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SANTRAUKA

Bakteriné lipoxygenazeé (LOX) yra fermentas, turintis didelj potencialg biiti pritaikomas
pramongje. Jis pasizymi unikaliomis katalitinémis savybés ir placiu substraty specifiSkumu, todél
yra laikomas patraukliu jrankiu aukstos pridétinés vertés produkty gamybai, pavyzdziui,
oleochemikaly, biokuro, skonio ir aromato stiprikliy, maisto priedy bei daugelio kity. Taciau, Siuo
metu yra zZinomi tik keli sé¢kmingi bandymai pagaminti didelj rekombinantinés LOX kiekj. Kol kas
ji néra komerciskai prieinama industrijai reikalingais kiekiais.

Sio tyrimo tikslas buvo istirti bakterinés LOX i§ Pseudomonas aeruginosa heterologine raiska
skirtingose mieliy gentyse, vykdant baltymo sekrecijg uz Igsteleés riby. Tyrimas buvo atliktas
naudojant nemetilotrofiniy Saccharomyces cerevisiae ir metilotrofiniy Pichia pastoris mieliy
kamienus. LOX ekspresijai S. cerevisiae naudotas episominis pFX7aF-LOX Saudyklinis vektorius
su kuriuo iStirta skirtingy mutantiniy kamieny jtaka LOX sintezei. LOX ekspresijos tyrimams P.
pastoris atlikti buvo naudojamas integracinis pPIC9K-LOX vektorius, sukonstruotas homologinés
rekombinacijos bidu E.coli. Naudojant AOX1 promotoriy ir metanolj kaip induktoriy, pasiekta
s¢kminga LOX sintezé, o didzioji dalis aktyvaus baltymo buvo supernatante. Paraleliai konstruota
nauja ekspresijos plazmidé LOX sintezei P. pastoris be induktoriaus. Si plazmidé su konstitutyviu

promotoriumi klonuota naudojant "Golden Gate" klonavimo strategija.
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SUMMARY

Bacterial lipoxygenase (LOX) is an enzyme that has the potential to play a significant role in
various industrial applications. It exhibits unique catalytic properties and substrate specificity,
making it an attractive tool for the production of high-value products such as oleochemicals,
biofuels, flavor and aroma compounds, food additives, and many others. However, there are only a
few successful attempts to achieve a high recombinant LOX yield and it is not commercially
available yet in proper amounts.

The aim of this research was to investigate the heterologous expression of bacterial LOX from
Pseudomonas aeruginosa in different yeast genera and to construct a system that would allow
secretion of the protein into the extracellular space. This study was carried out with non-
methylotrophic Saccharomyces cerevisiae and methylotrophic Pichia pastoris yeast strains. An
episomal shuttle pFX7aF-LOX vector was used for LOX expression in S. cerevisiae. The impact of
using different mutant strains for LOX production was explored. The integrating pPIC9K-LOX
vector for testing the LOX expression in P. pastoris was constructed by homologous recombination
method in E.coli. Using AOX1 promotor and methanol as an inducer a successful active LOX
expression was achieved with the majority of the protein located in the culture supernatant.
Adjacent to this, for LOX expression in P. pastoris without the need of external inducers, a new

expression plasmid was constructed using Golden Gate based cloning strategy.



IVADAS

Lipoksigenazés (LOX) — tai pladiai gamtoje paplites oksidoreduktaziy klasei priklausantys
fermentai, kurie katalizuoja neso¢iyjy riebaly rigséiy oksidacija. Siy fermenty veikimui nereikalingi
papildomi kofaktoriai, o reakcijy metu susidarusios hidroperoksidintos riebaly riigStys gali biiti
lengvai modifikuojamos. LOX katalizuojamos reakcijos produktai yra naudojami kaip pirmtakai
jvairiy signaliniy molekuliy bei kity gyvybiskai svarbiy junginiai sintezei. Siuo metu daugiausiai
démesio susilaukiancios yra Zmogaus kilmes lipoksigenazes. Jos raiSkos pakitimai yra siejami su
jvariais sveikatos sutrikimais, tokiais kaip ateroskleroze, astma, alergija bei vézys.

Tuo tarpu maZiausiai tyrimy atlikta su bakterinés kilmés lipoksigenazéms. Sie fermentai
1§skiria pla¢iausiu substraty spektru ir dideliu stabilumu aukStose temperatiirose, todel yra laikomi
puikiais potencialiais pramoniniais biokatalizatoriais. Unikalios bakterinés LOX savybés leidZia jas
pritaikyti oleochemikaly, biokuro, skonio ir kvapo stiprikliy gamyboje, bioremidiacijoje bei
farmacijos ir kosmetikos pramonése. Siems procesams uztikrinti yra reikalingi dideli baltymy
kiekiai, todél yra vystomos naujos rekombinantiniy LOX baltymy ekpresijos sistemos. Iki Siol
didZiausia LOX gamyba yra pasiekta naudojant E. coli Igsteles kaip raiSkos Seimininkg. Taciau
naudojant prokariotines ekspresijos sistemas daznai susiduriama su baltymy netirpumo ir aktyvumo
praradimo problemomis. Tai vercia ieskoti naujy Seimininky, galinciy vykdyti heterologinés
lipoksigenazés sintezg.

Eukariotiniy lgsteliy sistemos, tokios kaip Saccharomyces cerevisiae bei Pichia pastoris,
yra pripazintos kaip GRAS organizmai. Jy savybés, tokios kaip greitas augimas paprastomis
salygos bei vykdomos potransliacinés modifikacijos, leidZia Siuos organizmus pritaikyti efektyviai
sudétingy baltymy sintezei dideliais kiekiais. Jose esantis veiksmingas a faktoriaus signalis
peptidas, leidzia uztikrinti rekombinantiniy baltymy sekrecija uz latelés riby, taip palengvinant jy
gryninimo procesus. Sios mielés taip pat pasizymi galimybe naudoti episomines ir integracines
plazmides, o tai praplecia tyrimy kryp¢€iy ribas. Todél Sio tiriamojo darbo metu buvo siekiama
jvertinti Saccharomyces cerevisiae bei Pichia pastoris organizmy tinkamumg heterologinés

lipoksigenazés raiskai.

Darbo tikslas:
Istirti ir palyginti Pseudomonas aeruginosa lipoksigenazés lox geno raiska skirtinguose mieliy
Saccharomyces ir Pichia gen¢iy kamienuose.
Darbo uzdaviniai:
1. Palyginti heterologinio lox geno raiska skirtinguose Saccharomyces cerevisiae kamienuose.

2. Sukonstruoti plazmides lox geno raiskai mielése Pichia pastoris ir atlikti raiskos tyrimus.



oF — o faktoriaus signalinis peptidas
AA — arachidono riigstis

AA-BAA — akrilamidas-bisakrilamidas
ALA — a-linoleno riigstis

Amp — ampicilinas

APS — amonio persulfatas

dH,O — dejonizuotas vanduo

DTT — ditiotreitolis

EDTA — etilendiaminotetraacto ragstis
EPA — eikozapentaeno riigstis

EtBr — etidzio bromidas

EtOH — etanolis

FDH — formaldehidas

(G418 — geneticinas

GLA — y-linoleno rugstis
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HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné ragstis

LA — linolo rugstis
LOX — lipoksigenazé

LB terpé — Luria-Bertani terpé

MD — gliukozés/YNB/amonio sulfato mitybiné terpé

MeOH — metanolis

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidiné elektroforezé

PEG - polietilenglikolis
PMSF — fenilmetilsulfonilflouridas

PUFA — polinesociosios riebaly riigs¢iy

TEMED — N,N,N‘,N*‘-tetrametilen-1,2-diaminas

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolis

Tween-20 — polioksietileno-20-sorbitano monolauratas

YEPD — mieliy ekstrakto/peptono is sojy pupeliy/gliukozés mitybiné terpé
YEPG — mieliy ekstrakto/peptono is sojy pupeliy/glicerolio mitybiné terpé
YEPGal — mieliy ekstrakto/peptono is sojy pupeliy/galaktozés indukciné terpé

YNB — mieliy azoto bazé



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Lipoksigenazés

Lipoksigenazés (EC. 1.13.11.- LOX) — tai didelé, oksidoreduktaziy klasés fermentams,
priklausanti monomeriniy baltymy $eima, kuri pirma karta buvo aptikta 1928 m. Bohn and Haas. Si
tyréjy komanda pastebéjo balinimo poveikj kvietiniuose miltuose, kuomet j kvieting tesla buvo
jdedamas nedidelis kiekis sojy milty. Buvo manoma, kad balinimo efektas jvyko dél karotino
oksidacijos, todél $is fermentas i§ pradziy buvo identifikuotas kaip karotino oksidazé (Singh et al.,
2022). Bégant metams buvo pasiiilyti tokie pavadinimai kaip nesociyjy lipidy oksidazé, lipoksidaze,
riebaly oksidazé bei lipidy oksidazé. 1940 m. visi anks¢iau naudoti pavadinimai buvo konsoliduoti
ir fermentas buvo oficialiai pavadintas lipoksigenaze (Hayward et al., 2016).

LOX Seimos fermentai priklauso dioksigenazéms (EC.1.13.11), tac¢iau daugelis jy turi ketvirta
skaitmenj, pagrjstg substrato specifiSkumu ir, tam tikrais atvejais, jiems biidingu regio- arba
enantio- specifiskumu. Regioselektyvumas apibudinamas anglies atomo padétimi, kurioje LOX
oksiduoja polinesociasias riebaly rtigstis. Priklausomai nuo fermento enantioselektyvumo,
susidariusios hidroperoksidintos riebaly rigstys gali buiti R arba S konfigiiracijos, pvz., ISR-LOX
arba 15S-LOX. Kai kuriais atvejais yra minimas ir pirminio substrato pavadinimas, pvz., AA 5-
LOX (arachidono rigstis), LA 9-LOX (linoleino riigstis). Galiausiai, yra i$skiriama ir nedidelé
lipoksigenaziy grupé, kurioms priskiriamas pavadinimas atsizvelgiant ] jy specifines
charakteristikas, tokias kaip i$skirtinai mazas baltymo dydis (mini-LOX), nejprasty kofaktoriy
naudojimas (Mn-LOX) ar lipoksigenazes, kurios yra susijungusios su kitais fermentais ir pasizymi
dvigubu (bifunkciniu) aktyvumu (angl. fusion-LOX) (1.1 lentelé¢) (Andreou et al., 2008; Heshof et
al., 2014a; Chrisnasari et al., 2022).

1.1 lentelé. Lipoksigenaziy klasifikacija (adaptuota pagal Shi et al., 2020)

Organizmas Lipoksigenazés
Augalai 9-LOX, 13-LOX
Gyviinai 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX, 13-LOX
Bakterijos 10-LOX, 9-LOX, 13-LOX, Mini-LOX, 15-LOX
Grybai Mn-LOX, 15-LOX

Vis délto, dél pastaruoju metu padidéjusio genomo ir baltymy seky kiekio duomeny bazése
bei gaus¢jant naujai atrandamy LOX skai€iui, Sio fermento klasifikavimas tampa ypatingai
sudétingas. Nustatyta atvejy, kuomet tame paciame organizme vyrauja daugybé fermento izoformy

(Brash et al., 1999; Hayward et al., 2017) arba kai vieno tipo fermentas katalizuoja keletos skirtingy



substraty oksidacijg. Tai apsunkina lipoksigenazés klasifikavima, todél iki Siol néra paprastos, LOX
vienijanc¢ios nomenklatiiros sistemos (Hayward et al., 2016; Chrisnasari et al., 2022).

neheming gelezj (iSskirtiniais atvejais — mangang) ir katalizuoja tg pacia reakcija. LOX vykdo
regioselektyvy molekulinio deguonies prijungimg prie polinesociyjy riebaly riigsciy (PUFA) 12,4Z-
pentadieno fragmenty, kurio galutinis produktas yra hidroperoksidintos riebaly riigstys

(Kuhn et al., 2018).

Jvairios kilmés LOX skiriasi pagal jy specifiskumg skirtingiems substratams. Zinduoliy LOX
kaip substratg paprastai naudoja arachidono (AA; C20:4 A5,8,11,14) ir linolo riigstis (LA; C18:2
A9,12). Kai kurios lipoksigenazés taip pat aktyviai vykdo a-linoleno (ALA; C18:3 A9,12,15) bei
eikozapentaeno (EPA; C20:5 AS5,8,11,14,17) rugsc¢iy hidroperoksidinimg (Chrisnasari et al., 2022).
Augaly ir gryby LOX daugiausiai naudoja LA, ALA ir y-linoleno (GLA; C18:3 A6,9,12) riigstis
kaip substratg. Tuo tarpu bakterijy kilmés LOX pasizymi placiausiu substarty spektru (LA, ALA,
GLA, AA, EPA, ir DHA) (Chrisnasari et al., 2022).

Lipoksigenazés yra aptinkamos daugelyje eukariotiniy organizmy ir yra ypac placiai tiriamos
esancios zmonése, gyvinuose, augaluose bei grybuose. Yra Zinoma, jog LOX dalyvauja gaminant
oksilipinus ir jvairius signalinius junginius eukarioty organizmuose. Jy katalizuojamy reakcijy
specifiSkumas suteikia galimybe sintetinti jvairiy tipy riebaly riigs¢iy hidroperoksidus, kurie atlieka
skirtingas funkcijas (Heshof et al., 2014; Isobe et al., 2018; Kutzner et al., 2020; Park et al., 2020).

LOX egzistavimas daugelyje eukariotiniy organizmy pabréZia jy biologing svarbg. Tarp
placiausiai istirty yra zinduoliy kilmés lipoksigenazés, 1§ kuriy Siuo metu daugiausia démesio
susilaukia zmonése aptinkamos $io fermento izoformos (Hashem et al., 2020). Zmogaus genome
yra $esi funkciniai LOX genai (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXS5 ir ALOXE3),
kuriy kiekvienas koduoja atskirg LOX fermentg. [Sskyrus ALOXS5 gena, esant] 10q11.2
chromosomoje, visi LOX genai yra lokalizuoti 17p13 chromosomoje ir koduoja vienos grandinés
75-82 kDa dydzio baltymg (Snodgrass & Briine, 2019).

LOX paprastai randamos daugelio organy ir audiniy lasteliy citozolyje bei submembraningje
dalyje. Jy katalizinés reakcijos produktai yra signalinés molekulés, kurios bendrai vadinamos
eikozanoidais (Skrzypczak-Jankun et al., 2012). Sie junginiai dalyvauja daugelyje biologiniy
procesy, tokiy kaip epidermio diferenciacija, odos vystymasis, lasteliy dauginimasis,
kancerogenez¢, kraujospiidzio reguliavimas, aterosklerozeé bei neurodegeneracija (Krieg et al.,
2014; Kuhn et al., 2015; Simard-Bisson et al., 2018; Snodgrass & Briine, 2019). Lipoksigenazés
taip pat atlieka svarby vaidmenj uzdegiminiuose procesuose bei yra atsakingos uz kai kuriy

medziagy apykaitos sutrikimus (Ma et al., 2010).



LOX taip pat placiai paplitusios ir augaluose. Lipoksigenazés ypac gausiai sutinkamos
varpiniy javy kultiirose (kvie¢iuose, kukuriizuose, avizose, rugiuose, mieziuose), ankstiniuose
augaluose (Sparaginése ir sojos pupelése, zirniuose, spindulinése pupuolése) bei bulviy gumbuose.
Augaly LOX yra svarbils antriniy metabolity sintezei, tokiy kaip jazmonatai, fitooksilipinai,
divinilo eteriai bei lapy aldehidai. Pastarieji augaluose uztikrina gyvybiSkai svarbias funkcijas
(1.2 lentele) (Wasternack & Hause, 2013; Hassan et al., 2015; Loncari¢ et al., 2021).

1.2 lentelé. Arabidopsis thaliana lox geno funkcijos (adaptuota pagal Singh et al., 2022)

Geno lokusas Gene pavadinimas Geno funkcija Aminoriig§éiy skaicius
AT1G55020 LOX1 Atparumas prie§ patogenus 859
AT3G45140 LOX2 Jazmonaty biosintezé 896
AT1G17420 LOX3 Ziedy vystymasis 919

Ziedy vystymasis, atsako

AT1G72520 LOX4 : Co 926
formavimas j abiotinj stresg

AT3G22400 LOX5 Apsaugos mechanizmai 886

AT1G67560 LOX6 Jazmonaty biosintezé 917

Augaluose lipoksigenazés atlieka svarby vaidmenj gynybiniuose procesuose bei dalyvauja
formuojant augaly atsakg j biotinj ir abiotinj stresg. Pastebéta, kad faktoriai, tokie kaip UV
spinduliai, ekstremali temperatiira, deguonies ir vandens trikumas bei vabzdziy ir patogeny atakos,
sukelia padidintg LOX geno raiSka. (Singh et al., 2022). Lipoksigenazés taip pat yra atsakingos uz
zaizdy gijima, augalo vystymasi, atsako | patogenus, vabdZius, ZolédZzius gyvinus formavima, bei
yra ypatingai svarbiis s¢kly daiginimo processe, kuomet padeda skaidyti sukauptas lipidy atsargas
(Hassan et al., 2015; Singh et al., 2022). D¢l iy priezas¢iy LOX aktyvumas yra laikomas puikiu
bioZymeniu augaly fiziologijos srityje (Singh et al., 2022).

Nors §iy fermenty egzistavimas prokariotiniuose organizmuose yra zinomas, jy struktiira,
biocheminés savybés ir fiziologinis vaidmuo iki Siol néra detaliai iStirti (Chrisnasari et al., 2022).
Ilga laika prokariotinés kilmés LOX tyrimams buvo skiriama mazai démesio. Iki 2013m. buvo
nustatyti tik 38 bakterijy genai, kurie koduoja lipoksigenazes (Hansen et al., 2013). Vis délto, dél
pastaruoju metu iSaugusio susidémojimo bakterijy lipoksigenazémis ir jy galimo panaudojimo
industriniuose procesuose, situacija Zenkliai pasikeité. Siuo metu yra nustatyta daugiau nei 4700
bakterijy baltymy seky i§ 1100 skirtingy bakterijy rasiy, kurios anotuojamos kaip LOX arba turi

konservatyvius domenus buidingus lipoksigenazéms, Nepaisant to, iki Siol tik nedidelé dalis jy yra
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iSsamiai aprasytos ir kol kas mazai zinoma apie pacios lipoksigenazés atlickamg funkcija
bakterijose (Chrisnasari et al., 2022).

Viena daugiausiai apibaidinty bakterijy lipoksigenaziy yra i§ Pseudomonas aeruginosa. Sios
lipoksigenazés yra lokalizuotos periplazmoje ir manoma, kad jos pagrinde yra atsakingos uz
patogeneze (Hashem et al., 2020). Pastaryjy mety tyrimai atskleidé, kad bakterinés lipoksigenazés
sukelia raudonyjy kraujo kiineliy hemolizg bei atlieka svarby vaidmenj bakterijy kolonizacijos ir
biopléveliy formavimo procesuose zmogaus plau¢iy audiniuose (Banthiya et al., 2016; Deschamps
et al., 2016; Morello et al., 2019). In vitro tyrimai parodé, kad P. aeruginosa LOX taip pat padeda
sintetinti ir lipoksinus — prieSuzdegiminis mediatorius, kurie slopina §eimininko imuninj atsaka j

patogeng (Banthiya et al., 2016, Kurakin et al., 2020) (1.1 pav.).

15-LOX metabolitai
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1.1 pav. Schema nurodanti P. aeruginosa LOX patogenezés procesus plac¢iy audiniuose (adaptuota
pagal Morello et al., 2019)

Biocheminés lipoksigenaziy charakteristikos

Lipoksigenazés pasizymi didele molekuliniy masiy variacija tarp skirtingy LOX Seimos nariy.
Ilgiausiomis polipeptidinémis grandinémis iSsiskiria sausumos augaluose sutinkamos
lipoksigenazes (90-110 kDa), o pac¢ios maziausios ir kompaktiskiausios lipoksigenazés yra
randamos bakterijose (45-75 kDa). Be to, yra pastebimas ir didelis amiroriigs¢iy seky variabilumas
tarp skirtingos kilmés LOX, kuriy panasumas siekia tik 20-25 % (Newie et al., 2016; Singh et al.,
2022). Nepaisant iy skirtumy, visi LOX turi konservatyvy WXXAK motyva, vienodg aminoriigsiy
seka kataliziniame centre bei panas$ia erdving struktiirg (Chrisnasari et al., 2022).
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Paprastai eukariotinés kilmés LOX susideda i§ vienos polipeptidinés grandinés, kuri
susilanksto j du domenus. C-terminalinis domenas, dar kitaip vadinamas kataliziniu domenu,
didZiaja dalimi yra sudarytas i§ a-spiraliy ir pasizymi didele molekuline mase (45-65 kDa)
(1.2 pav.). Siame domene yra lokalizuotas fermento aktyvusis centras, kuriame kofaktorius
(neheminé geleZis arba manganas) yra palaikomas vandens molekuliy ir penkiy konservatyviy
aminortgsc¢iy: trijy histidiny, ketvirtos — asparagino arba histidino, bei penktos C-terminalinés

aminoragsties, kuri dazniausiai yra izoleucinas (Newie et al., 2016; Chrisnasari et al., 2022).

N-terminalinis domenas
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1.2 pav. Zmogaus 15-LOX ir bakterinés LOX kristalinés struktiiros (Chrisnasari et al., 2022)

N-terminalinis domenas yra sudarytas i§ B-klos¢iy ir pasizymi sglyginai nedideliu dydziu (25-
30 kDa) (Singh et al., 2022). Yra nustatyta, jog N-terminaliné LOX dalis yra svarbi fermento
termostabilimui uztikrinti bei veikia kaip membrang suriSantis domenas (Walther et al., 2011).

Kiek maziau yra zinoma apie bakterinés kilmés LOX struktiiras. Iki Siol placiausiai iStirta ir
apra$yta yra Pseudomonas aeruginosa priklausanti lipoksigenazé. Siy LOX struktiiroje yra
randamas tik vienas domenas (C-terminalinis-katalitinis) (Banthiya et al., 2016). Vietoje N-
terminalinio domeno sudaryto i$ B-klosc¢iy, P. aeruginosa LOX turi apie 100 aminoriig§¢iy lickany
pratesima, kuris nulemia fermento tirpuma (Hansen et al., 2013; Lu et al., 2016).

Kaip ir Kiti fermentai, lipoksigenazés turi specifinj pH intervalg, kuriame veikia
efektyviausiai. Daugumai eukariotininiy LOX tinkamiausis yra fiziologinis, neutralus pH (6,5-7,5)
(Kuhn et al., 1993). Didesniu optimalaus pH variabilumu pasizymi bakterinés kilmés
lipoksigenazés. Pavyzdziui, 11S-LOX i§ M. xanthus DK 1622 yra stabiliausias esant pH 6, 0
didziausias fermento aktyvumas yra pastebimas labiau riigstinéje aplinkoje (pH 3). Taip pat yra
nustatyta ir lipoksigenaziy, kuriy optimalus pH siekia 11-12, bei LOX, kuriems priskiriami keli pH
optimumai (Hall et al., 2007; Qian et al., 2017; Ernst et al., 2022).

Lipoksigenazéms taip pat yra budingas ir pakankamai platus optimalios temperattiros
diapazonas. Didzioji dalis lipoksigenaziy yra aktyviausios 20-40 °C temperatiiroje, taCiau yra
nustatyta ir atvejy, kuomet LOX efektyviausiai dirba ir ektremalesnémis salygomis. Pavyzdziui,

Myxococcus fulvus lipoksigenazés didZiausiu efektyvumu pasizymi zemose temperattrose (5-10
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°C), o i$ P. aeruginosa PR3 isskirtos LOX temperatiiros optimumas siekia net 60 °C (Bae et al.,
2010; Goloshchapova et al., 2018). Dél visy $iy i$skirtiniy savybiy, prokariotinés lipoksigenazés,
pastaruoju metu, susilaukia ypa¢ daug démesio kaip potencialiis pramoniniai biokatalizatoriai
(Chrisnasari et al., 2022).

LOX katalizuojamas regioselektyvus riebaly riig8¢iy hidroperoksidinimas turi daugybe
pritaikymy gaminant oleochemikalus. Lipoksigenaziy sintetinami riebaly riig§¢iy hidroperoksidai,
gali biiti paverciami hemiacetaliais, kurie tarnauja kaip pirmatakai formuojantis trumpty grandiniy
polimerams, tokiems kaip epoksidai, dioliai arba o-hidroksiriebaly ragstys. Lipoksigenaziy
katalizuojamos reakcijos dariniai taip pat gali biiti naudojami kosmetikos gamyboje kaip pavirSiaus
aktyviosios medziagos (Liu et al., 2012; Zhang et al., 2012; Hu et al., 2014). Toks LOX produkty
panaudojimas pramonéje yra laikomas tvaria, iSteklius tausojancia bei aplinkai nekenksminga
alternatyva Siuo metu placiai naudojamiems procesams, kurie yra paremti chemine sinteze.

LOX pamazu taip pat gali tapti nieatsiejama maisto ir gérimy pramonés dalimi, ir yra daznai
naudojami kaip sglyginai nebrangtis biokatalizatoriai sintetinant jvairius malonaus kvapo ir skonio
aromatinius junginius (Shi et al., 2020). Pavyzdziui 2E-heksenolis, pasizymintis vaisiy skoniu, bei
3Z-heksenolis, suteikiantis stipry zalios Zolés kvapa yra placiai naudojami kaip alkoholiniy gérimy
skonio stiprikliai (1.3 pav.) (Gigot et al., 2010).
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1.3 pav. Lipoksigenaziy katalizuojamy reakcijy pritaikymas aromatiniy junginiy ir skonio stiprikliy
gamybai (adaptuota pagal Chrisnasari et al., 2022)

LOX turi didelj potencialg buti panaudojamas kaip maisto priedas ir milty apdorojimo
proceso metu. Tyrimais jrodyta, kad aktyviis LOX sojy miltai gali biiti naudojami kvietiniams
miltams sustiprinti, tokiu biidu atsisakant §iuo metu daznai naudojamy kalio bromato ir benzoilo
peroksido junginiy (Hayward et al., 2016). Nors Siuo metu pramon¢je dazniausiai yra naudojami
augalinés kilmés LOX, vis daugiau démesio yra skiriama ir bakterinéms lipoksigenazés dél jy

plataus substraty spekto bei géb¢jimo sintetinti didelio grynumo junginius (Shi et al., 2020).
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Nepaisant daugybés galimy lipoksigenazés panaudojimo sriciy industrijoje, dalis jy susilaukia
démesio medicinoje, dél jy neigiamas pasekmes sukelian¢iy reakcijy. Kai kurios lipoksigenazes
vaidina svarby vaidmen;j skatinant uzdegimines reakcijas ir yra siejamos su ligy vystymusi. Tod¢l
pastaryjy slopinimas laikomas vienu i§ esminiy ligos prevencijos zingsniy (Srivastava et al., 2016).
Pastargjj deSimtmet] ypac intensyviai tiriamos dvi zmogaus lipoksigenazeés, tai S-lipoksigenazé (5-
LOX) ir 15-lipoksigenazé (15-LOX). 5-LOX arachidono riigstj pavercia leukotrienais ir yra
siejamas su keletu uzdegiminiy sutrikimy, tokiy kaip astma, alergija bei aterosklerozé. Todél Sis
fermentas laikomas pontencialiu vaisty taikiniy kovojant pries Siuos sutrikimus. D¢l
nepraeidavo klinikiniy stadijy. Kol kas $iuo metu vienintelis komercinis 5-LOX inhibuojantis
vaistas yra Zileuton. Taciau dél jo trumpo galiojimo laiko bei retkarciais pasitaikanciy
hepatoksiskumo atvejy, jo vartojimas yra ribojamas. Tod¢l dabar yra skiriama ypac¢ daug démesio
vystant naujus inhibitorius, tokius kaip AA-861, BWA4C, C06, CJ-13,610, nordihidroguareto
rugstis (NDGA) bei siekiant iSsiaiSminti jy veikimo mechanizmus Zmogaus lgstelése bei
audiniuose (Steinhilber & Hofmann, 2014; Sinha et al., 2019; Kahnt et al., 2022).

Kitas potencialus vaisty taikinys yra 15-LOX, kuris priklausomai nuo vézio tipo, gali sukelti
pronavikinj arba prie$navikinj poveikj (Souza et al., 2020). Siuo metu mazy molekuliniy
inhibitoriy, galinCiy slopinti 15-LOX metabolinj kelig, naudojimas yra viena 1§ pagrindiniy tikslinés
vézio terapijos strategijy (Han et al., 2021). Placiausiai istirti ir daugiausiai potencialo turintys
junginiai yra kvercetinas, pirazoly orto-hidroksi analogai bei fitokanabinoidai, tokie kaip
kanabidiolis (Armstrong et al., 2016, Kashyap et al., 2016, Sadeghian & Jabbari, 2016). Nors
nustatyta, kad visi Sie junginiai pasiZymi antiproliferaciniu ir citotoksiniu poveikiu pries kriities
vézio lasteles, taCiau jy terapinis panaudojimas néra tinkamai iSnagrinétas ir yra reikalingi detalesni

tyrimai klinikinése stadijose (Vaezi et al., 2021).

1.2 Heterologinés baltymy ekpresijos sistemos

Siekiant fermentus panaudoti pramoniniuose procesuose yra reikalinga efektyvi raiskos
sistema, kuri uztikrinty didelg aktyvaus fermento produkcija. Natyviai organizmuose gaminamas
baltymo kiekis yra per mazas Siems reikalavimams patenkinti. Todél Siai problemai iSspresti yra
kuriamos ir nuolatos vystomos naujos rekombinantiniy baltymy raiskos sistemos, kurios leisty
greitai bei mazais kastais sintetinti pakankamus kiekius tiksliniy baltymy (Lestari & Novientri,
2021). Standartinés raiSkos sistemos susideda i$ keletos pagrindiniy komponenty: (1) lastelés arba
Igsteliy ekstrakty, kurie suteikia energijg ir reikalingus kompotentus tikslinio baltymo sintezés
procesy uztikrinimui; (2) vektoriaus, reikalingo genetinés medziagos perneSimui i lasteles ir jos

palaikymui; (3) raiSkos kasetés, turinCios tikslinj baltyma koduojancias sekas bei kitus genetinius
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elementus, tokius kaip promotorius ir terminatorius, uztikrinanc¢ius baltymy transkirpcijg ir
transliacijg (Fisher et al., 2014).

Baltymy gamybai galima pritakyti daugybe skirtingy organizmy — nuo paprasciausiy bakterijy
iki transgeniniy gyviiny (Fisher et al., 2014). Tac¢iau renkantis tinkamiausig raiskos sistema yra
svarbu atsizvelgti | tikslinio produkuojamo baltymo panaudojimg bei jo specifines savybes, tokias
kaip molekuliné masé, potransliacininés modifikacijos ir lokalizacija (Madhavan et al., 2021).

Bakterijos yra vienos i$ placiausiai naudojamy raiskos sistemy heterologiniy baltymy
gamybai. Iki 2013 m. daugiau nei 66 tukstanciai skirtingy polipeptidiniy grandiniy buvo
sintetinamos pasitelkiant bakterijas kaip raiSkos Seimininka, tai sudaro apie 88 % visy heterologiniy
baltymy, pateikty baltymy duomeny banke (angl. Protein Data Bank) (Francisco J Fernandez & M
Cristina Vega, 2013). Bakterijy ekspresijos sistemos daznai naudojamos dél jy gebéjimo sparciai
augti minimalios sudéties terpése bei galimybés su jomis atlikti paprastas genetines manipuliacijas.
(Pang et al., 2022). Iki $iol, rekombinantiniy baltymy gamybai pla¢iausiai naudojamos yra gram-
neigiamos Escherichia coli bakterijos. E. coli savybés, tokios kaip greitas dauginimasis, didélé
gaminamy baltymy iSeiga bei jy lengvas ir nebrangus gryninimas, leidzia Sias sistemas lengvai
pritaikyti skirtinguose biotechnologiniuose procesuose (Lestari & Novientri, 2021).

Rekombinantinio geno integracija i E. coli genoma pasizymi pakankamai dideliu nestabilumu,
todél dazniausia transkripcija yra vykdoma tiesiogiai nuo episominés plazmidés (Francisco J
Fernandez & M Cristina Vega, 2013). Plazmidés kopijy skaiius lasteléje gali svyruoti nuo vieno
iki keliy Simty, priklausomai nuo replikono, esancio plazmid¢je, pacios lastelés, bei jos metabolinés
biisenos. Vieni placiausiai naudojamy replikony priskiriami ColE1 Seimai. Pastarieji randami
populiariausiose vektoriy sistemose, tokiose kaip pET (pMB1, 15-60 kopijy lasteléje) bei pUC
(modifikuotas pMB1 variantas, 500—700 kopijy Iasteléje) (Gustafsson et al., 2012; Fisher et al.,
2016). Taciau pernelyg didelis plazmidés kopijy skaiCius ir aukStas transkripcijos lygis gali
apsunkinti lastelés dauginimasi, sukelti medziagy apykaitos sutrikimus bei turéti negiamos jtakos
tikslinio baltymo transliacijai. Todé¢l, priklausomai nuo gaminamo baltymo savybiy, bakterinés
raiSkos sistemos yra nuolat vystomos bei modifikuojamos ir néra vienos universalios visiems
baltymams tinkamos sistemos (Fisher et al., 2016).

Egzistuoja ir daugybé alternatyviy prokarioty raiskos sistemy, kurios yra sékmingai
naudojamos heterologiniy baltymy gamybai. Dél didelio G + C kiekio (60,5 - 66,6%) gram-
neigiamos Pseudomonas genties bakterijos yra laikomos vienu i§ tinkamiausiy organizmy gaminant
specifinines restrikcijos endonukleazes, tokias kaip HsaD (Lack et al., 2008). Irodyta, kad kitaip nei
didZzioji dalis kity bakteriniy sistemy, Pseudomonas fluorescens ir Lactococcus lactis gali efektyviali
sekretuoti baltymus j periplazming ir ekstralgsteline erdve bei yra tinkamos didelio tankio

fermentacijoms vykdyti (Retallack et al. 2012; Villatoro-Hernandez et al., 2012; Hoffmann et al.,
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2021). Pastaraisiais keliais deSimciais auga susidoméjimas ir gram-teigiamomis bakterijomis.
Skirtingai nei E. coli bei kitos gram-neigiamos bakterijos, gram-teigiamos negamina endotoksiny —
lipopolisicharidy, kurie sukelia imuninj atsakg gyvinuose ir Zzmonése. Tod¢l dalis Siy bakterijy yra
priskiriamos GRAS organizmams (Fisher et al., 2016). Siuo metu Bacillus gené¢iai priklausanios
rusys yra placiai taikomos hidrolaziy, lipaziy, proteaziy, bakteriofagy DNR polimeraziy bei
virulentiskumo faktoriy sintezei (Pruitt et al., 2012, Francisco J Fernandez & M Cristina Vega,
2013, de Souza et al., 2021).

Vis délto, nepaisant visy bakterinés raiskos sistemos suteikiamy privalumy, jos turi ir savus
trikumus. E. coli it kiti prokariotai nevykdo potransliaciniy modifikacijy, tokiy kaip glikozilinimas,
miristolinimas, izoprenilinimas ir amidinimas (Fisher et al., 2016). Nustatyta, kad bakterijy
citoplazma pasizymi redukcine aplinka, kuri limituoja disulfidiniy rySiy formavimasjsi Taip pat
bakterinése raiskos sistemose daznai yra pastebimi vidulgsteliniai agregatai, vadinami inkliuziniais
kiinais (angl. inclusion bodies), kurie apsunkina tiksliniy baltymy gryninimo procesus (Fisher et al.,
2016; Lestari & Novientri, 2021).

Kitos, ypa¢ pla¢iai naudojamos geny raiskos sistemos yra mieliy Igsteléss. Sios eukariotinés
lastelés, ekstensyviai taikomos rekombinantiniy baltymy sintezei nuo 1996 m., kuomet pirma karta
buvo nusekvenuotas visas Saccharomyces cerevisiae genomas (Goffeau et al., 1996). Paprastai
mielés skirstomos j dvi grupes - nemetilotrofines ir metilotrofines mieles (Lestari & Novientri,
2021). Siuo metu placiausiai naudojamos nemetilotrofinés mielés yra S. cerevisiae. Joms biadingas
platus pH toleravimo diapazonas, vykdomos potranslicinés modifikacijos ir tinkamas baltymy
sulankstymas. Sios mielés neturi endotoksiny ir leidZia nedideliais kastais pasiekti aukstus
rekombinatiniy baltymy ekspresijos lygius (Baghban et al., 2019; Lestari & Novientri, 2021).
Heterologinio baltymo ekspresijai S. cerevisiae yra naudojami tiek integraciniai, tiek episominiai
vektoriai. Juose taikomi jvairiis konstitutyviniai (daZniausiai i§ glikolizinio kelio) arba indukuojami
(PGAL1/PGAL10) promotoriai. Episominiai vektoriai yra paremti 2um S. cerevisiae budingy
plazmidziy pagrindu ir leidzia lastelés branduolyje ekstrachromosomiskai palaikyti iki 50-100
plazmidziy kopijy (Fisher et al., 2016).

I$ metilotrofiniy miéliy daugiausiai démesio susilaukia Pichia pastoris. Lyginant su S.
cerevisiae, Siems organizmams buidingas iki 10 karty didesnis biomasés prieaugis (iki 120 g sausos
masés litre) bei tinkamesnis baltymy N-glikozilinimo lygis, sintetinant aukstesniyjy eukarioty
baltymus (Fisher et al., 2016; Tran et al., 2017; Lestari & Novientri, 2021). Sios mielés pasizymi
mazais sekretuojamy endogeniniy baltymy kiekiais, todél yra ypac tinkamos uzlasteliniy
rekombinantiniy baltymy sintezei (Karbalaei et al., 2020). P. pastoris ekspresijos sistemos yra
pagristos stipriais promotoriais, kuriy indukcija daznai vykdoma metanoliu (Gellissen et al., 2005).

Naudojant alkoholio oksidazés (AOX1) promotoriy galima pasiekti ypac didele (iki keliy gramy
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litre) baltymy ekspresija. Siose mielése yra naudojami integraciniai vektoriai, kurie homologinés
rekombinacijos budu integruojami j chromosoming DNR (Fisher et al., 2016).

Renkantis kurias raiSkos sistemas naudoti, taip pat svarbu atkreipti démesj ir ] naudojamas
plazmides. Nustatyta, kad auksStesniy temperatiiry sukeliama papildoma metabolin¢ apkrova ir
plazmidés nestabilumas nulemia sumazéjusius rekombinantiniy baltymy ekpresijos lygius (Pang et
al., 2020). Todél skirtinguose organizmuose yra nuolatos vystomos naujos plazmidinés sistemos,
kurios leisty subalansuoti 13steliy augimo procesus su vykdoma tiksliniy baltymy ekspresija (Silva

etal., 2012).

Bakterinés lipoksigenazés baltymy ekspresijos sistemos

Iki §iol néra atlikta daug tyrimy, siekiant jvykdyti heterologing bakterijy lox raiskg. Taciau per
pastaruosius 10 mety Sis skaicius pradéjo augti. Dazniausiai rekombinantiniai prokariotinés kilmés
LOX baltymai yra sintetinami E.coli. Biitent su $ia sistema $iuo metu yra pasiektas didziausias
ekspresuoto P. aeurinosa LOX (Pa-LOX) kiekis - 264 mg/L (Lu et al., 2020). Taciau dél padidintos
lasteliy apkrovos ir netinkamo baltymy susilankstymo, LOX baltymai agreguojasi ir sudaro
inkliuzinius kiinelius. Nustatyta, kad inkliuziniai kiinai ne tik apsunkina rekombinantiniy baltymy
gryninimo procesus, bet ir paveikia organizmy fiziologines funkcijas bei daznai yra toksiski
pacioms lgsteléms (Ramon et al., 2014; Mamipour et al., 2017). Todél nemazai tyrimy su
bakterinés kilmés LOX yra orientuoti j baltymy tirpumo didinimg ir technologijy vystyma, siekiant
paprastesnio baltymo gryninimo proceso (Pang et al., 2022). Tyrimais jrodyta, kad autoindukciniy
terpiy naudojimas, padidina Pa-LOX baltymy aktyvuma ir koncentracijg 9-10 kartus, lyginant su
standartiniu induktoriy,pvz. IPTG, naudojimu (Pang et al., 2020). Nustatyta, kad vykdant
kontroliuojamg lasteliy lize su Tween20, gali iki 33% padidinti ekstralastelinio LOX baltymo
aktyvuma, tuo paciu nesukeldama sunkumy E. coli augimui. IStirta, jog programuojama lasteliy
autolizé, naudojant bakteriofagy kilmés genus, tokius kaip ®X174-E, taip pat gali padidinti tirpaus
rekombinantinio baltymo kiekj (Pang et al., 2022).

Buvo atlikti tyrimai ir su kitomis prokariotinémis lipoksigenazémis, priklausanc¢ioms
Burkholderia thailandensis, Nostoc sp. bei Myxoccus xanthus organizmas (An et al., 2015; An et
al., 2018). Taciau Siy lipoksigenaziy ekpresija buvo vykdyta esant zemesnei nei aplinkos
temperatiira (15 °C), o tai gali iSkelti pramoninés gamybos kastus (Pang et al., 2020).

Mazai tyrimy yra atlikta siekiant bakterinés LOX raiSkg vykdyti eukariotinése sistemose.
Pirma kartg atlikta Pa-LOX raiska P. pastoris sistemoje buvo Hashem et al. (2020) mokslininky
grupés. Siy tyrimy metu naudojant CAT1 ir AOX1 promotorius pasiekta nedidelé uzlastelinio
baltymo ekpresija. Jy metu taip pat buvo nustatyta, kad nors glicerolio naudojimas nulémé mazesng

baltymo koncentracijg, jo aktyvumas buvo iki 4 karty didesnis, lyginant su raiSkos indukcija
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naudojant metanolj. Vis délto, gautas baltymo kiekis nebuvo pakankamas jy pritaikymui
industriniams procesams, todé¢l yra reikalingi detalesni tyrimai bandant Pa-LOX sintez¢ optimizuoti

mielése. Tokio pobtidZio tyrimai buvo atlikti ir §io magistrinio darbo metu.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Prietaisai ir priemonés

Prietaisas/jrankis Gamintojas
Analitinés svarstyklés Kern ABJ
Automatinés pipetés Eppendorf, Gilson, Tipor-V

Baltymy koncentravimo mégintuvéliai | Amicon® Ultra 30K

Eppendorf 5424 (rotorius r = 84 mm);

Centrifugos MIKRO 220R (rotorius r = 98 mm);
PRISM R (rotorius r = 84 mm)

Horizontalios elektroforezés kamera BioRad

Laminariné traukos spinta Flow Fast H

Maigykles B_iosan M_MS_—?OOO, IKA MS3_ Basic, Thermo
Fisher Scientific, Vortex-Genie 2,

Mikrobangy krosnelés Scarlett, Daewoo

pH-metras Mettler Toledo

Plokstelé su mikrosulinéliais TPP Tissue Culture Testplate

Precizinés svarstyklés Kern E6

Purtyklé Vibramax 100

Spektrofotometrai Spekol 2000, Nanodrop 2000

Skenavimo irenginys Epson syngene

Termoblokas Thermo Fisher Scientific

Termocikleris BioRad iCycler

Termostatai Binder, Biosan, IKA KS 4000, Stuart Orbital
Incubator

Transiliuminatorius Ultra-Lum

Vandens dejonizatorius Crystal

Vertikalios elektroforezés sistema Biometra

2.2 Medziagos
2.2.1 Reagentai:

Gamintojas Reagentai

Acto rigstis 99,5 %, galaktoz¢, agaras, linoleino

Acros Organics rugstis, kalio jodidas

Akrilamidas, ,,Coomassie Brilliant Blue G-250*

BioRad laboratories, Inc. y .
dazas, bromfenolio mélis

Fisher Bioreagents Geneticinas
Agaroze, glicerolis (85 %), magnio chlorido
Merck & Co., Inc. heksahidratas, tris(hidroksimetil)aminometanas
(Tris), mieliy ekstraktas, natrio acetatas
Reachim Kalio dihidrofosfatas, sorbitolis
Reanal Ksilolcianolis
Riedel-de Haén Izopropanolis

Peptonas, etidzio bromidas, natrio chloridas,
kalcio chloridas, amonio persulfatas (APS),
natrio hidroksidas, N,N,N‘,N*-
tetrametiletilendiaminas (TEMED), li¢io

Roth




chloridas, ,,Coomassie Brialliant Blue R-250%,
natrio dodecilsulfatas (NDS), PCI, ClI, 2-
merkaptoetanolis

Mavis, UAB Etanolis 99,8 %
Fenilmetilsulfonilo fluoridas (PMSF), gliukozg,
Sigma kalio acetatas, PEG 3350/8000, TMB,
formaldehidas
Spolchim Krakmolas

LB terpé, GeneRulerTM DNA Ladder Mix,
ampicilinas, PageRulerTM Prestained Protein
Ladder, HEPES, glicinas, fosforo rtigstis,
6xkoncentruotas elektroforetinis dazas, triptonas

Thermo Scientific

2.2.2 Vektoriai:
e pFX7aF-LOX;
e pPICIK
e BB3az 14*

2.2.3 Mikroorganizmai:
e FEscherichia coli, kamienas DH5a,
¢ Pichia pastoris (Komagataella phaffi), kamienas GS115;

e Saccharomyces cerevisiae, kamienai GCN2 ir AH22;

2.2.4 Pradmenys:

Pradmuo | Seka

P407 5’- TTGCCGCTGCCGATCACTTCG

P516 5’- AAATTGACGATCAGCTCGACG

P517 5’- ATTTCGTCGCCTCGTTGC

P529 5’- TCCCCTTTCAAAGTTATTCTCTACTC

P530 5’- TCGGATAAGAAAGCAACACCTG

P503 5’- GGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTACAATGACTCGA
TATTCTTTTCACC

P594 5’- GGAACAGTCATGTCTAAGGTTAGATATTGGTGCTCGCCG

P652 5’- CCTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGG

P653 5’- GGAGCAAGCTCGTACGAGAAG

P705 5’ - CAAGCAGCAGATTACGCGCAG

P706 5’ - GAAGCTATGGTGTGTGGTACCGATC

pP727 5’- TTGAAGACGCCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC

P728 5’- TTGAAGACCGAAGCTTAGATATTGGTGCTCGCC

P729 5’- CTGTTGAAAACCGCTGGGGTGATCGTCG

P730 5’- AGCGGTTTTCAACAGCCAGTCGACATTCG




2.2.5 Fermentai ir buferiniai tirpalai:
¢ Buferinis tirpalas “Fast Digest” (,,Thermo Fisher Scientific”);
e Egzonukleazé Exolll (,,Thermo Fisher Scientific*);
e DNR ligaze (,,Thermo Fisher Scientific*);
e DNR polimeraziy miSiniai:
o ,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (,,Thermo Fisher Scientific”);
o ,,Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (2x) (,,Thermo Fisher

Scientific”);

e Restrikcijos endonukleazés: Bglll, Bpil, Dpnl, EcoRI, Notl, Sacl (,,Thermo Fisher

Scientific”);
2.2.6 Komerciniai DNR paruoSimo ir gryninimo rinkiniai:
e . GeneJET™ Gel Extraction Kit* (,,Thermo Fisher Scientific*);

o “Gene]ET PCR Purification Kit“ (,,Thermo Fisher Scientific*);
e ,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit*“ (,,Thermo Fisher Scientific*).

2.2.7 DNR elektroforezés tirpalai:
e DNR fragmenty dydziy standartas: ,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix* (,,Thermo Fisher
Scientific®);

e FElektroforetinis dazas (6xkoncentruotas): 0,04 % bromfenolio mélio, 0,04 % ksilolcianolio,

30 % glicerolio.

e EtidZio bromido tirpalas (1 mg/mL): 0,01 g etidzio bromido tirpinama 10 mL dH20

(naudojimui skiedziamas 1000 karty);
e 10xTAE buferinis tirpalas: 48,4 g Tris, 3,72 g EDTA, 11,42 mL 99,5 % acto rugsties, (pH
8,0). Tirpinama 140 mL dHz0 ir skiedZziama iki 200 mL;

2.2.8 Kompetentiniy lasteliy ruosSimo ir transformavimo temperatiiriniu Soku tirpalai:
Bakterijy (E. coli):
CaClg tirpalas: 3,33 g CaCl2, 0,303 g MgCI2x6H20 ir 0,183 g Tris istirpinama 250 mL
dH20. Privedamas pH iki 8,0 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 300 mL bendro tario.
Tirpalas autoklavuojamas 0,8/30” ir laikomas 4 °C temperatiiroje;
e NaCl tirpalas: 1,752 g NacCl, 0,303 g MgCI2x6H2O ir 0,183 g Tris iStirpinama 250 mL
dH20. Privedamas pH iki 8,0 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 300 mL bendro turio.

Tirpalas autoklavuojamas 0,8/30° ir laikomas 4 °C temperatiiroje;
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Mieliy (Saccharomyces cerevisiae):

Buferinis TE tirpalas: 8,766 g EDTA ir 0,366 g Tris iStirpinama 250 mL dH20. Privedamas

pH iki 8,0 ir miSinys skiedziamas dH2O iki 300 mL bendro tiirio. Tirpalas autoklavuojamas
1/20’ ir laikomas kambario temperatiiroje;

LiCl tirpalas (0,1 M): 0,848 g LiCl istirpinama 180 mL TE buferinio ir privedama iki 200

mL bendro tiirio. Tirpalas autoklavuojamas 1/20” ir laikomas kambario temperatiiroje;

PEG 3350 50 % (w/v) tirpalas: 10 g PEG 3350 istirpinama 15 mL TE buferinio tirpalo ir

privedama iki 20 mL bendro ttrio. Tirpalas autoklavuojamas 1/20 ir laikomas kambario

temperatiiroje;

2.2.9 Kompetentiniy lasteliy ruosSimo ir transformavimo elektroporacija tirpalai:

Mieliy (Pichia pastoris):

Ditiotreitolio (DTT) 1M tirpalas: 0,272 g DTT istirpinama 1,8 mL dH20. Tirpalas laikomas

-20 °C temperatiroje;
HEPES 1M buferinis tirpalas (pH 8,0): 11,92 g HEPES istirpinama 35 mL dH:O, pH

privedamas su NaOH. Privedamas pH iki 8,0 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 300 mL
bendro turio.

Sorbitolio 1M tirpalas: 18,2 g sorbitolio istirpinama 80 mL dH20 ir privedama iki 100 mL

bendro tario. Tirpalas autoklavuojamas 1/20° ir laikomas 4 °C temperatiiroje;

2.2.10 Mitybinés terpés:

LB terpé (agarizuota): 20 g agaro istirpinama 1 L skystos LB terpés (2,5 %).

Autoklavuojama 1/20°.

LB terpé su ampicilinu (agarizuota): 20 g agaro istirpinama 1 L skystos LB terpés (2,5 %).

Autoklavuojama 1/20°. Antibiotikas jdedamas j atvésusig (~50 °C temperaturos) terpe.
Galutiné koncentracija 100 pg/ml;

LB terpé su zeocinu (agarizuota): 20 g agaro istirpinama 1 L skystos LB terpés (2,5 %).

Autoklavuojama 1/20°. Antibiotikas jdedamas j atvésusig (~50 °C temperatiiros) terpe.
Galutiné koncentracija 50 pg/ml;

LB terpé (skysta - 2,5 %): 25 g LB terpés istirpinama 1 L dH20. Autoklavuojama 1/20’;

MD terpé (agarizuota): ruoSiama terpe kurios sudedamyjy daliy galutinés koncentracijos

yra: 1,34 % YNB, 4 x 10°° % biotino, 2 % dekstrozés, 1,5 % agaro. Autoklavuojama

0,8/30’ ir laitkoma kambario temperatiiroje;

YEPD terpé (agarizuota): 6 g agaro istirpinama 300 mL skystos YEPD terpés.

Autoklavuojama 0,8/30’ ir laikoma kambario temperatiiroje;
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YEPD terpé su formaldehidu (agarizuota): 6 g agaro istirpinama 300 mL skystos YEPD

terpés. Autoklavuojama 0,8/30. | atvésusig (~50 °C temperatiiros) terpe jpilama 60 pl 37 %
formaldehido santykiu - 60 uL formaldehido : 100 mL terpés;
YEPD terpé su geneticinu G418 (agarizuota): 6 g agaro istirpinama 300 mL skystos YEPD

terpés. Autoklavuojama 0,8/30°. | atvésusig (~50 °C temperatiiros) terpe jpilama antibiotiku
santykiu - 1 mg G418 : 1 ml terpés
YEPD terpé (skysta): 6 g gliukozés, 6 g peptono ir 3 g mieliy ekstrakto iStirpinama 300 mL

dH20. Autoklavuojama 0,8/30’ ir laikoma kambario temperatiiroje;

YEPD terpé¢ (skysta) su HEPES buferiu: 6 g gliukozés, 6 g peptono , 3 g mieliy ekstrakto
iStirpinama 300 mL dH20. Autoklavuojama 0,8/30°. ] 100 mL YEPD jpilama 75 mL
sterilaus 1 M HEPES (pH 8,0) buferio;

YEPGal terpé (skysta): 30 g galaktozés, 20 g peptono ir 10 g mieliy ekstrakto iStirpinama 1
L dH20. Autoklavuojama 0,8/30°.

2.2.11 Baltymy elektroforezés tirpalai:

10xKoncentruotas baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: ruosiami trys tirpalai atskirai —

7,5 g Tris istirpinama 25 mL dH20; 36 g glicino istirpinama 190 mL dH20 (tirpumui
padidinti kaitinama ant magnetinés maisyklés), 2,5 g NDS istirpinama 10 mL dH20.
Paruosti irpalai sumaiSomi ir skiedziami su dH20 iki 250 mL (pH 8,3 — 8,6);
2xElektroforetinio dazo tirpalas: 0,394 g Tris-HCI istirpinama 30 mL dH20. Privedamas pH
iki 6,8 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 40 mL bendro ttrio. 11,76 mL glicerolio (85 %), 4

g NDS ir 0,008 g bromfenolio mélynojo dazo istirpinama 20 mL Tris-HCI buferiniame
tirpale. Privedama iki 40 mL bendro tiirio. Laikoma kambario temperatiiroje. Daza
naudojant NDS-PAGE denatiiruojanciomis salygomis, j 1,9 mL 2xelektroforetinio dazo
tirpalo ir jdedama 100 pL 2-merkaptoetanolio. Laikoma -20 °C temperatiiroje.

AA/BAA 30 % tirpalas: 29,2 g akrilamido (AA) ir 0,8 g bis-akrilamido (BAA) istirpinama
70 mL dH20. Privedama iki 100 mL bendro tario ir filtruojama. Laikomas +4 °C

temperatliroje, saugomas nuo $viesos;

Amonio persulfato (APS) 10 % tirpalas: 1 g APS istirpinama 10 mL dH20. I$pilstoma j 1,5

mL tiirio mégintuvélius. Laikomas -20 °C temperatiiroje;

..Coomassie R-250“ dazo tirpalas: 0,62 g dazo istirpinama 109 mL 99,8 % etanolyje ir

ipilama 23 mL 99,5 % acto rugsties. Su dH20 privedama iki 100 mL bendro tario ir
filtruojama. Laikoma kambario temperatiroje, saugomas nuo $viesos;

Natrio dodecilsulfato (NDS) 10 % tirpalas: 10 g NDS istirpinama 80 mL dH20. Su dH20

privedama iki 100 mL bendro ttrio. Laikoma kambario temperatroje;
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Tris-HCI 1 M buferinis tirpalas (pH 6,8): 12,10 g Tris istirpinama 70 mL dH20. Privedamas
pH iki 6,8 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 100 mL bendro tiirio. Laikomas +4 °C

temperatiiroje, saugomas nuo Sviesos;
Tris-HCI 1,5 M buferinis tirpalas (pH 8,8): 18,15 g Tris tirpinama 80 mL dH20. Privedamas
pH iki 8,8 ir misinys skiedziamas dH20 iki 100 mL bendro ttrio. Laikomas +4 °C

temperatiiroje, saugomas nuo $viesos;

2.2.12 Lipoksigenazés funkcinés analizés tyrimo tirpalai:

Acto rugsties 75 % tirpalas: j 1507 pL 99,5 % acto riigsties jpilama 493 puL. dH20;

Agarizuotas krakmolo Sulinélis: 2 g krakmolo ir 1 g agaro iStirpinama 50 mL dH20.

Kaitinama mikrobangy krosneléje, kol miSinys pasidaro homogeniskas. Greitai iSpilstomas |
mikroplostelés Sulinélius;

Kalio jodido tirpalas: 2,88 g kalio jodido istirpinama 2 mL dH20. Tirpalas saugomas nuo

$viesos;

Substratinis tirpalas: j 1166 uL 60 % linoleino ragsties jpilama 700 pL Tween20 ir

skiedziama su dH20 iki 5SmL. Tirpalas papildomas 1 mL 1 M NaOH ir atsargiai

sumaiSomas. Privedama su dH20 iki 25 mL bendro tirio;

2.2.13 Kiti tirpalai:

Ampicilino (100 mg/mL) tirpalas: 1 g ampicilino istirpinama 10 mL dH20. I$pilstoma j 1,5
mL tirio mégintuvélius ir laikoma -20 °C temperatiiroje;

HEPES 0,05 M buferinis tirpalas (pH 8,2): 5,96 g istirpinama 400 mL dH20. Privedamas
pH iki 8,2 ir miSinys skiedziamas dH20 iki 500 mL bendro turio. Laikomas +4 °C

temperatiiroje;

Fenilmetilsulfonilchlorido (PMSF) 100 mM tirpalas: 0,3484 g PMSF istirpinama 20 mL

izopropanolio. ISpilstoma j 1,5 mL tiirio mégintuvélius ir latkoma -20 °C temperatiiroje;

2.3 Metodai

2.3.1 DNR koncentracijos nustatymas

Apytikslus DNR koncentracijos nustatymas gali biiti vykdomas agaroziniuose geliuose,

lyginant DNR meéginj su DNR dydziy standartais (,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix*).

Tikslus DNR koncentracijos nustatymas vykdomas su spektrofotometru “Nanodrop 2000”

pagal gamintojo ,,Thermo Scientific”” rekomendacijas.
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2.3.2 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé atlickama 0,7-1,3 % agarozes geliuose. Geliai paruoSiami iStirpinus
atitinkamas agarozés kiekius buferiniame 1xTAE tirpale. Pakaitinama mikrobangy krosneléje ir 5
atvésusj gelj jpilama etidzio bromido tirpalo (galutiné koncentracija — 0,5 pg/mL).

Tikrinami DNR méginiai sumaiSomi su 6x DNR eletroforetiniu dazu santykiu 5:1 (DNR
meginys : dazas). | suformuotus agarozes gelio Sulinélius leidZziama 5-20 pL paruoSto misinio
Meéginiy analizavimui j greta esantj Sulin¢lj jpilama 2,5 pL. DNR fragmenty dydzio standarto
,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix“. Elektroforezé vykdoma horizontalioje elektroforezés kameroje,
kuri pripildyta 1xTAE buferinio tirpalo. Naudojamas elektrinio lauko stipris 6-7 VV/cm. Geliai
analizuojami ,,Ultra-Lum” transiliuminatoriuje.

Preparatyvinei elektroforezei naudojamas 1 % agarozé, iStirpinta 1XTAE buferiniame tirpale.
Elektroforezé vykdoma horizontalioje elektroforezés kameroje, kuri pripildyta 1XTAE buferinio

tirpalo. Naudojamas elektrinio lauko stipris 3-5 V/cm.

2.3.3 DNR i$skyrimas i§ agarozés gelio su ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit* (,, Thermo
Scientific*)

Méginys frakcionuojamas preparatyvine elektroforeze agroziniame gelyje (2.3.3) ir tikslinis
fragmentas iSpjaunamas i§ gelio. Gelis pernasamas j zinomo svorio 1,5 mL mégintuvélj ir yra

pasveriamas. Tolimesni darbai vykdomi pagal gamintojo ,,Thermo Scientific* rekomendacijas.

2.3.4 DNR gryninimas naudojant ,,GeneJET ™ Plasmid Miniprep Kit“ ir “GeneJET PCR
Purification Kit* rinkinius
Plazmidés DNR gryninimas atliekamas pagal gamintojo ,,Thermo Scientific* pateiktas

rekomendacijas.

2.3.5 DNR issodinimas etanolinés precipitacijos budu

I DNR meégin; jpilama dvigubas turis ledinio 96 % etanolio ir inkubuojama -20 °C per naktj.
Po nakties vykdomas centrifugavimas 20000 % g 20 min 4 °C temperatiiroje. Supernatantas
pasalinamas ir uzpilama 0,5 mL 70 % etanolio. Centrifuguojama 20000 x g 4 °C temperattroje 10
min. Supernatantas pasalinamas ir kartojamas plovimas su 70 % etanoliu. Po centrifugavimo
etanolis pasalinamas ir méginiai 1Sdziovinami 45 °C temperatiiroje 1 min. Gauta DNR

resuspenduojama 200 — 50 uLL H20.

2.3.6 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)
Naudojamas ,,Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (2x)”” miSinys (,,Thermo
Scientific”). Polimerazés grandininé reakcija atlickama pagal gamintojo rekomendacijas. Reakcijos

misinys (20 pL):
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Medziaga Tiris, pL
Phusion Hot Start 1l High-Fidelity PCR Master Mix (2x) 10
10 uM pradmuo Nr. 1 1
10 uM pradmuo Nr. 2 1
1 pg — 20 ng plazmidinés DNR 1
H20 7

PGR reakcija vykdoma termocikleryje ,,iCycler* (“BioRad”), pagal nustatytg programa:

Etapas Temperatiira Laikas Ciklai
Pradiné denatiiracija 98 °C 30s 1
Denatiiracija 98 °C 10s
Pradmeny prilydymas X°C 30s 30
DNR Prailginimas 72 °C Ys
Galutinis prailginimas 72 °C 5 min 1
Palaikymas 4°C 0 1

X — temperatlira parenkama pagal pradmeny sudétj;

Y — laikas parenkamas pagal sekos ilgj ir matricos prigimtj: gDNR — 30 sec/kb, pDNR — 15 sec/kb.

2.3.7 Kolonijy PGR (bakterijy)

Naudojamas ,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)” miSinys (,,Thermo Scientific”).

Polimerazés grandininé reakcija atlickama pagal gamintojo rekomendacijas.

Reakcijos misinys (20 pL):

Medziaga Tiris, pL
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 10
10 uM pradmuo Nr. 1 1
10 uM pradmuo Nr. 2 1
H20 8

Steriliu automatinés pipetés antgaliu paimama biomasé i§ §vieziy kolonijy ir jneSama j paruosta

PGR misinj. Kolonijos turéty buti ne senesnés nei 2 dienos. PGR reakcija vykdoma termocikleryje

,»1ICycler” (“BioRad”), pagal nustatyta programa:
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Etapas Temperatiira Laikas Ciklai
Pradiné denatiiracija 95 °C 3 min 1
Denatiiracija 95 °C 30s
Pradmeny prilydymas Xe°C 30s 30
DNR Prailginimas 72°C Ys
Galutinis prailginimas 72°C 5 min 1
Palaikymas 4°C 0 1

X — temperatlira parenkama pagal pradmeny sudeétj;

Y — laikas parenkamas pagal sekos ilgj ir matricos prigimtj: gDNR — 30 sec/kb, pDNR — 15 sec/kb.

2.3.8 Kolonijy PGR (mieliy)

Naudojamas ,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)” miSinys (,,Thermo Scientific”).

Polimerazés grandininé reakcija atlickama pagal gamintojo rekomendacijas.

Reakcijos misinys (20 ulL):

Medziaga Tiris, pLL
DreamTaqg Green PCR Master Mix (2x) 10

10 uM pradmuo Nr. 1 1

10 uM pradmuo Nr. 2 1
H20 7,5

Steriliu automatinés pipetés antgaliu paimama biomasé i$ $vieziy kolonijy ir jneSama j 50 puL

sterilhays H20O. Lastelés kaitinamos termobloke 98 °C temperatiiroje 5 min ir 0,5 pL lasteliy tirpalo

pernesama ] reakcijos miSinius. PGR reakcija vykdoma termocikleryje ,,iCycler* (“BioRad”), pagal

nustatyta programa:
Etapas Temperatiira Laikas Ciklai
Pradiné denatiiracija 95 °C 3 min 1
Denatiiracija 95 °C 30s
Pradmeny prilydymas Xe°C 30s 30
DNR Prailginimas 72°C Ys
Galutinis prailginimas 72 °C 5 min 1
Palaikymas 4°C 0 1

X — temperatiira parenkama pagal pradmeny sudétj;

Y — laikas parenkamas pagal sekos ilgj ir matricos prigimtj: gDNR — 30 sec/kb, pDNR — 15 sec/kb.

2.3.9 DNR karpymas su restrikcijos endonukleazémis

DNR restrikcija vykdoma pagal gamintojo ,,Thermo Scientific” rekomendacijas. Reakcijos

misinys (20-iems pL):
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Medziaga Tiris, pL
H20 15
10x FastDigest® buferinis tirpalas 2
DNR 2 (iki 1 pg)
FastDigest® restrikcijos endonuklezé 1

Priklausomai nuo restrikcijos endonukleazés, reakcijos miSinys inkubuojamas gamintojo
rekomenduojamoje temperatiiroje. Po inkubacijos vykdoma fermento inaktyvacija pagal gamintojo

pateiktas rekomendacijas.
2.3.10 DNR mutagenezé

Mutagenezé vykdyta remiantis moksline publikacija (Edelheit et al., 2009). Vykdomas
asimetrinis PGR. Dviejuose mégintuvélius supilama po vieng prademenj ir vykdomas PGR pagal
metodika (2.3.6). PGR reakcijai naudojama 500 ng plazmidinés DNR. Po jvykusios PGR reakcijos

abu méginiai sumaiSomi tarpusavyje ir vykdomas produkty suliejimas temperatiiros gradientu:

Temperatiira Laikas
95°C 5 min
90 °C 1 min
80 °C 1 min
70 °C 30s
60 °C 30s
50°C 30s
40 °C 30s
37°C 0

I méginius jdedama Dpnl ir vykdoma restrikcija (2.3.9). 5 uL miSinio naudojama kompetentiniy

E.coli lgsteliy transformacijai (2.3.15)
2.3.11 Klonavimas “Golden Gate” strategija

Klonavimas vykdytas remiantis mokslinémis publikacijomis (Prielhofer., 2017; Marillonnet
& Gritzner, 2020). Detalis reakcijos metu naudoti medziagy kiekiai nurodyti priede (Zr. priedas 1).

Reakcija vykdoma termocikleryje:
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Temperatiira Laikas Ciklai
37°C 2 min
30
16 °C 2 min
37°C 10 min
55°C 30 min 1
80 °C 10 min

I atitinkamus méginius papildomai jdedama Bpil ir Bpil/Exolll. Inkubuojama 15 min 37 °C
temperatiiroje. Vykdoma inaktyvacija 20 min 65 °C temperatiiroje. 5 pL reakcijos misinio

naudojama E. coli transformacijai (2.3.15).

2.3.12 Kompetentiniy E. coli 1asteliy ruoSimas transformacijai temperatiiriniu Soku

Sviezios E. coli DH5a lastelés inokuliuojamos 5 mL skystos (2,5 %) LB terpés. Auginama
per naktj (16-18 val) 37 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min grei¢iu. Po inkubacijos 50 pL
naktinés kulttiros perséjama j 5 mL sterilios skystos (2,5 %) LB terpés ir toliau auginama tomis
paciomis sglygomis 2 val 40 min., kol pasiekiamas 0,4 - 0,6 optinis tankis (bangos ilgis 600 nm).

E. coli Iastelés 15 min Saldomos ledo voneléje ir toliau visos procediiros atlickamos 4 °C
temperatiiroje. Lastelés perkeliamos j sterilius 2 mL mégintuvélius ir centrifuguojamos 30 sec 7000
aps/min. Supernatantas paSalinamas ir centrifugavimas kartojamas, kol yra surenkamos visos
lgstelés. Lastelés Svelniai suspenduojamos 1,5 mL atsaldytame NacCl tirpale ir centrifuguojamos

30 sec 7000 aps/min. Supernatantas pasalinamas ir lastelés suspenduojamos 1,5 mL
atSaldytame CaClztirpale. Centrifuguojama 30 sec 7000 aps/min. Supernatantas pasalinamas,
lgstelés suspenduojamos atsaldytame CaClz tirpale ir inkubuojamos ledo voniéleje 1 val 30 min. Po
inkubacijos centrifuguojama 1 min 7000 aps/min. Supernatantas pasalinamas ir Igstelés

suspenduojamos 50 pL atsaldytame CaClz tirpale.

2.3.13 Kompetentiniy mieliy P. pastoris Iasteliy ruosimas transformacijai elektroporacija

Sviezios P.pastoris lastelés inokuliuojamos 20 mL skystos sterilios YEPD terpés ir
auginamos per naktj (16-18 val) 30 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min grei¢iu. I mL naktinés
kulttiros perséjama j 20 mL skystos naujos YEPD terpés auginama 4 val 30 °C temperatiiroje,
purtant 220 aps/min grei¢iu. Toliau visos procediiros vykdomos kambario temperatiiroje.

Kultiira perkeliama j sterily konusinj 50 mL mégintuveli. Centrifuguojama 3 min 3000xg.
Gautas supernatantas pasalinamas. Lastelés suspenduojamos 10 mL skystos YEPD su HEPES ir
idedama 250 pL IM DTT tirpalo. Inkubuojama 15 min 30 °C temperatiiroje (nepurtant). Ant
Igsteliy uzpilama 40 mL sterilaus dH20O. Centrifuguojama 3 min 3000xg. Supernatantas
pasalinamas ir Igstelés perkeliamos j ledo vonelg. Lastelés suspenduojamos 1 mL $alto 1 M

sorbitolio tirpalu ir perkeliamos j 1,5 mL tiirio mégintuvélius. Centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje
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3000xg greiciu. Dalis supernatanto pasalinama ir Igstelés suspenduojamos likusioje supernatanto

dalyje.

2.3.14 Kompetentiniy mieliy S. cerevisiae Iasteliy ruo$imas transformacijai temperatiiriniu
Soku

Sviezios S. cerevisiae lastelés inokuliuojamos 5 mL skystos sterilios YEPD terpés ir
auginamos per naktj (16-18 val) 30 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min grei¢iu. 1 mL naktinés
kulttros perséjama j 5 mL skystos YEPD terpés auginama 3 val 30 °C temperatiiroje, purtant 220
aps/min greiciu. Toliau visos procediiros vykdomos kambario temperatiiroje.

Kultiira perkeliama j sterily konusinj 50 mL mégintuvélj. Centrifuguojama 3 min 3000xg.
Gautas supernatantas pasalinamas, 0 lgstelés suspenduojamos 10 mL TE buferinio tirpalo.
Centrifuguojama 3 min 3000xg. Supernatantas pasalinamas ir Igstelés suspenduojamos 2,5 mL
0,1 M LiCl tirpalo. Inkubuojama 1 val 30 °C temperatiiroje be purtymo. Lastelés centrifuguojamos

3 min 3000x%g ir pasalinamas supernatantas. Lastelés suspenduojamos supernatanto likuciuose.

2.3.15 Kompetentiniy E. coli Igsteliy transformacija temperatiiriniu Soku

I paruostos kompetentinies Iasteles (2.3.10) jpilama 2-6 uL transformavimo miSinio ir
inkubuojama ledo voneléje 1 val 30 min. Temperatirinis Sokas vykdomas vandens voneléje 45 s
42 °C temperaturoje. Lastelés inkubuojamas ledo vonel¢je 2 min. Lastelés uzpilamos 1 mL skystos
(2,5 %) LB terpés ir inkubuojamos 50 min 37 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min greiciu.
Lastelés surenkamos centrifuguojant 30 s 7000 aps/min greiciu ir i§s€jamos ant agarizuotos LB
terpés su ampicilinu/zeocinu. Auginama 37 °C temperatiiroje per naktj. Po 18-20 val stebimi

transformantai.

2.3.16 Mieliy P. pastoris kompetentiniy lIgsteliy transformacija elektroporacija

140 pL kompetentiniy P.pastoris lasteliy (2.3.13) jdedama 100 ng DNR. Inkubuojama ledo
voneléje 5 min. MiSinys perkialiamas j elektroporacijos kiuvete. Kiuveté jstatoma j elektroporatoriy
tarp dviejy elektrody ir lastekés elektroporuojamos naudojant 1,5 V jtampa. Ant lateliy skubiai
uzpilama Salto 1 mL 1 M sorbitolio tirpalo ir atsargiai supipetuojama. Misinys perkeliamas j 1,5 mL
tario mégintuvélius ir 100 pL transformuoty lasteliy yra uzséjama ant agarizuotos MD terpés.

Auginama 72-96 val 30 °C temperataroje.

2.3.17 Mieliy S. cerevisiae kompetentiniu Igsteliy transformacija temperatiiriniu Soku

20 pL paruosty kompetentiniy mieliy Igsteliy (2.3.13) sumaiSomos su 5 pL transformuojamos
DNR. Inkubuojama 20 min kambario temperattroje. MiSinys atsargiai papildomas 40 uL. 50% PEG
3350 tirpalo ir inkubuojamas 50 min 30°C temperatiiroje. Temperatiirinis Sokas vykdomas méginius
inkubuojant vandens voneléje 35 min 42 °C temperatiroje. Po inkubacijos lgstelés suspenduojamos

TE buferiniu tirpalu. Centrifuguojama
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30 sec 7000xg greic¢iu. Supernatantas pasalinamos, o lgstelés uzpilamos 1mL skystos YEPD terpés.
Inkubuojama 30 °C temperatiiroje per naktj (16-18 val). Lastelés iss¢jamos ant agarizuotos YEPD

terpés su formaldehidu ir auginamos 48 val 30 °C temperatiiroje.
2.3.18 Tiksliniy baltymy raiska mielése P. pastoris

P.pastoris kolonija steriliai uzs¢jama j 5 mL skystos BMGY ir auginama per naktj (16-18 val)
30 °C temperatiiroje purtant 200 aps/min greic¢iu. Po auginimo 2 mL lasteliy yra surenkama
centrifuguojant 5 min kambario temperattiroje 3000xg greiciu. Supernatantas pasalinamas, o lgsteliy
biomasé praplaunama BMMY terpe ir vél centrifuguojama. Supernatantas pasalinamas, o lastelés
resuspenduojamos 20 mL BMMY terpés kolboje ir auginamos 72 val 30 °C temperatiiroje, purtant
200 aps/min. grei¢iu. Kas 24 val terpé yra papildoma metanoliu iki 0,5 % koncentracijos. Toliau

atlkiemos tos pacios procediiros kaip su S. cerevisiae (2.3.19-2.3.21).

2.3.19 Tiksliniy baltymy raiska mielése S. cerevisiae

S. cerevisiae kolonijos inokuliuojamos 20 mL skystos YEPD terpés su 0,011% FDH. Lastelés
auginamos 24 val 30 °C temperataroje purtant 200 aps/min greiciu. Kulttra centrifuguojama 5 min
2000 aps/min grei¢iu kambario temperatiiroje. Supernatantas pasalinamas, o biomasé perkeliama j
20 mL indukcinés YEPGal terpés su 0,011% FDH. Auginama 18 val 30 °C temperataroje purtant
200 aps/min greiciu. Po inkubacijos Igstelés atSaldomos ledo voneléje. Lastelés centrifuguojamos
20 min 13 °C temperatiroje 3000xg grei¢iu. Gautas supernatantas supilamas j perkialiamas j Svary
mégintuvélj ir jdedama PMSF (galutiné koncentracija 0.1mM). Uzlasteliniy baltymy raiskos
tyrimui supernatantas yra koncentruojamas pagal metodikg 2.3.21. Lasteliy biomasé suspenduojama
30 mL 50 mM HEPES pH 8.2. Centrifuguojama 20 min 13 °C temperatiiroje 3000xg grei¢iu.
Supernatantas paSalinamas ir pasveriamos lgstelés. Lastelés suspenduojamos HEPES buferiniame
tirpale pagal santykj 4 mL HEPES : 1 g biomasés. Papildomai jpilama PMSF (galutiné

koncentracija 1 mM). Lastelés toliau ardomos mechaniniu biidu, pagal metodika 2.3.20.

2.3.20 Mieliy ardymas mechaniskai (stiklo rutuliukais)

] 2 mL tario mégintuvélius jpilama 0,5 mL stiklo rutuliuky ir 1 mL lgsteliy suspensijos.
Lasteliy ardymas vykdomas ciklais: 30 s inkubuojant ledo voneléje ir 30 s purtant maiSykle-
mikseriu ,,Vortex-Genie 2. Ardymas vykdomas 8 min. Skystis esantis vir$ stiklo rutuliuky
automatinés pipetés pagalba perkeliamas j naujus mégintuvelius ir centrifuguojamas 20 min 4 °C
temperattiroje 13500 aps/min greiciu. Tirpi frakcija perkeliama j Svary mégintuvélj, o netirpi
frakcija 2 kartus plaunama jas suspenduojant 1 mL 50 mM HEPES buferiniame tirpale. Po plovimy,
netirpi frakcija suspenduojama 1 mL 50 mM HEPES buferiniame tirpale. Papildomai jpilama
PMSF (galutiné koncentracija 1 mM).
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2.3.21 Supernatanto baltymy koncentravimas

Supernatanto baltymy koncentravimas vykdomas pagal koncentravimo mégintuvéliy

,,Amicon® Ultra 30K* gamintojo ,,Merck Millipore* rekomendacijas.

2.3.22 Lipoksigenaziy funkcinés analizés tyrimas agarizuoto krakmolo sulinéliuose
Suformuotame agarizuoto krakmolo sulinéliyje (2.2.12) sumaisoma 100 uL substratinio

tirpalo (2.2.12) su 100 uL baltymy frakcijos. Inkubuojama 15 min 37 °C temperatiroje. Po

inkubacijos jpilama 100 pL KI tirpalo ir 75 pL 75 % acto riigsties. Stebimas krakmolo Sulinéliy

spalvos pokytis. Visi naudoti tirpalai turi biiti SvieZzi.

2.3.23 NDS-PAGE baltymuy elektroforeze

I paruosta baltymy elektroforezés gelio rémelj supilamas paruostas 12 % skiriamasis gelis

(pateiktas tiiris vienam geliui):

Medziaga Tiris, pL
30 % AA/BAA 2000
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1250
10 % NDS 50
dH20 1585
10 % APS 25
TEMED 2,5

Polimerizacijos reakcija inicijuojantis TEMED jpilamas paskutinis, todél miSinys yra gerai ir

greitai sumaiSomas, ir i§ karto pilamas j paruosta gelio rémelj (apie % viso remelio tiirio). Atsargiai

uzpilama dH20 ant skiriamojo gelio. Gelis paliekamas stingti 40 min. Tuomet yra nupilamas

vanduo ir gaminamas 4 % koncentruojamasis gelis (pateiktas taris vienam geliui):

Medziaga Tiris, pL
30 % AA/BAA 335
1,5M Tris-HCI pH 6,8 625
10 % NDS 25
dH20 1500
10 % APS 12,5
TEMED 2,5

Idéjus TEMED miSinys yra gerai ir greitai sumaiSomas, ir uzpilamas ant 12 % skiriamojo
gelio. Jstatomos Sulinélius formuojancios Sukutés ir gelis paliekamas stingti 20 min. Po jvykusios

polimerizacijos isimamos Sukutés ir rémelis su geliu jstatomi j vertikalig elektroforezés sistema.

Talpa uzpildoma 1xelektroforezés buferiniu tirpalu.
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Analizuojami baltymy méginiai paruosiami su 2x koncentruotu elektroforetiniu dazu
papildytu 5% 2-merkaptoetanoliu (santykiu 1:1). Inkubuojama 5 min 95 °C temperatiroje. | gelio

Sulinélius suleidziama 5-20 pL méginiy ir 4 uL molekuliniy masiy standarto. Elektroforezé

vykdoma esant 150 V jtampai. Po elektroforezés geliai perkeliami j indelius ir plaunami su dH20.

Po plovimo geliai dazomi su ,,Coomasie Blue R-250 tirpalu, juos purtant 30 min uzdaruose

indeliuose (geliai saugomi nuo §viesos). Véliau geliai blukinami 2-3 val. juos purtant dH20 .
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe aptariami rezultatai gauti vykdant lox geno klonavima bei raiska skirtingose
metilotrofinése ir nemetiltrofinése miely sistemose. Remiantis skirtingomis molekulinio klonavimo
strategijomis buvo sukontruotos kasetés, turincios bakterinés lipoksigenazés geng sujungtg su
signaline peptidine seka. Darbo metu atlikti tyrimai su skirtingo tipo vektoriais — episominiais
(pFX7) ir integraciniais (pPIC9K, BB3). Visuose eksperimentuose naudojamas gram-neigiamos
Pseudomonas aeruginosa bakterijos lox genas, kuris buvo identifikuotas ir iSkirtas Mildos
Sulgienés (BTI TBS).

3.1 LOX raiskos tyrimai nemetilotrofinés S. cerevisiae mieliy sistemose.

Pirminiai lipoksigenazés raiSkos tyrimai atlikti bakalaurinio darbo metu atskleidé, kad
baltymo sintezé S. cerevisiae mielése vyksta neefektyviai (Venckus Z., 2018). Literatiiroje randama
daug pavydziy, kuriuose kalbama apie skirtingy mutantiniy kamieny jtakg baltymo raiskai ir
aktyvumui (Gast et al., 2022; Rosano et al., 2019). Todél magistrinio darbo metu buvo nuspresta

iSbandyti kitus S. cerevisiae priklausancius kamienus lipoksigenazés baltymo sintezei.

LOX ekspresijos tyrimai skirtinguose S. cerevisiae kamienuose

Darbui su S. cerevisiae mielémis naudotas Saudyklis (angl. shuttle) daugiakopijinis
episominis pFX7-aF-LOX vektorius, kurio konstravimo darbai buvo atlikti bakalaurinio metu
(Venckus Z., 2018) (3.1 pav.). Siame konstrukte yra lokalizuotos dvi ori sekos, skirtos plazmidés
replikacijai bakterijy ir mieliy sistemose. Taip pat randami du selektyvumo zZymenys, kurie leidzia
vykdyti klony atranka skirtinguose organizmuose: 1) B-laktamaze koduojantis genas (bla), skirtas
ampicilino atsparumui E. coli ir 2) formaldehidrogenaze koduojantis genas (FDH1), skirtas
formaldehido atsparumui mielése. Tikslinio geno raiSkai yra naudojamas S. cerevisiae budingas
piruvatkinazés promotorius - PYKZ, kurio indukcija vykdoma galaktoze. Siekiant palengvinti
baltymy gryninimo procesus, prie lox geno buvo prijungtas alfa faktoriaus (aF) signalinis peptidas,

kuris nukreipia tikslinj baltyma uz Iastelés riby.
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3.1 pav. pFX7-aF-LOX konstruktas lox geno raiskai S. cerevisiae mielése

Ekperimentams buvo pasirinkti trys mieliy kamienai: 1) AH22 (a leu2-3 leu2-112 his4-519
canl) 2) 214Apep4 (a ura3 leu2 his3 Apep4) ir 3) GCN2 (laukinis genotipas). Kompetentinés mieliy
lgstelés (2.3.14) buvo transformuotos temperatiiriniu Soku (2.3.17). Tansformatai buvo gauti tik su
AH22 ir GCN2 kamienais. Teigiamy klony pirminé atranka vykdyta ant agarizuotos YEPD terpés
papildytos 0,022% formaldehidu (FHD). ISauge klonai analizuoti kolonijy PGR (2.3.8) su lox genui
specifiniais P516/P529 pradmenimis (3.2 pav.). Lauktas 694 bp fragmentas buvo aptiktas visuose

tikrintuose transformantuose.

3.2 pav. Mieliy transformanty analizé kolonijy PGR metodu. M — DNR dydzio standartas; T —
teigiama kontrolé; N — neigiama kontrolé; 1-2 takeliai — GCN2 transformantai; 3-4 takeliai —
AH22 transformantai. Naudoti pradmenys P516/P529. Teorinis lauktas dydis 694 bp

Su pasirinktais klonais (Nr. 2 ir Nr. 3) buvo atlikti pirminiai rekombinantinés lipoksigenazés
raiskos tyrimai (2.3.19). Transformantai auginti skystoje YEPD terpéje su 0,011% FDH ( 24 val 30

°C temperatiroje, purtant 220 aps/min grei¢iu. Po inkubacijos buvo inicijuojama tikslinio baltymo
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sintez¢, lasteles perkialiant j indukcine, galaktoze praturtinta, terpg. Dél konstrukte naudoto o
faktoriaus, buvo tikétasi, kad tikslinis baltymas bus sekretuojamas uz lastelés riby. Po kultivavimo,
nuo lgsteliy buvo atskirtas ir su 30 kDa pralaidumo membrana sukoncentruotas supernatantas
(2.3.21), o likusi biomasé - suardyta stiklo rutuliukais, atskiriant tirpias ir netirpias baltymy
frakcijas (2.3.20).

Gauti méginiai analizuoti atlieckant LOX funkcinés analizés tyrimg agarizuoto krakmolo
sulineliuose (2.3.22). Sis metodas yra paremtas LOX reakcijos produkty vykdoma jodido jony
oksidacija, kurie reaguodami su krakmolu sukelia spalvos pakitumus. Tikrinant skirtingas frakcijas
labai nedidelis aktyvumas buvo uzfiksuotas tik GCN2 kamieno netirpioje frakcijoje, taciau
uzlasteliniy lipoksigenazés baltymy aktyvumo nebuvo pastebéta (3.3 pav.). Atlikus papildoma
baltymy sintezés analyze NDS-PAGE metodu, nei viename méginyje nebuvo rastas lipoksigenazés
baltymas (rezultatai nepateikti). Manoma, kad lox raiska mielése nevyko arba buvo sintetinami itin

mazi rekombinantinio baltymo kiekiai.

Tirpi baltymy frakcija —»

Netirpi baltymy frakcija —»

Supernatantas 2

3.3 pav. LOX funkcinés analizés tyrimas krakmolo Sulin¢livose. 1 — pFX7-aF-LOX i§ AH22;
2 —pFX7 18 AH22; 3 — pFX7-aF-LOX 1§ GCN2; 4 — pFX7 i§ GCN2

Sie tyrimai sutapo su bakalaurinio darbo metu gautais rezultatais. Sio tyrimo metu nustatyta,
kad skirtingy mutantiniy kamieny panaudojimas neturéjo reikSmingos jtakos lipoksigenazés raiskai.

Vis délto, yra reikalingi detalesni tyrimai, siekiant iSsiaiSkinti neveiksmingo konstrukto priezast;.

3.2 Lipoksigenazés klonavimas ir raiSkos tyrimai metilotrofinése Pichia pastoris
Ivertinus ir nustacius nepakankama lox geno raiska ir nedidelj baltymo aktyvuma S. cerevisae

bei K. lactis organizmuose, toliau heterologinés lipoksigenazés raiskai buvo nupresta isbandyti kit
mieliy sistemg — P. pastoris. D¢l $iy metilotrofiny mieliy iSskirtiniy savybiy, pastargjj deSimtmet] jy
panaudojimas spar€iai auga. P. pastoris sistemos privalumai yra paprastos kultivavimo salygos,
greitas dauginimasis, atlickamos potransliacines modifikacijos bei gebéjimas panaudoti C-1
junginius (pvz., metanolj) energijai gauti. Tyrimais jrodyta, kad rekombinantinio baltymo sekrecija

1 kultiiros supernatantg yra veiksminga, o paciai mieliai priklausanciy natyviy (endogeniniy)
baltymy sekrecijos lygis yra zemas. Tai palengvina tikslinio baltymo gryninimg (Hashem et al.,

2020, Karbalaei et al., 2020, Lestari & Novientri, 2021).
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Sio darbo metu sukurtos dvi skirtingos konstrukcijos turinéios lipoksigenazés gena. Pirmojoje
sistemoje buvo naudojamas pPICIK vektorius su jterptu lox genu (pPIC9K-LOX). Konstruktas
tyrimo metu surinktas naudojant klonavimo strategija, paremta homologine rekombinacija. Sis
molekulinio klonavimo buidas, nenaudojant papildomy fermenty (pvz., ligaziy ir restrikcijos
endonukleaziy) leidZia greitai ir paprastai atlikti tikslinio geno jterpima j daugybinio klonavimo
vietg (angl. Multiple Clonign Site). Vietoje to, plazmidés ir tikslinio geno tarpusavio ligavimui yra
pritaikoma E. coli (Bubeck et al., 1993).

Antrojo konstrukto suformavimui pasitelkta ,,GoldenPiCS* molekulinio klonavimo sistema,
paremta ,,Golden Gate* principu. Vietoje indukuojamo AOX1 promotoriaus, naudojamo pirmajame
pPICIK-LOX konstrukte, $ioje sistemoje buvo integruotas konstitutyvus GAP promotorius, kuris

leistu atsikratyti toksiSko metanolio panaudojimo.

3.2.1 LOX tyrimai su integraciniu pPICI9K raiSkos vektoriumi

Sio tyrimo metu buvo pasirinktas audyklinis (angl. shuttle) pPIC9K vektorius, kuris mielése
leidZia vykdyti stabilia tikslinio geno integracija j genoma (3.4 pav.). Sis vektorius yra sukurtas
populiarios pPBR322 plazmidés pagrindu ir turi ori seka, svarbig plazmidés kopijy skai¢iaus
pagausinimui bakterijose. Vektoriuje lokalizuotas bla genas leidziantis vykdyti teigiamy klony
atrankg E. coli, pagal atsparuma ampicilinui. Atrankai yra skirti du Zzymenys — kanR ir his. Siame
darbe buvo naudojamas his- mutantinis kamienas GS115, kurio i§gyvenamumui yra svarbus i$orinis
histidino aminortugsciy saltinis. pPIC9K vektoriuje kodojuomas his genas, leidzia vykdyti pirming
mieliy transformanty atranka, juos auginant ant minimalios MD terpés, kurioje néra aminoraigsciy.
Tokiu atveju uzauga tik klonai savyje turintys pPIC9K plazmidg. Tuo tarpu kanR genas,
koduojantis aminoglikozido 3'-fosfotransferazg, uztikrina tolimesn¢ mieliy klony atranka,
panaudojant geneticing. Vienas iSskirtiniy $io vektoriaus bruozy yra kodojuomas alfa (aF) signalinis
peptidas, kuris uztikrina tikslinio baltymo sekrecijg j uzlgsteling terpe. Pati baltymo raiSka yra

inicijuojama priklausomai nuo metanoliu indukuojamo alkoholoksidazés promotoriaus — AOX1.
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3.4 pav. pPIC9K-LOX integracinis vektorius lox geno raiskai P. pastoris mielése
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LOX geno klonavimas

Vektoriaus pagausinimo darbai buvo atliekami E. coli. I§ pradziy pPIC9K buvo
transfekuojamas j E. coli DH5a kamieng temperatirinio Soko biidu (2.3.15). Lastelés uzsétos ant
agarizuotos LB terpés su ampicilinu ir augintos per naktj (16-18 val) 37 °C temperatiiroje.
Ampicilino sukeliamas selektyvinis spaudimas uztikrina tegiamy klony atranka, turinciy
transfekuota pPIC9K vektoriy, todél tolimesné transformanty atranka néra biitina. Siekiant plazmide
iSskirti, klonai perséti j 5 mL skystos LB terpés su ampicilinu ir auginti per naktj (16-18 val) 37 °C
temperatliroje, purtant 220 aps/min greiciu. pPIC9K gryninimo darbai buvo atlikti su komerciniu
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit rinkiniu (2.3.4). Tikslinio geno klonavimui, vektorius buvo
linearizuotas su dvejomis Notl ir ECORI restrikcijos endonukleazémis (2.3.9), siekiant i§vengti
plazmidés recirkuliarizacijos. Sio tyrimo metu buvo pasirinktos FastDigest™ tipo restriktazes,
leidziandzios reakcijg jvykdyti naudojant vieng universaly buferinj tirpala, tokiu biidu iSvengiant
papildomy gryninimo etapy. Gauta restriktuota DNR buvo analizuojama DNR elektroforezés
metodu (2.3.2) (3.5 pav.). Gelyje buvo matoma, kad visos plazmidés buvo atkliaustos ir yra

tinkamos tolimesniems klonavimo darbams.
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3.5 pav. Linearizuota pPIC9K plazmidé. M — DNR dydzio standartas; 1 — pPIC9K plazmidé

Tikslinio geno klonavimui j pPIC9K buvo pasirinkita metodika paremta homologine
rekombinacija, kurios metu yra naudojami E. coli molekuliniai mechanizmai konstrukto
sutvarkymui (Bubeck et al., 1993). Lipoksigenazés geno amplifikacijai atlikti buvo naudoti
specifiniai P593 ir P594 pradmenys (2.3.6). Siais pradmenimis buvo pridétos papildomos 20-25 bp
ilgio sekos abiejuose geno galuose, kurios yra komplementarios paruosto pPIC9K vektoriaus
galams MCS. Pastarosios uztikrina homologine rekombinacijg tarp tikslinio geno ir vektoriaus
(3.6 pav.). Literatiiroje pateikiama daugybé pavyzdziy, kuriose nustatyta, kad 15-20 bp ilgio
homologija tarp seky uztikrina sékminga rekombinacija (Jacobus ir Gross, 2015, Watson ir Garcia-
Nafria, 2019). Kaip matrica buvo naudota pFX7- aF-LOX plazmid¢, sukonstruota bakalaurinio

darbo metu (BTI TBS).
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Gradientinis PGR l P594

L LOX I

pPICIK kerpama su Notl ir EcoRI l

Zmz 29

Transformacija j E. coli DH5a l

LOX I

3.6 pav. LOX klonavimo homologine rekombinacija j pPIC9K vektoriy schema.

Lipoksigenazés amplikacija atlikta PGR metodu (2.3.6) ir rezultatai analizuoti DNR agarozés
gelyje. Pastebéta, kad nors lox pagausinimas jvyko sékmingai, susidaré didelis kiekis nespecifiniy
fragmenty (3.7 pav. A). Manoma, kad taip atsitiko d¢l didelio pradmeny ilgio, kurie pasiZzymi
auksta tikimybe sudaryti antrines struktiiras. Siekiant iSvengti pradmeny tarpusavio susijungimy bei
ju prisijungimo netinkamose vietose, buvo isbandytas gradientinis PGR metodas (2.3.6). Jo metu
naudota 12,2 °C laipsniy didesné pradmeny lydymosi temperatiira (72 °C) nei sitiloma teoriné (59,8
°C). Gauti produktai analizuoti DNR elektroforezés gelyje (3.7 pav. B). Nustatyta, kad tinkamiausia
pradmeny lydymosi temperatiira buvo tarp 63,5 — 72,0 °C (méginys Nr.2-5), o didziausias
efektyvumas pastebétas 69,3 °C temperatiiroje (méginys Nr.4), kuri yra beveik 10 °C didesné uz
teoring. Remiantis panasiai tyrimais moksliniuose straipsniuose, nustatyta, kad pradmeny lydymosi
temperatiiros padidinimas, tam tikrais atvejais net iki 12 °C, padidina pradmeny prisijungumo
specifiskuma (Lorenz, 2012). Gauti pavyke produktai buvo sumaisyti tarpusavyje ir iSvalyti su
GeneJET PCR Purification Kit rinkiniu (2.3.4). DNR koncentracija iSmatuota “NanoDrop 2000*
spektrofotometru (2.3.1).

3.7 pav. Tikslinuio lox geno DNR pagausinimas: (A) — klasikinis PGR; (B) — gradientinis PGR.
M — DNR dydzio standartas; N — neigiama kontrolé; 1 — Tm 59,8 °C; 2 —Tm 58 °C; 3— Tm 63,5 °C;
4—-Tm66,8°C;5-Tm 69,3 °C; 6—Tm 72 °C. Naudojami pradmenys P593/P594.
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Homologinei rekombinacijai vykdyti buvo paruostas reakcijos misinys su linearizuotu
pPICI9K vektoriumi ir specifinius prailgintus galus turin¢iu lox genu. Renkantis tinkama naudojamo
vektoriaus ir intarpo santykj, literatiiroje nepateikta vieno optimalaus sprendimo. Placiausi
tyrimuose naudojami santykiai yra 1:2 ir 1:3 (vektorius : genas) (Jacobus & Gross, 2015; Watson &
Garcia-Nafria, 2019). Taciau nustatyta ir atvejy, kuomet aukStesnis 1:5 santykis nulemia didesnj
rekombinantiniy klony skaiciy (Kostylev et al., 2015).

Sio eksperimento metu ligavimui naudotas 1:3 (vektorius : genas) molinis santykis. Miginys
pernestas j paruostas E. coli kompetentinés Igstelés (2.3.12) ir vykdoma transformacija
temperatiriniu $oku (2.3.15). Pirminé rekombinantiniy klony atranka buvo vykdoma ant
agarizuotos LB terpés su ampicilinu (galutiné koncentracija 100 pg/ml), kuris palaiko selektyvinj
spaudima. Po inkubacijos buvo aptikti tik 4 transformantai, kurie toliau patikrinti kolonijy PGR
metodu (2.3.7). Sis bidas leidZia tiesiogiai patikrinti didelj klony skaiéiy, i§vengiant pavieniy
kolonijy ardymo. PGR vykdytas su P516/P652 pradmenimis, kurie jungiasi prie lox geno ir AOX1
promotoriaus. Lauktas teorinis 756 bp dydzio fragmentas nebuvo pastebétas nei viename is 4 tirty
klony. Tai rodo, kad transformavosi tus¢ios pPIC9K plazmidés (3.8 pav.). Manoma, kad taip galéjo
nutikti dél nepilnai jvykusios plazmidziy restrikcijos, kurios metu dalis plazmidziy liko ziedinés

strukturos.

3.8 pav. E. coli transformanty analizé kolonijy PGR metodu su pradmenimis P516/P652. M — DNR
dydzio standartas; 1-4 takeliai — pPIC9K-LOX transformantai. Naudoti pradmenys P516/P652.
Teorinis lauktas dydis 756 bp

Vis délto, maZzas transformanty skai¢ius rodo, kad homologiné rekombinacija jvyko
neefektyviai. To priezastis galéjo biiti nepakankamai $variy naudoty konstruky panaudojimas,
kuriuose gryninimo metu galimai like etanolio ar kiti, DNR gryninimo metu naudoty tirpaly
likuciai, slopino reakcijg. Todél méginiai buvo papildomai iSvalyti, vykdant DNR fragmenty
etanoling precipitacijg (iSsodinimgq) (2.3.5). Su gautas produktais jvykdytas pakartotinis klonavimas
ir E. coli transformacija (2.3.15). Pastebétas iki 20 karty didesnis iSaugusiy klony skaicius lyginant
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su pirmajame etape vykdyta reakcija. Taciau i§ 20-ies patikrinty transformanty, tik 3-juose buvo

rastas lipoksigenazés genas (3.9 pav. méginys Nr. 2, Nr. 13, Nr. 18).

M N 1 2 3 4 5 6 7 8 910 M N 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

“as bt d
sy

,,,,,
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3.9 pav. E. coli transformanty analizé kolonijy PGR metodu. M — DNR dydzio standartas; N —
neigiama kontrolé; 1-20 takeliai — pPIC9K-LOX transformantai. Naudoti pradmenys P516/P652.
Teorinis lauktas dydis 756 bp

Nepaisant to, juose buvo matomas ir netikétas apie 500 bp dydzio fragmentas, kuris galimai gal¢jo
atsirasti dél prademeny nespecifikos. Siekiant jsitikinti ar homologinés rekombinacijos metu
tikslinis lox genas jstatytas teisingai, plazmidés i$ klony Nr. 2, Nr. 13, Nr. 18 buvo iSgrynintos ir

ivykdyta jy restrikciné analizé (2.3.9) (3.10 pav.).

M 1 2 3 4

3.10 pav. Plazmidziy, i$skirty i§ E. coli transformanty, restrikciné analizé su Bglll ir BamHI
restrikcijos endonukleazémis. M — DNR dydzio standartas; 1 — klonas Nr.2; 2 — klonas Nr. 13; 3 —
klonas Nr. 18; 4 — kontrolinis pPIC9K

Teoriniai laukti dydZiai:

Bglll ir BamHI

pPICIK: 5936 / 2403 / 937

pPICI9K-LOX: 5647 / 2403 / 1488 / 937 / 768

Atlikus analiz¢ agaroziniame gelyje, tinkamas plazmidés sukarpymas pastebétas tik

méginiuose Nr. 2 ir 13. Sie konkstuktai buvo sekvenuojami su parinktais P652/P653 pradmenimis.
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Sekvenavimas atliktas VU GMC DNR sekoskaitos centre. Nustacius, jog geno klonavimas jvyko be

klaidy, tolimesniems darbams atlikti buvo pasirinktas vienas konstruktas — Nr. 13.

LOX geno raiska P. pastoris mieliy sistemoje

Lipoksigenazés geno integracija j P. pastoris genomg buvo vykdoma naudojant pPIC9K
vektoriy. Buvo atliekama geno integracija j du skirtingus lokusus mieliy genome. Vektoriaus buvo
liniarizuojamas restrikcijos endonukleazémis skirtingose vietose, taip sukuriant skirtingas
homologines sritis. Pirmoje reakcijoje naudotas Sacl fermentas, dél kurioskasetés integracija vyksta
natyvaus AOX1 geno 5’ regione. Tokiu btidu susidaro His* Mut® fenotipg turin¢ios mutanantinés
mielés. Tuo tarpu, antroje reakcijoje buvo naudojamas Bglll - integracija vyksta pa¢iame AOX1
lokuse, kas nulemia His* Mut® arba His* Mut* klony susiformavimg. Mut® fenotipg (angl. Methanol
utilization slow) turintys mutantai, dél sumazéjusio alkoholio oksidazés aktyvumo, pasizymi
létesniu augimu terpejé su metanoliu. Literatiiroje nurodoma, kad yra naudinga vienu metu
iSbandyti ir Mut*, ir Mut® klonus, nes priklausomai nuo sickiamo gaminti tikslinio baltymo, raiskos
efektyvumas gali varijuoti (,,Pichia expression kit. A manual for methods for expression of
recombinant proteins in Pichia pastoris‘‘ 2014, Invitrogen).

Linearizuotos plazmidés buvo iSgrynintos ir iSmatuotos jy koncentracijos. Paruostos
kompetentinés P. pastoris Igstelés (2.3.13) sumaisytos su 100 ng konstrukto ir vykdyta
transformacija elektroporacijos biidu (2.3.16). Sis metodas yra ypa¢ greitas ir pasizymi zenkliai
didesniu efektyvumu, lyginant su tradicine temperattriniu Soku paremta transformacija (Froger &
Hall, 2007; Kant et al., 2019). Pirmininé His* klony atranka vykdyta ant agarizuotos MD terpés.
Lastelés augintos 3 dienas 30 °C temperaturoje ir toliau uzauge klonai perséti ant agarizuotos
YEPD terpés, kurioje selektyvus spaudimas yra palaikomas geneticinu. Siekiant palyginti
genomuose integravusiy geno kopijy skaiciy tarp transformanty, buvo naudotos skirtingos
geneticino koncentracijos (0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL). Pastebéta, kad lastelés
transformuotos su pPICIK-LOX-BglII konstruktais neaugo net ant maziausig antibiotiko
koncentracijg turin¢ios YEPD terpés. Galimai taip nutiko dél nedidelio integravusiy geno kopijy
skaiCiaus, kuris nulémé pakankama histidino sintezes lygj lasteliy augimui, taciau per maza
aminoglikozido 3'-fosfotransferaz¢ gamybg atspurumui prie$ geneticing uztikrinti. Tuo tarpu,
transformantai paruosti su pPIC9K-LOX-Sacl konstruktais augo sékmingai terpéje praturtintoje
geneticinu. Taip pat buvo atrinkti ir pavieniai klonai, kurie augo prie didelés 2 mg/mL geneticino
koncentracijos.

Siekiant patikrinti ar Siuose transformantuose sékmingai integravosi lox genas, buvo atliktas
kolonijy PGR (2.3.8). Dél storos, i$ B-gliukano ir chitino sudarytos mieliy sienelés, kolonijy PGR

daznai vyksta neefektyviai. Todél moksliniuose straipsniuose minimi papildomi Igsteliy apdorojimo
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zingsniai, tokie kaip ardymas skystu azotu arba fermentais (litikaze¢, zimolazé), kurie pazeidzia
mieliy sieneléje esantj B-gliukano sluoksnj (Linder et al., 1996; Kamarrthapu et al., 2013;
Mohammadzadeh et al., 2021). Sio tyrimo metu buvo pasirinktas ardymas kar$¢iu, kolonijas
pakaitinant 5 min 98 °C temperattroje 50 pL sterilaus H20 . Kolonijy PGR méginius iSanalizavius
agaroziniame gelyje, amplifikuotas 756 bp ilgio fragmentas nebuvo pastebétas nei viename i$ tirty
klony (3.11 pav. A). Taip gal¢jo nutikti dél nepakankamai suardyty lasteliy arba pernelyg mazo
geno kopijy skadiaus. Sie PGR produktai buvo toliau panaudoti kaip matrica pakartotinei
amplifikacijai. IS 11-os tirty klony, 3-uose buvo pastebéti neryskiis laukiamo dydzio fragmentai
(3.11 pav. B - méginiai Nr.4, Nr.8, Nr.10). Pastarieji buvo panaudoti dar kartg atlickant PGR

reakcijg (3.11 pav. C). Patvirtini teigiami klonai buvo naudoti tolimesniuose tyrimuose.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 N

8 9 10 11 12 13 14 N

3.11 pav. P. pastoris transformanty analizé mieliy kolonijy PGR metodu: (A) — pirmasis PGR; (B)
—antrasis PGR; (C) — tre¢iasis PGR. M — DNR dydzio standartas; N — neigiama kontrolé; 1-14
takeliai — pPIC9K-LOX mieliy transformantai. Naudoti pradmenys P516/P652. Teorinis lauktas
dydis 756 bp

Lipoksigenazés baltymo raiskos tyrimams atlikti buvo papildomai pasirinkti ir du kontroliniai
klonai: i) P. pastoris su transformuotu tus¢iu pPIC9K vektorium ir ii) natyvios nemodifikuotos
GS115 lastelés. Rekombinantiniai ir kontroliniai klonai buvo inokuliuoti skystoje BMGY terpéje ir
auginti 18 val 30 °C temperataroje, purtant 220 aps/min greiciu (2.3.18). Lastelés perkeltos j
indukcine skysta BMMY terpe¢ su 0,5 % (v/v) metanoliu ir augintos 72 valandas. Kas 24 val terpé
buvo papildoma 0,5 % metanoliu, kad i$laikyti pastovesng metanolio koncentracija. Eksperimenty
metu naudoty BMGY/BMMY terpiy sudétyje yra naudojamas peptonas ir mieliy ekstraktas. Sios
medziagos ne tik paskatina mieliy augima, bet ir galimai padeda stabilizuoti sekretuojamus
baltymus bei sumaZina jy proteoliz¢ (,,Pichia expression kit. A manual for methods for expression

of recombinant proteins in Pichia pastoris‘‘ 2014, Invitrogen).
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Po kultivavimo, supernatantas buvo atskirtas nuo Igsteliy ir sukoncentruotas 20 karty (2.3.21)

o0 biomasé suardyta mechaniniu btdu, atskiriant tirpig ir netirpig baltymy frakcijas (2.3.20). Su
gautais méginiais atliktas kokybinis lipoksigenaziy akytvumo nustatymo tyrimas agarizuoto
krakmolo Sulinéliuose (2.3.22) (3.12 pav.). I$analizavus gautus rezultatus, pakankamai didelis LOX

aktyvumas buvo pastebétas tik Nr. 4 méginio supernatante.

4 8 10 KI K2 4 8

Supernatantas —

Tirpi baltymy frakcija —»

Netirpi baltymy frakcija ——» | ,
3.12 pav. LOX funkcinés analizés tyrimas krakmolo Sulinéliuose: (A) — pries LOX jdéjima; (B) —
10 min po LOX jdéjimo. Nr. 4, 8 ir 10 — pPICI9K-LOX mieliy klonai; K1 — kontrolinis pPIC9K

mieliy klonas; K2 — kontrolis natyvus P. pastoris klonas

Kituose tirtuose klonuose LOX aktyvumas nebuvo matomas galimai dél mazo lox geno kopijy
skaiCiaus arba neaktyvios formos fermento sintezés. Toliau buvo atliekama baltymy sintezés analize
NDS-PAGE metodu (2.3.23) (3.13 pav.). Rezultatai atskleidé, kad vienintelis Nr. 4 klonas sintetino
tikslinj baltyma, kuris visas buvo iS$skiriamas j uzlgsteling terp¢. Tai jrodo, kad tyrimuose naudotas

signalinis peptidas (a faktorius) P. pastoris mielése efektyviai vykdo produkuojamo baltymo

sekrecijg j uzlasteling erdve.
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3.13 pav. LOX baltymy ekpresijos P. pastoris analiz¢ NDS-PAGE gelyje: (A) — koncentruotas
supernatantas; (B) — tirpi baltymy frakcija; (C) — netirpi baltymy frakcija. Nr. 4, 8 ir 10 — pPIC9K-
LOX mieliy klonai; K1 — kontrolinis pPIC9K mieliy klonas; K2 — kontrolis natyvus P. pastoris

klonas; M — baltymy molekulinés masés standartas, kDa
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Idomu tai, kad lipoksigenazé gelyje matoma ties ~70 kDa riba, nors literatiiroje pateikiamas
natyvaus P. aeruginosa fermento dydis yra ~45 kDa (Busquets et al., 2004). Taciau gauti rezultatai
sutampa su kituose moksliniuose straipsniuose publikuojama informacija (Vidal-Mas et al., 2005;
Hashem et al., 2020). Manoma, kad dydzio pasikeitimus nulemia P. pastoris vykdomas baltymy
glikozilinimas ir kitos potransliacinés modifikacijos, skirtos baltymy stabilimui uzZtikrinti ir
sekrecijos paruosimui (Heiss et al., 2013; Karbalaei et al., 2020). Vis délto, yra reikalingi detalesni
tyrimai, siekiant iSsiaiSkinti lipoksigenazés molekulinio dydzio padidéjima bei optimizuoti

rekombinantinio baltymo gamyba.

3.2.2 LOX raiskos kontruksto kiirimas paremtas GoledenPiCS strategija

Sio eksperimento metu, buvo siekiama sukurti konstrukta, kuris vietoje metanoliu
indukuojamo promotoriaus turéty konstitutyvy promotoriy lipoksigenazés raiskai. Tam tikslui
pasirinkta GoldenPiCS strategija. Sis molekulinio klonavimo biidas paremtas ,,Golden Gate
Assembly* sistema ir yra tikslingai optimizuotas darbams P. pastoris mielése (Prielhofer et al.,
2017).. Naudotame komerciniame GoldenPiCS plazmidziy rinkinyje yra 20 skirtingy promotoriy,
10 terminatoriy, 5 atrankumo Zymenys ir 5 lokusai, tikslinei integracijai i genomg arba episominés
plazmidés palaikymui. Tokiu biidu yra suteikiama galimyb¢ paprastai ir greitai iSbandyti skirtingas
genetiniy elementy kombinacijas ir iStirti jy jtaka tikslinio rekombinantinio baltymo raiskai (Weber
et al, 2011; Prielhofer et al., 2017).

GoldenPiCS strategija susideda i$ 2-3 etapy, priklausomai nuo naudojamy transkripcijos
vienety skaiciaus (Weber et al, 2011). Jy metu naudojamos II-tipo restrikcijos endonukleazes (Bsal
ir Bpil), kerpancios DNR uz atpazinimo seky, leidzia greitai ir efektyviai vienos reakcijos metu
ivykdyti keletos geny suliejima, tuo paciu iSvengiant papildomy nukleotidy jterpimo. Vis d¢lto,
specifiniy/pavieniy restriktaziy naudojimas turi ir savy trukumy. Atvejai, kuomet tiksliniuose
genuose randamos Bsal arba Bpil atpazinimo sekos, reikalauja papildomy geno modifikacijos

zingsniy, kurie prailgina bendra klonavimo trukme.

Lipoksigenazés mutagenezé

Bioinformatiniy jrankiy pagalba, bakterinés P. pseudomonas lox gene buvo nustatyta viena
Bpil restrikcijos endonukleazés atpazinimo vieta (5°-GAAGAC-3°). Siekiant ja pasalinti, vykdyta
tiksliné mutagenezé (angl. site-directed nutagensesis by PCR) PGR metodu. Pastaroji buvo atlikta
dviem bidais.

Pirmuoju budu vykdytos mutagenezés metu atliktas PGR su pradmenimis P729/P730 (2.3.6).
Pradmenyse buvo jvestas lizing koduojané¢io kodono (AAA) pakeitimas j alternatyvy, P. pastoris

organizme daznai naudojama kodong (AAG), tokiu buidu nepakeiciant baltymo aminortigsciy sekos.
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Amplifikacijai pasirinktas matricinis pFX7-aF-LOX konstruktas. Siekiant sumazinti klony skai¢iy
su nejvykusia mutacija, po PGR méginiai buvo papildomai paveikti Dpnl restrikcijos endonukleaze,
kuri hidrolizuoja metilintg matricing plazmide. Reakcijos miSinys naudotas transformuoti E. coli
DH5a kompetentines lasteles temperattriniu Soku (2.3.15).

Vienas 1§ pagrindiniy Sios metodikos trukumy yra daznai pastebimas pradmeny dimery
susidarymas bei tandeminiy seky atsiradimas mutagenezés vietoje. To prieZastis yra
komplementariy pradmeny pory naudojimas. Biitent Sie veiksniai nulemia mazesng¢ transformacijos
iSeiga (Edelheit et al., 2009). Siekiant iSvengti Sios galimos problemos, buvo pasirinktas ir antras
mutagenezés biidas, kurio metu pradmenys P729 ir P730 naudoti atskirose PGR reakcijose. Sio
asimetrinio PGR metu amplifikuojama viena DNR granding¢ ir yra sintetinama tik viena nauja
kopija per cikla. Todél naudotos matricos kiekis buvo 20 karty didesnis (500 ng), nei vykdant
konvencing, t.y. eksponenting PGR. Pasibaigus reakcijai, produktai sumaisyti tarpusavyje ir
vykdytas denatliruoty plazmidziy sujungimas temperatiiros gradiento pagalba (2.3.10). Méginai
apdoroti Dpnl ir perkelti j E. coli. I$ iSaugusiy klony isskirta ir iSvalyta (2.3.4) mutuota plazmideé,

kuri toliau buvo analizuojama su Bpil restriktaze (2.3.9) (3.14 pav.).

M 1 2 3 4 5 6 7

3.14 pav. Mutagenizuoty pFX7-aF-LOX plazmidziy restrikciné analizé su Bpil restrikcijos
endonukleaze. M — DNR dydzio standartas; 1-3 — mutagenezé vykdyta asimetrine PGR reakcija;
4-7 — mutageneze vykdyta eksponentine PGR reakcija

Teoriniai laukti dydZiai:

Bpil:

pPICIK: 5209 / 2533 /1040 / 815/ 147/ 10
pPIC9K-LOX: 5209 /3348 /1040/147 /10

Remiantis restrikcine analize, tinkamai jvykusi mutagenezé nustatyta tik pirmuoju tradiciniu
biidu vykdyta reakcija (Nr. 4-7). Sios plazmidés buvo paruostos sekvenavimui su
P407/P517/P529/P530 pradmenimis, kurie leidzia atlikti viso lox geno sekoskaitg. Rezultatai
parodé, kad tiksliné mutacija jvyko tinkamai ir paciame tiksliniame gene nebuvo klaidy.

Vis délto, abejais metodais vykdytos mutagenezés metu buvo pastebétas nedidelis

transformanty skaiCius. Taip galéjo nutikti dél didelio pFX7-aF-LOX plazmidés dydzio (9754 bp),
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kuri buvo naudojama kaip matrica. Literatiiroje néra pateikiama daug s€ékmingy atvejy, kai
naudojamos didelés apimties plazmidés (Liu et al., 2015). Nustatyta, kad efektyviausia reakcija
vyksta su plazmidémis, kurios yra iki 3-6 kb dyZio (Ling & Robinson, 1997; Edelheit et al., 2009).
Dirbant su didesniais konstruktais (>8 kb) paprastai yra taikomos specifinés, dideliu aktyvumu
pasizymincios DNR polimerazés (pvz. Q5 polimeraze) arba atliekami papildomi subklonavimo
zingsniai, konstruktus perkeliant | maZesnio dydZio vektorius (Hallak et al., 2017; Zhang et al.,
2021). Irodyta, jog tikslinei mutagenezéi yra galimas ir dideliy (~10 kb) plazmidziy panaudojimas,

taciau reakcija nepasizymi didele iSeiga.

LOX klonavimos ,,Golden Gate Assembly“

Darbai su lipoksigenaze buvo atlickami dviem etapais. Pirmajame Zingsnyje atlikta lox geno
amplifikacija (2.3.6). Jos metu, P727/P728 pradmenimis geno galuose buvo jvestos Bpil restriktazés
atpazinimo sekos bei specifinés susijungimo vietos (angl. fusion site), per kurias jvyksta skirtingy
genetiniy elementy sujungimas. Gauti produktai iSvalyti (2.3.4) ir iSmatuotos jy koncentracijos
(2.3.1). Antrajame zingsnyje buvo vykdoma plazmidés surinkimo reakcija ,,Golden Gate
Assembly* (GGA) biidu. Jos metu naudotas BB3 vektorius ir tikslinio geno transkripcija
uztikrinantys elementai: stiprus konstitutyvus gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazés (GAP)
promotorius bei S. cerevisiae budingas CYC1 terminatorius.

Literattiroje yra randamos jvairios metodikos GGA reakcijai atlikti. Jose yra naudojami
skirtingi raiskos plazmidés kiekiai — nuo 20 fmol (Marillonnet & Gritzner, 2020) iki 800 fmol ir
daugiau (Prielhofer et al., 2017). Taciau pastaraisiais kolegy atliktais eksperimentais (BTI TBS),
buvo pastebéta, kad transformacijos pasizymi pakankamai mazu efektyvumu ir didzioji dalis
plazmidziy transformuojasi be tikslinio geno. Todél buvo bandyta §j procesa optimizuoti, naudojant
skirtingas DNR koncentracijas bei papildomus fermentus, leidZian¢ius sumazinti recirkuliarizuoty
plazmidziy skaiciy (Prielhofer et al., 2017; Marillonnet et al., 2020). Detalus reakcijy apraSas
nurodytas priede (Zr. 1 priedas).

Eksperimentuose buvo naudotos dvi skirtingos raiskos plazmidés koncentracijos — 40 fmol ir
800 fmol. Dalis jy, pries vykdoma GGA reakcijg, buvo linearizuotos su Bgll restriktaze ir
preparatyvings eletroferezés biidu atskirtos nuo iSkirpto DNR fragmento (2.3.2). Buvo iSmatuotos
iSgryninty ir i$valyty plazmidziy koncentracijos. GGA reakcijos vykdytos termocikleryje (2.3.11).
Po inaktyvacijos Zingsnio, dalis méginiy buvo papildomai paveikti Bpil arba Bpil/Exolll fermentais,
siekiant eliminuoti tus¢ias ziedinés struktiiros plazmides. Vienodas reakcijos produkty turis buvo
naudotas transformuoti kompetentines E. coli Igsteles temperatiiriniu Soku. Teigiamy klony atranka

vykdyta LB terpéje su 50 pg/ml zeocino.
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Pirminiam jvertinimui buvo atlickamas skirtingais GGA reakcijos miSiniais transformuoty
kolonijy skaiciavimas (Zr. 1 priedq). Buvo pastebéta, kad iSankstinis vektoriaus linearizavimas leido
sumazinti iSaugusiy klony skaiciy daugiau nei 10 karty, o papildomy Bpil/ExolII fermenty
naudojimas $§j skai¢iy sumazino dar 3 kartus. Galima daryti prielaida, jog klony skai¢iaus
sumazejimg 1émé tai, kad iSaugo maziau klony turinciy tus¢ias BB3 plazmides, t.y., be tikslinio
geno. Reikia pazyméti, kad naudojant nerestriktuota vektoriy, kuris po GGA reakcijos buvo
paveiktas Bpil restriktaze, nuléme daugiau nei 1,5 karty didesnj iSaugusiy klony skaiciy. Néra aiski
Sio pakitimo prieZastis. Manoma, kad taip galéjo nutikti dél jvykusios tik dalinés plazmidziy
restrikcijos, kuri 1émé plazmidziy recirkuliarizacijg. Taciau, papildomai naudotos Exolll poveikis
uzaugiy klony skaic¢iy sumazino daugiau nei dvigubai. Reakcijoje naudotas Exolll, pasizymintis
egzonukleaziniu aktyvumu, pasalino linearizuotas plazmides. Tokiu bidu buvo sumazintas klony su
tusc¢iu vektoriumi skaicius. Ekperimento metu naudotas FastDigest buferinis tirpalas, kuriame
Exolll pasizymi labai nedideliu aktyvumu (iki 25 %). Visgi, jis buvo pakankamas uztikrinti
neigiamy klony skai¢iaus sumazinima.

Tolimesnei analizei buvo pasirinkti klonai paruosti su Exolll egzonukleaze. Analizé vykdyta
kolonijy PGR metodu (2.3.7) su BB3 vektoriui specifiniais P705/706 pradmenimis (3.15 pav.).
Nustatyta, kad visuose tirtuose klonuose, kuriuose vektorius buvo is anksto linearizuotas, yra lox
genas (3.15 pav. A). Tuo tarpu, naudojant nerestriktuotas plazmides, didZioji dalis transformanty
tur¢jo tuscius vektorius.

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 1011
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3.15 pav. BB3-LOX konstrukty analizé E. coli transformantuose kolonijy PGR metodu:
(A) — i8 anksto linearizuotas ir paveiktas Exolll vektorius; (B) — nelinearizuotas vektorius

papildomai paveiktas Exolll. M — DNR dydzio standartas; 1-18 takeliai — skirtingi E. coli klonai

Plazmidés i§ klony Nr. 6 ir Nr. 8 buvo isgrynintos, i§valytos ir pradéta jy sekoskaita. Gauti
rezultatai bus analizuojami tolimesniuose tyrimuose.

Siy eksperimenty metu isbandyti jvairiis sprendimai, kurie gali palengvinti teigiamy klony
atrankg. Vis délto, papildomy Zingsniy ir reagenty panaudojimas, gali prailginti reakcijos trukme
bei padidinti reakcijai vykdyti reikalingus kastus.Todél reikalingi iSsamesni tyrimai, siekiant §]

procesa optimizuoti.
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ISVADOS

1. Atlikus Pseudomonas aeruginosa lipoksigenazés geno lox raiska Saccharomyces cerevisiae
kamienuose (AH22, GCN2) nustatyta, kad skirtingy mutantiniy kamieny panaudojimas

reikSmingos jtakos lipoksigenazés raiSkai neturi.

2. Naudojant pPIC9K-LOX raiskos sistemg P. pastoris mielése pavyko gauti aktyvaus
uzlgstelinio LOX baltymo sintezg. Taip pat buvo optimizuojamas ,,Golden Gate* klonavimo
metodas konstruojant sistemg konstitutyviai LOX raiskai P. pastoris mielése. Papildomy

fermenty (Bpil, ExolIl) naudojimas sumazina neigiamy transformanty skaiciy.
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PADEKA

Nuosirdziai noriu padékoti visiems VU Biotechnologijos instituto Taikomosios biokatalizés
sektoriaus darbuotojams uz suteiktas puikias darbo sglygas ir draugiska atmosferg. Esu ypac¢
dékingas darbo vadovei Dr. Ingai Matijosytei uz jos parodyta didelj supratinguma, nuoSirdumg bei
palaikymg visais, net ir gyvenimiskais klausimas, ir suteiktg galimybe¢ tapti Sio nuostabaus skyriaus
dalimi.

Didelis acia visam TBS kolektyvui uz pagalbg rengiant mokslinj darbg bei uz linksmas ir

idomias suorganizuotas laisvalaikio veiklas.
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