
pagerinti eksponentinés augimo stadijos pradzioje lasteles paveikiant sienele
silpninanciu veiksniu, glicinu. Ruosiant elektrokompetentines lasteles ANB
arba ANBS terpése, ankstyvaja logaritming faze pasiekusi kultiira buvo
papildyta 0,25-2,00 % glicino ir auginama toliau. Taciau Vvisose terpése net ir
maziausia naudota glicino koncentracija sukélé greita lasteliy lizg.

Literatiroje yra apraSyta daug darby, kuriuose parodyta, kad glicinas
pagerina  daugelio  jvairiy  gramteigiamyjy  bakterijy  (Bacillus
amyloliquefaciens, B. thuringiensis, Bacillus pseudofirmus, jvairiy
pienarigs§ciy bakterijy) transformacijos efektyvumag (Ito ir Nagane, 2001;
Landete ir kt, 2014; Peng ir kt., 2009; Zhang ir kt., 2011). Taciau yra ir tokiy
duomeny, kurie rodo, kad kai kuriy kity bakterijy (Bacillus, Pediococcus,
Staphylococcus genciy kai kuriy kamieny) transformacijai glicinas jtakos
nedaro ar turi netgi neigiamg jtakg (Rodriguez ir kt., 2007; Turgeon ir kt.,
2006; Shen ir kt., 2013). Toks nevienodas glicino poveikis skirtingy bakterijy
risiy transformacijai gali biiti aiSkinamas skirtinga jy sieneliy sudétimi bei
fiziologija.

Taip pat buvo bandoma padidinti lasteliy plazminés membranos laiduma
suspenduojant jas ETT buferyje su 5 % etanoliu. Taciau §is budas, leidgs gauti
kai kuriy gramteigiamyjy bakterijy transformantus, kurie jokiomis kitomis
saglygomis nebuvo transformuoti (Assad-Garcia ir kt., 2008), buvo visiskai

netinkamas tiriamajam kamienui.

3.7.3. Augimo stadijos jtaka

Su Bacillus genties bakterijomis dirban¢iy autoriy yra parodyta, kad
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transformacijos efektyvumui didele jtaka turi kultiiros augimo stadija, kurig
pasiekus lastelés yra surenkamos. Kai kuriy kamieny atveju vienodai geri
rezultatai gaunami surenkant lgsteles, augintas tiek iki logaritminés stadijos
vidurio, tiek ir iki vélyvosios logaritminés stadijos. Tuo tarpu kity kamieny
tinkamiausias augimo fazés intervalas gali buti daug siauresnis ir pasistimeéti
link ankstyvosios augimo fazés (Lu ir kt., 2012; Shen ir kt., 2013).

Taigi sekanCiame etape buvo tiriama, kuriame i$ pasirinkty augimo
stadijos tasky surinkus lgsteles gaunama daugiausiai transformanty. Lastelés,
augintos ANB terpéje, buvo surenkamos kultiros OTsgo Vertei pasiekus
skirtingas vertes (0,75; 1,00; 1,15; 1,30 ir 1,40). I8vedus trijy bandymy
vidurkius matyti, kad elektrokompetentines NUB3621R lasteles galima
paruosti i§ kulttiros, augintos iki OTsgo tampa lygus 0,75-1,40 (3.11 pav.),
taciau didziausias efektyvumas gaunamas Igsteles auginant iki 1,30 dydzio
OTsg0. Tuo tarpu, jeigu lastelés surenkamos, kai kultiros OTsgo Yra mazesnis,

gaunamas du ir daugiau karty mazesnis transformacijos efektyvumas.
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3.11 pav. Transformacijos efektyvumo priklausomybé nuo kultiiros optinio
tankio (OTseo), kurj pasiekus lgstelés buvo surenkamos, suspenduojamos
SMG ir transformuojamos taikant 20 kV/cm stiprio elektrinio lauko
impulsus. Paklaidy juostos rodo standartinj nuokrypj

Pastebétina, kad tiek Siame, tiek ir kituose augimo stadijos taskuose
stebimas didelis rezultaty iSsibarstymas apie vidurkj. Elektroporuojant net ir to
paties paruoSimo lgsteles ir taikant tas pacias elektroporacijos salygas,
transformacijos efektyvumas skyrési daugiau nei 10 karty. Viena i§ ta

lemianciy priezas¢iy gali buiti elektroporacijai taikomo elektrinio impulso tipas.
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Daugelis komerciniy bakterijy transformacijai skirty elektroporatoriy sukuria
cksponentiskai mazéjancio tipo pulsus (Young ir Deanx, 2015). Tokiy pulsy
truikumas yra tas, kad jie néra grieZtai reguliuojami, ir kiekvieng karta lasteles
elektroporuojant pagal tuos pacius nustatytus parametrus, joms realiai taikomi
pulso parametrai (jtampa ir laiko konstanta) Siek tiek skiriasi nuo nustatytyjy.
ISeitis tam biity elektroporatoriai, generuojantys auksStos itampos kvadratinés
bangos impulsus. Tac¢iau tokie aparatai néra placiai naudojami ir Siuo metu vis

dar yra tobulinimo stadijoje.

3.7.4. Elektroporacijos terpés jtaka

Kitame etape buvo tirlama ETT sudéties jtaka transformacijos
efektyvumui (3.3 lentelé). Naudojant 10 % glicerolio terpe (G terpe), kaip jau
minéta anksciau, transformanty nebuvo gauta. Lasteles suspendavus SMG ir
TG terpése (t. y. terpése, 1 kuriy sudét; be glicerolio taip pat jeina osmotikai)
gautas transformacijos efektyvumas atitinkamai buvo 5,2:10% ir 2,8-10°

transformanty/pg DNR.

3.3 lentelé. Transformacijos efektyvumo priklausomybé nuo naudojamos ETT.
Siuose bandymuose lastelés buvo augintos iki OTseo 1,15 ir, suspendavus
atitinkamoje ETT, elektrotransformuojamos 22 kV/cm stiprio elektrinio lauko
impulsais. Paklaidos rodo standartinj nuokrypij

ETT Terpés sudétis tErZ;ttf)c/)\r/Enrzjtséi/ug DNR
G 10 % glicerolio 0,0

SMG 10 % glicerolio, 0,4 M sorbitolio, 0,4 M manitolio (5,2 +2,5)-10°

SMGM  SMG, papildyta 1 mM MgCl; (4,7 + 4,3)-10°

TG 10 % glicerolio, 0,5 M trehalozés (2,8 +2,6)-10°

Taigi ETT terpéje sorbitolj ir manitolj pakeitus trehaloze, gaunamas
mazdaug per pus¢ mazesnis transformanty kiekis. Kity mokslininky, dirbanciy
su Bacillaceae Seimos bakterijomis, darbuose taip pat yra parodyta, kad ETT

papildymas osmotikais yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy, uztikrinanciy
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s¢kminga Siy bakterijy transformacijg (Shen ir kt., 2013).

Tuo tarpu SMG terpe papildzius 1 mM MgCl, (SMGM terpé),
transformacijos efektyvumas iSauga iki 9 karty. Taigi Mg?* daro teigiamg jtaka
Sio kamieno lasteliy elektrotransformacijai. Mg?* (bei kai kurie kiti katjonai),
manoma, gali palengvinti DNR pernasg ] lastelg, kadangi 1) ,.atsveria® DNR
sudétyje eanciy fosfaty neigiamg kriivj ir taip palengvina DNR sgveikg su
bakterijy membrana, bei 2) padeda DNR molekulei kompaktiskiau iSsidéstyti
(Aune ir Aachmaan, 2010).

3.7.5. Elektrinio lauko stiprio jtaka

Elektrinis lauko stipris yra vienas svarbiausiy veiksniy, jtakojanciy
elektrotransformacijos efektyvumg. Didesnio stiprio elektrinis laukas
koreliuoja su didesniu bakterijy citoplazminés membranos pralaidinimu, taigi
ir didesniu transformacijos efektyvumu.Taciau stipresnis elektrinis laukas tuo
pat metu neigiamai veikia lasteliy gyvybinguma (Trevors ir kt., 1992). Taigi
turi buti parenkama tokia elektrinio lauko stiprio verté, kuri maksimaliai
padidinty Igsteliy membrany pralaiduma, bet tuo paciu lasteliy gyvybingumas
islikty toks, kad leisty gauti didelj kiekj transformanty.

Tam lastelés buvo augintos iki OTseo verté pasiekia 1,3; surinktos ir
suspenduotos SMG terpéje bei, sumaisius su plazmidés DNR, paveiktos 16-24
kV/cm stiprio elektrinio lauko impulsu. Po elektrinio impulso atgaivinus
lasteles ir uzauginus jy kolonijas buvo apskaiCiuotas transformacijos

efektyvumas ir lasteliy gyvybingumas (3.12 pav.).

76



[\e]
[4)]

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

he]
o

—
w
7%

ETransformacijos efektyvumas

NGyvybingumas

Gyvybingumas (%)

)]

Transformacijos efektyvumas

(x10?— KSV/iug DNR)
N

e
3.

o

s OO

—
[s)]

22
Elektrinio lauko stipris (kV/cm)

3.12 pav. Elektrinio lauko jtaka transformacijos efektyvumui ir Iasteliy
gyvybingumui. Siuose bandymuose lgstelés buvo augintos iki OTsgo 1,3 ir
suspenduotos SMG terp¢je

Elektroporacijai taikant iki 18 kV/cm stiprio elektrinius impulsus
lasteliy gyvybingumas siekia apie 90 %, taciau keliant elektrinio lauko stiprj
lasteliy gyvybingumas zymiai sumazéja. Tuo tarpu transformacijos
efektyvumas auga didinant elektrinio lauko stiprj iki 20-22 kV/cm ir pasiekia
1,3-10% transformanty/ug DNR.

Nustacius sglygas, tinkamas pUCG18 vektoriaus pernasai | NUB3621R
kamieno lasteles, jos buvo naudojamos ir kity, Siame darbe sukonstruoty
plazmidziy (aptariamy 3.5 ir 3.6 skyriuose) pernasai. NUB3621R kamieno
lastelés buvo augintos iki OTseo 1,15-1,30, tuomet suspenduotos SMGM
terpéje, sumaiSytos su pGTD7 ir pGTGS plazmidziy dariniais (sukonstruotais
ir padaugintais E. coli lastelése) ir elektroporuotos 22 kV/cm impulsu. Kaip
minéta 3.4 skyriuje, transformantai gauti tiktai naudojantis pUCK7 plazmide.
pUCKY turintys transformantai buvo patikrinti atlikus kolonijy PGR bei
plazmidziy restrikcijos analiz¢. Gautas transformacijos efektyvumas buvo
4,6-10? transformanty/pg DNR.

4. DARBO APIBENDRINIMAS

Siame darbe buvo siekiama padidinti Geobacillus genties bakterijy

genetinés inzinerijos galimybes, prapleCiant joms tinkamy vektoriy
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pasirinkimg ir nustatant tinkamas salygas (Siame darbe sukurty ar kity)
vektoriy perna$ai j pasirinktg Geobacillus spp. kamieng. Vektoriy Seimininku
buvo pasirinktas G. stearothermophilus NUB3621R kamienas, kuris yra
naudojamas kaip modelinis termofilinis mikroorganizmas jvairiuose
moksliniuose tyrimuose.

NUB3621 kamieno genetinei inZinerijai yra naudojama protoplasty
transformacija — nepatogus metodas, uzimantis daug laiko ir reikalaujantis
ypatingo atsargumo. Todél mano darbe buvo sickiama palengvinti §io kamieno
transformacija —  nustatyti  salygas, jgalinanias tam  pritaikyti
elektrotransformacijg (elektroporacijg). Tam elektrokompetentinés Iastelés
buvo ruosiamos kei¢iant auginimo ir elektroporacijos terpés sudéti, surenkant
lasteles skirtinguose jy augimo periodo taskuose ir jas veikiant sienele
silpninanciais  veiksniais.  Elektroporuojant  Igsteles buvo  keifiami
elektroporacijos parametrai bei Igsteliy atgaivinimo salygos. Nustatyta, kad
didziausias kamieno transformacijos efektyvumas yra gaunamas 1) Igsteles
auginant ANB terpéje, 2) jas surenkant, kai kultiiros OTseo pasiekia 1.1-1,3
verte, 3) suspenduojant elektroporacijos SMGM terpéje, 4) elektroporacijai
taikant 22 kV/cm stiprio elektrinio lauko impulsus, 5) po transformacijos
lasteles perkélus | terpe, identiska auginimo terpei, ir gaivinant jas 2 val. 50 °C
temperaturoje.

Toks protokolas leido pasiekti 4,7(+4,4)-10° transformanty mikrogramui
naudotos plazmidinés DNR transformacijos efektyvuma. Jis yra pakankamas
tikslinio DNR fragmento pernasai | Sias lasteles, taCiau yra stebimas didelis
rezultaty issibarstymas apie vidurkj. Viena i§ ta sglygojanciy priezasCiy gali
biti nulemta elektroporatoriaus savybiy, o tiksliau jo taikomy elektriniy
impulsy tipo. Daugelis Siandieniniy komerciniy elektroporatoriy, skirty
bakterijy transformacijai, sukuria eksponentiSkai mazéjancio tipo impulsus.
Tokiy impulsy trikumas, kad jie néra grieztai reguliuojami, ir realiai bakterijy
transformacijai taikyti pulso parametrai (jtampa ir laiko konstanta) skiriasi nuo
ty, kurie buvo nustatyti prietaise. ISeitis tam bty aukStos jtampos kvadratinés

bangos impulsus generuojantys elektroporatoriai, taciau tokio tipo aparatai
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labai mazai kur naudojami ir vis dar tobulinami.

Elektrotransformacijos salygy nustatymui buvo naudotas pUCG18
vektorius. Tai vienas i§ trijy Siandien naudojamy Geobacillus bakterijoms
tinkamy vektoriy (Kiti du vektoriai — pSTE33 ir pPNW33N). Tokia nedidelé
vektoriy ir jy konstravimui panaudoty skirtingy plazmidziy replikony jvairové
paskatino Siame darbe ieskoti naujy Geobacillus sp. plazmidziy, kuriy
replikonai galéty suteikti teigiamy savybiy naujai kuriamiems vektoriams.

Darbe buvo apibiidintos dvi naujos Geobacillus genties plazmidés,
pavadintos pGTG5 ir pGTD7. Abi jos yra mazo dydzio, slaptosios (angl.
cryptic), RR mechanizmu besidauginancios plazmidés. pGTD7 plazmidé,
remiantis jos sekos analize, yra priskirta vienai geriausiai istirty RR plazmidziy
Seimy, kurios atstovams yra btidingi Rep 1 Seimos replikacijos baltymai. Tali
paciai Seimai priklauso ir pUB101 plazmidé, naudojama kaip vektorius
jvairioms mezofilinéms gramteigiamosioms bakterijoms.

Plazmidés pGTD7 replikonas buvo panaudotas gaminant pUCK7
konstrukta. Gautas konstruktas buvo sékmingai perkeltas | G.
stearothermophilus NUB3621R kamieng anksCiau apraSytomis sglygomis.
Tokiu buidu parodyta, kad plazmidés pGTD7 replikonas uztikrina jj turincios
plazmidés replikacijg ne tik savo natyviame, bet ir kitame tos pacios genties
kamiene. Taip pat buvo nustatytas pUCK?7 konstrukto segregacinis stabilumas
ir jo kopijy skaiciaus islaikymas. Parodyta, kad, lyginant su pUCG18
vektoriumi, pUCK7 konstruktas pasizymi aukStesniu segregaciniu stabilumu,
nesant aplinkoje atrankos veiksnio. Tuo tarpu NUBR621R Iastelése, jas
auginant terpéje su antibiotiku, stebimas panaSus didelis abiejy plazmidziy
kopijy skai¢ius. Gauti rezultatai rodo, kad pGTD7 replikong turintis vektorius
pasizymi dideliu kopijy skai¢iumi ir yra stabiliai i§laikomas Igstelése. Be to,
segregaciniu stabilumu pranoksta kitg, Siuo metu daznai tyréjy naudojama
pUCG18 vektoriy.

Antroji darbe tirta plazmidé pGTGS yra maziausia i§ visy Zinomy
Geobacillus genties bakterijy plazmidziy. pGTGS su replikacija susijusios

sekos buvo nepana$ios nei j vieng i$ apraSyty plazmidziy Seimy seky. Jos
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replikacijos iniciacijos baltymo sekoje identifikuoti motyvai, budingi RR
mechanizmu besidauginanéiy fagy atitinkamiems baltymams. pGTG5
plazmidés mazas dydis ir replikono panaSumas Su virusy atitinkamomis
sekomis leidzia daryti i§vadg apie jy ir virusy evoliucinj rysj, aprasytg Koonin
ir Dolja (2013). Vienintelis skirtumas tarp tokiy mazy kriptiniy plazmidziy,
koduojanciy tiktai savo paciy egzistencijai reikalingus genus, ir virusy yra tas,
kad pastarieji mobiliis genetiniai elementai papildomai dar koduoja bent vieng
kapsidés baltyma ir gali suformuoti viruso daleles (Forterre ir kt., 2014).
Apibendrinant, sSiame darbe buvo sukurta G. stearothermophilus
NUB3621R elektrotransformacijos metodologija, kuri nors ir nebuvo tokia
efektyvi kaip protoplasty transformacija, taCiau parinktos salygos gali biiti
atspirties taSku, toliau tobulinant §j metodg. Be to, apraSytos dvi naujos
geobacily plazmidés, kurios yra ne tik jdomios mokslinio tyrinéjimo tikslais,
bet viena i§ jy (pGTD7) taip pat yra puikus Saltinis naujy, stabiliy

daugiakopijiniy replikatyviniy Geobacillus genties vektoriy kiirimui.

80



ISVADOS

Siame darbe aprasyta pGTD7 plazmidé yra tinkamas $altinis naujy
Geobacillus genties vektoriy kirimui, nes jos replikong turinéios
plazmidés pasizymi dideliu kopijy skai¢iumi ir segregaciniu stabilumu
net ir tada, kai aplinkoje néra jokio atrankos veiksnio.

Plazmidés, kuriy replikacija vykdo RR tipo pGTD7 replikonas, yra
iSlaikomos stabiliau uz 0 (teta) replikong, turintj pUCG18 vektoriy.
Geobacillus sp. 1121 kamieno pGTGS5 plazmidé priskirtina naujai iki
Siol neapibuidintai plazmidziy Seimai, pasizymingéiai tuo, jog koduoja
replikacijos iniciacijos baltymus, savo sekomis panasius j atitinkamus
kai kuriy bakteriofagy baltymus.

Transformuojant  G.  stearothermophilus  NUB3621  kamieng

elektroporacijos biidu gaunamas 102 eilés transformacijos efektyvumas.
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PRIEDAI

1 lentelé.Geobacillus genties sekvenuotos plazmidés

Identifikacinis

Nuorodos j publikuotus darbus, arba

NI Plazmide numeris Dydis, bp Seimininkas seky jkélimo | duomeny baze metai
1 pSTK1 NC _002062.1 1883 G. stearothermophilusTKO015 Nakayama et al.,1993
2 pHTA426 NC_006509.1 47890 G. kaustophilus HTA426 Takami et al., 2004
3  pLWI1071 NC 009329.1 57693 G. thermodenitrificans NG80-2 Feng et al., 2007
4 pGS18 NC 010420.1 62830 G. stearothermophilus Stuknyte et al., 2008
5 pWCH7001 NC 012794.1 33899 Geobacillus sp. WCH70 2009
6 pGYMC6101 NC 013412.1 45057 Geobacillus sp. Y412MC61 2009
7  pWCH7002 NC 012790.1 10 287 Geobacillus sp. WCH70 2009
9 pGY4MC101 NC 014651.1 71617 Geobacillus sp. Y4.1MC1 2010
11 pGEOTHO02 NC 015661.1 19638 G. thermoglucosidasius C56-YS93 2011
10 pGEOTHO01 NC 015665.1 80 849 G.thermoglucosidasius C56-YS93 2011
12 pGYMC5201 NC 014916.1 45057 Geobacillus sp. Y412MC52 2011
13 pBt40 NC 022092.1 39678 Geobacillus sp. JF8 Shintani et al.,2014
14 pGTD7 NC 022993.1 3279 Geobacillus sp. 610 Kananaviciaté et al., 2014
15 pGTG5 NC 022994.1 1540 Geobacillus sp. 1121 Kananaviciaté et al., 2014
16 pGC56T2_14 B 41 319 Geobacillus sp. C56-T2 2011
(Contig254.2)
17 pGC56T2_2~ B 55173 Geobacillus sp. C56-T2 2011
(Contig255.3)

99


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/10956485#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/56410437#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/138898339#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/169636460#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/239828713#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/261420908#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/239812973#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/312193406#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/336237224#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/336233474#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/319768578#_blank

Dalinai sekvenuotos plazmidés

pTB19 M63891.1 11 887¢ G. stearothermophilus van der Lelie,D. et al, 1989, Oskam
etal., 1991

pGGO1 DQ146476.2 20171 G. stearothermophilus DSMZ 6285 Omokoko et al., 2008

pBST1 EU547236.2 837° G. stearothermophilus NRTL 1102 Taylor et al., 2008

ASiame darbe naudotas plazmidés pavadinimas, kadangi duomeny bazéje plazmidés vardas nenurodytas.

BPlazmidziy sekos patalpintos https://gold.jgi-psf.org/analysis_projects?id=Ga0024922 duomeny bazéje.
CVisas plazmidés ilgis ~27 kb

PVisas plazmidés ilgis ~80 kb
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2 lentelé. Transformuoti Geobacillus genties kamienai

Kamienas

Transformacijos
metodas

Plazmidé (replikonas
funkcionuojantis geobacilose,
termostabilus Zymuo)

Transformacijos efektyvumas, KSV/pg

plazmidinés DNR; nebent nurodyta
Kitaip

Nuoroda

G. stearothermophilus

ATCC 12980 ir jo Protoplasty pUB110 1.6-105" Imanaka et al., 1982
dariniai (CU21 transformacija ’
(cuzn) ) 5,9-10%
pTB90 2,2-10%b
1,3-107
PTHT1S 2,5-10 transformantai/regenerantui® Hoshino et al., 1985
6,1-1072 transformantai/regenerantui®
NRLL 1174 Protoplasty pBST22 ~3.0-10° Liao & Kanikula, 1990
transformacija
BR219 (DSMZ Konjugacija pAM120 2,610 recipientui™ Natarajan & Oriel, 1991
6285)
NUB36 and its Protoplasty pTHT15 4-1089 Wu & Welker., 1989
derivatives transformacija pLWO5 * 91079
(NUB3621 and .
NUBSGZ].R) pRPg 4_6.105\ De Rossi et al., 1994
pSTE12 - Couflago & Shamoo, 2005
PNW33N - Blanchard et al., 2014
Elektroporacija pUCG18 1.4-102 Kananavi¢iaté et al., 2014
G. thermodenitrificans
K1041 Elektroporacija puUB110 5,8-105P Narumi et al., 1992
plH41 7.2.10%b
pSTE12 4.9-10% Nakayama et al., 1992
5,1-10%
pSTE33 0,2-101¢ Narumi et al., 1993
2,8-10%
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ET 144-2 Elektroporacija PNW33N 6 Bosma ir kt., 2015
ET 251 Elektroporacija pNW33N 4 Bosma ir kt., 2015
G. thermoglucosidasius
TN Elektroporacija pBST22¢" 30-102 Thompson et al., 2008
DL33 and its Elektroporacija pBST22 39-10° Tylor et al., 2008
derivatives ’
vatlv pUCG18 9,8-10°

pTMO19 - Cripps et al., 2009
NCIMB 11955 (DSM  Elektroporacija pTMO31 - Cripps et al., 2009
25427) and its pUCG3.8 2,8-10° Bartosiak-Jentys et al., 2013
derivatives PNW33N - Lin et al., 2014
G. kaustophilus
HTA426 and its Konjugacija pUCG18 carrying oriT 10°-107 recipientui Suzuki & Yoshida, 2012
derivatives PSTE33 carrying oriT 107-10 recipientui

PGAM46

Suzuki et al., 2012
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