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SANTRUMPOS

AMP — antimikrobiniai peptidai (angl. antimicrobial peptides)

ACN - acetonitrilas

IPTG - izopropilo B-D-1-tiogalaktopiranozidas

LAB — pienartigstés bakterijos (angl. lactic acid bacteria)

LB — Luria-Bertani sultinys (angl. Luria-Bertani broth)

ABC — ATP prisijungiantys transporteriai (angl. ATP — binding cassette transporters)
FDA — JAV maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration)
kDa — kilodaltonai

MB — maitinamasis buljonas

OT — optinis tankis

NDS-PAGE - natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé

Geo6 — geobacilinas 6



[VADAS

Siais laikais vartotojams kelia susir@ipinima maisto priedai, bei jy nenatiiralumas, o perdirbty
produkty, nepridedant jokiy cheminiy konservanty, nauda sveikatai tampa vis patrauklesné. Viena i$
alternatyvy Siam susirtpinimui spresti yra antibakteriniy peptidy sintezé, kurie dar Zinomi kaip
bakteriocinai. Bakteriocinai — tai antimikrobiniai peptidai sintetinami bakterijos ribosomy ir
pasizymintys antibakteriniu aktyvumu prie§ bakteriocing sintetinanc¢iai bakterijai artimas ar
tolimesnes bakterijy rusis. Bakteriocinai pasizymi daugeliu teigiamy savybiy, dél kuriy jie ypac
Jdomiis jvairiose srityse. LAB bakteriocinai yra stabilesni aukStose temperatiirose ir pasizymi
aktyvumu pladiose pH ribose. Sie antimikrobiniai peptidai taip pat yra bespalviai, bekvapiai ir
beskoniai, o tai dar labiau padidina jy panaudojimo galimybes. Siuo metu bakteriocinai gali biti
naudojami ne tik maisto konservavimui, taciau ir kaip perspektyviis antimikrobiniai junginiai gydymo
tikslais, bei veterinarijos ir kosmetologijos srityse.

Sio darbo metu buvo siekiama charakterizuoti nauja bakteriocing geobaciling 6 (Geo6). Sis
bakteriocinas buvo identifikuotas P. thermoglucosidasius DSM 2542 termofilinés bakterijos genome
ir pirmieji darbai su Siuo bakteriocinu buvo pradéti dar 2019 m. Vilniaus universiteto magistrantés
Anos Koniuchovaités. Darbas buvo atliktas Vilniaus universiteto, Gyvybés moksly centro
Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros laboratorijoje.

Sio darbo tikslas: heterologiskai susintetinti bakteriocing geobacilinas 6 ir jj charakterizuoti.
Darbo uZdaviniai:
1. Atrinkti optimalias salygas geobacilino 6 heterologinei biosintezei Escherichia coli lastelése
ir jj 1§sigryninti.
2. Ivertinti bakteriocino stabilumg skirtingose pH reik§mése ir temperatiiroSe.
3. Ivertinti bakteriocino antring struktirg naudojant CD spektrometrija bei bioinformatinius
jrankius.

4. Jvertinti bakteriocino antibakterinio aktyvumo spektra.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Antimikrobiniai peptidai (AMP)

Visi gyvi organizmai gamina antimikrobinius baltymus, kuriy daugelis dél palyginti nedidelio
dydzio vadinami antimikrobiniais peptidais (AMP). Bakterijos gamina dviejy tipy AMP: tuos,
kuriuos sintetina ribosomos (taip pat vadinamus bakteriocinais), ir AMP, kuriy ribosomos nesintetina,
be strukttriniy geny, koduojanc¢iy Siuos AMP (Chikindas et al., 2018).

Antimikrobiniai peptidai ir baltymai yra jvairialypé nattiraliy molekuliy klasé, kurig kaip
pirmaja gynybos linija gamina visi daugialgs¢iai organizmai. Sie baltymai gali biiti labai aktyvis ir
tiesiogiai naikinti bakterijas, mieles, grybelius, virusus ir net vézines lasteles. Vabzdziai ir augalai
pirmiausia naudoja AMP kaip antibiotikus, kad apsisaugoty nuo galimy patogeniniy mikroby, taciau
mikrobai taip pat gamina AMP, kad apginty savo ekologing niSa. AukStesniuose eukariotiniuose
organizmuose AMP taip pat gali buti vadinami ,,Seimininko gynybos peptidais®, pabréziant jy
papildomg imunomoduliacinj poveikj. Si veikla yra jvairi, priklauso nuo AMP tipo ir apima jvairius
citokiny ir augimo veiksniy poveikius, kurie yra svarbiis normaliai imuninés sistemos homeostazei.
Kai kuriais atvejais netinkama AMP raiska taip pat gali sukelti autoimunines ligas, todél dar labiau
iSryskéja Siy molekuliy ir jy sudétingos veiklos supratimo svarba.

AMP yra evoliuciskai iSlikusios molekulés, randamos jvairiuose organizmuose — NUO
prokarioty iki Zmoniy. 1922 m. Aleksandras Flemingas i§ nosies gleiviy identifikavo lizocima —
pirmajj aprasyta zmogaus antimikrobinj baltymg. Sis atradimas buvo nustelbtas, kai 1928 m.
Flemingas atrado peniciling, o 1940 m. jis kartu su kitais pasieké, kad penicilinas buity pradétas
naudoti gydymui, uz kg jam buvo paskirta dalis 1945 m. Nobelio medicinos premijos. Taigi XX a.
penktajame deSimtmetyje prasidéjes ,,auksinis antibiotiky amzius* lémé tai, kad buvo prarastas
susidom¢jimas natiiraliy AMP, tokiy kaip lizocimas, terapiniu potencialu. XX a. septintajame
deSimtmetyje, atsiradus daug vaistams atspariy mikroby patogeny, pradéta dometis AMP kaip
Seimininko gynybinémis molekulémis. Antimikrobiniy peptidy geb¢jimas naikinti bakterijas
paprastai priklauso nuo jy gebéjimo saveikauti su bakterijy membranomis arba lasteliy sienelémis.
Paprastai Sie baltymai turi teigiama kruvj ir didelj hidrofobiniy aminortigsciy santykj, todel gali
selektyviai prisijungti prie neigiamai jkrauty bakterijy membrany. Dél AMP prisijungimo prie
bakterijy membranos vyksta nefermentinis suardymas. Selektyvumg konkreCioms riiSims lemia

skirtingy mikroby ir lasteliy tipy membrany sudéties skirtumai (Zhang and Gallo, 2016).



1.2. Bakteriocinai

Apskritai bakteriocinai yra daugiafunkcinés, ribosominiu biidu gaminamos baltyminés
medziagos, kuriy tam tikros koncentracijos pasizymi rySkiu antimikrobiniu aktyvumu (Chikindas et
al., 2018). Tai baltyminiai toksinai, kuriuos gamina bakterijos ir tam tikros archéjy riisys, kad slopinty
panagiy arba artimai susijusiy bakterijy padermiy augima (Bemena et al., 2014). Sios molekulés
pasizymi antimikrobiniu aktyvumu prie§ patogenines bakterijas, o tai pagrindzia jy biotechnologinj
potencialg. Jei bakterijose gaminami bakteriocinai slopina kitas tai paciai genciai priklausancias
bakterijas, jie paprastai laikomi siauro spektro bakteriocinais. Priesingai, jei jie slopina kitai genciai
priklausancias bakterijas, jie laikomi plataus veikimo spektro bakteriocinais. Jdomu tai, kad
bakteriocinus gaminancios bakterijy Iastelés yra atsparios jy antimikrobiniams peptidams, kuriuos
veikia Seimininko lgsteliy gaminami specifiniai imuniteto baltymai. Bakteriociny gamyba ir imuniteta
koduojantys genai paprastai yra suskirstyti j operony klasterius ir gali biiti mobiliuose elementuose,
pavyzdziui, chromosomoje kartu su transpozonais arba plazmidéje (Darbandi et al., 2021).

Pirmieji duomenys apie bakteriociny gamybg buvo gauti 1925 m. kai pirmg karta buvo
aptiktas antagonistinis veikimas tarp Escherichia coli kamieny, ir 8is peptidas buvo pavadintas
»kolicinu“, kad atspindéty mikrobinj Saltinj. LAB gaminami bakteriocinai yra ypac¢ svarbis, nes
Amerikos maisto ir vaisty administracija (FDA) Sioms bakterijoms suteiké GRAS (paprastai
pripazjstamos saugiomis) statusg (Negash and Tsehai, 2020). Véliau buvo randama vis daugiau
bakteriociny, tokiy kaip pediocinas A, enterocinas-1146, piscikolinas 126, gasericinas M,
pneumociklicinas, plantaricinas JY22 (Cui et al., 2021).

Lactococcus lactis gaminamas nizinas buvo pirmasis bakteriocinas, pradétas placiai naudoti
komerciniais tikslais. Nuo to laiko nustatyta daug bakteriociny i§ jvairiy bakterijy padermiy.
Bakteriociny gamyba gali biiti laikoma naudinga gamintojui, nes, esant nepakankamam jy kiekiui,
Sie peptidai gali sunaikinti arba slopinti bakterijas, konkuruojancias deél tos pacios ekologinés niSos
arba to paties maisto medziagy fondo (Zacharof and Lovitt, 2016).

Bakteriocinai pasizymi daugeliu teigiamy savybiy, dé¢l kuriy jie ypa¢ jdomiis jvairiose
srityse. LAB bakteriocinai i§ prigimties toleruoja auksta tempertalirg ir pasiZymi aktyvumu plac¢iame
pH diapazone (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Sie antimikrobiniai peptidai taip pat yra bespalviai,
bekvapiai ir beskoniai, o tai dar labiau padidina jy panaudojimo galimybes. Be to, dél savo baltyminés
prigimties jie yra lengvai skaidomi proteolitiniy fermenty. Todél bakteriocino fragmentai ilgai
negyvena zmogaus organizme ar aplinkoje, o tai sumazina tiksliniy padermiy sgveikos su suardytais
antibiotiko fragmentais tikimybe. Escherichia coli ir kiti Enterobacteriaceae seimos atstovai yra keli
gramneigiamy bakterijy ir pieno rugsties bakterijy pavyzdziai; Bacillus rasys priklauso

gramteigiamoms bakterijoms, kurios gamina bakteriocinus (Kodali et al., 2013).



1.3. Bakteriociny ir antibiotiky skirtumai

Lyginant juos, bakteriocinai sintetinami ribosominiu budu, o antibiotikai gaminami
pasitelkiant daugelio fermenty kompleksy. DaZnai bakteriocinai pasizymi baktericidiniu arba
bakteriostatiniu poveikiu siauro spektro bakterijoms, ta¢iau tradiciniai antibiotikai pasizymi Zymiai
platesniu spektru. Be to, dauguma bakteriociny yra veiksmingesni esant Zymiai mazesnéms peptido
koncentracijoms lyginant su antibiotikais (Gulluce et al., 2013, Mak, 2018). Bakteriocinai daznai
laikomi natiiralesniais, nes manoma, kad jy nuo seno buvo daugelyje vartojamy maisto produkty.
Bakteriocinus inaktyvuoja virskinimo trakte esantys fermentai, pavyzdziui, tripsinas ir pepsinas, todél

jie nekeicia virSkinamojo trakto mikrobiotos (Cleveland et al., 2001; Balciunas et al., 2013).

1.4, Bakteriociny klasifikacija

Bakteriocinai klasifikuojami pagal jy molekuling masg, pirming struktiira, modifikacijas po
transliacijos bei pagal veikimo ir biosintezés mechanizmus. Tac¢iau bendra klasifikavimo sistema néra
priimta, nes skirtingy autoriy klasifikacijos apraSymuose yra skirtumy. Kadangi dauguma apraSyty
bakteriociny yra sintetinami pienariigsciy bakterijy (LAB), klasifikacija remiasi biitent jy savybéms.
Naujausia klasifikacija suskirsto bakteriocinus j tris pagrindines klases pagal jy struktiirines ir

fizikines bei chemines savybes (Zacharof and Lovitt, 2016).

1.4.1.  Iklasés bakteriocinai

Lantibiotikai yra mazi (<5 kDa) termiSkai stabillis peptidai, kurie yra labai modifikuoti po
transliacijos ir kuriy sudétyje yra budingy policikliniy tioeteriniy aminoriigsciy, tokiy kaip
lantioninas, metilantioninas, ir neso€iyjy aminorigsciy, tokiy kaip dehidroalaninas ir 2-
aminoizobutiriig§tis. Lantibiotikai toliau skirstomi j dvi rasis, priklausomai nuo skirtingo kriivio
(Arnison et al., 2013).

A tipo lantibiotikai, tokie kaip nizinas ir lakticinas 3147, yra lanksCios sraigto formos
molekulés, turincios 2-4 kDa dydj, dél kurio tikslinio organizmo lgstelés membranoje susidaro poros,
todél citoplazminé membrana tampa depoliarizuota (Kaur et al., 2015).

B tipo lantibiotikai yra 2-3 kDa peptidai be kriivio arba su neigiamu krtiviu. Tai globulinés
molekulés, trukdancios lastelés fermentinéms reakcijoms, pavyzdziui, Iastelés sienelés sintezei (Sahl
and Bierbaun, 1998).



1.4.2. 1l klasé — po transliacijos nemodifikuojami bakteriocinai

IT klasés bakteriocinai yra mazi peptidai (<10 kDa), atspartis kar§ciui, neturintys lantionino,
kurie po transliacijos néra modifikuojami, i§skyrus tai, kad paSalinamas signalinis peptidas. Jie turi
amfifiling spiraling struktiirg, todél gali jsiskverbti j tikslinés lastelés membrang ir sukelti
depoliarizacijg bei ztj.

Ila poklasio bakteriocinai, tokie kaip pediocinas PA-1 ir sakacinas A, yra monomerai, kuriy
N-gale yra Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys konsensuso seka. Jie ypa¢ aktyviis prie§ Listeria
monocytogenes.

IIb poklasio bakteriocinams priklauso laktacinas F ir laktokocinas G. Tai dviejy komponenty
bakteriocinai, kuriuose du skirtingi peptidai veikia sinergiskai ir sukelia antimikrobinj poveikj (Kaur
et al., 2015).

Trecigjam llc poklasiui priklauso cikliniai bakteriocinai, tokie kaip gasericinas A,
cirkuliarinas A ir karnociklinas A (Cotter et al., 2005). Sie peptidai turi du transmembraninius
segmentus, kurie palengvina pory susidaryma tikslinése Igstelése (Kawai et al., 2005; Masuda et al.,
2012).

1.4.3. III klasés bakteriocinai

Il klasés bakteriocinai yra didelés molekulinés masés (>30 kDa) karStyje nestabilis
antimikrobiniai baltymai. Siai grupei priklauso kai kurie kolicinai, megacinai (i§ Bacillus
megaterium), klebicinas (i§ Klebsiella pneumonia), helveticinas 1 (i§ Lactobacillus helveticus) ir

enterolizinas (i$ Enterococcus faecalis) (Simmonds et al., 1996; Kaur et al., 2015).

1.4.4.  Gram-neigiamy bakterijy bakteriocinai

Didzioji dalis bakteriocinus gaminanciy Gram-neigiamy bakterijy yra priskiriamos
Enterobacteriaceae Seimai, pvz., patogeninés Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ir
Pseudomonas aeruginosa (Telhig et al., 2020). Gram-neigiamy bakterijy bakteriocinai skirstomi j dvi
pagrindines grupes: didelés molekulinés masés baltymus (30-80 kDa), vadinamus kolicinais, ir maZos
molekulinés masés peptidus (nuo 1 iki 10 kDa), vadinamus mikrocinais. Kolicinus gamina
Escherichia coli padermés, turinCios kolicinogening plazmid¢. Mikrocinai paprastai yra labai
stabilios molekulés, atsparios proteazéms, ekstremalioms pH koncentracijoms ir temperatiirai. Juos
gamina zarnyno bakterijos streso salygomis, ypac¢ kai triksta maistiniy medziagy (Blaszczyk and
Moczarny, 2016).



1.5. Bakteriociny veikimo mechanizmai

Paprastai bakteriocinai pasizymi skirtingais veikimo mechanizmais. Galima suskirstyti
bakteriocinus ] veikiancius bakteriostatiSkai, inhibuojant lgsteliy augimg ar turin¢ius bakteriocidinj
efekta, vykstant arba nevykstant Iastelés lizei. Bakteriociny taikiniais gali biiti geny raiska ar baltymy
produkcija, lastelés sienelés komponentai. Bakteriocinai gali turéti siaurg spektra, slopindami
taksonomiskai artimas bakterijas, arba platy spektra, slopindami daugybe bakterijy (Mills et al. 2011;
Silva et al., 2018).
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1.1 pav. Bakteriociny veikimo mechanizmai. Nizinas, kuris yra I klasés bakteriocinas, stabdo
peptidoglikano sinteze inhibuodamas peptidoglikano pirmtaka lipidg II. Pavyzdziui, Il klasei priklausantis
laktocinas A, gali formuoti poras. Laktocinas A prisijungia prie manozés fosfotransferazés sistemos (man-

PTS) receptoriaus ir formuojama pora (Cotter et al., 2013).

1.6. Bakteriocinai be lyderinés sekos

Bakteriocinai slopina tiksliniy organizmy augimg jvairiais mechanizmais. Siuos
mechanizmus galima apytiksliai suskirstyti ] mechanizmus, kurie pirmiausia veikia Iastelés apvalkale,

ir mechanizmus, kurie pirmiausia veikia lgstel¢je ir daro jtaka geny raiSkai ir baltymy gamybai. Kai
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kurie bakteriocinai, ypa¢ daugelis gramteigiamas bakterijas slopinan¢iy preparaty, veikia pazeisdami
lastele.

Taciau kai kurie bakteriocinai yra netipiski, nes jie sintetinami be N-galo, tod¢l vadinami
,,bakteriocinai be lyderinés sekos®. Bakteriocinus be lyderinés sekos gaubia paslaptis, nes jau seniai
pripazinta, kad lyderinés sekos peptidai yra biitini bakteriociny biosintezéje.

Baltymy su lyderine seka funkcijos: 1) yra biosintezés (modifikacijas atlieckanc¢iy) fermenty
atpazinimo vieta, 2) apsaugo gaminancig paderme nuo bakteriocino poveikio ir 3) uztikrina tinkama
konformacijg, buting fermento ir substrato sgveikai (Klaenhammer 1993; van der Meer et al.,
1994; Oman and van der Donk, 2010). Klausimai, susij¢ su pagrindine jy biosintezés biologija, yra
neatsakyti.

Bakteriocinas be lyderinés sekos nepraeina jokiy potransliaciniy modifikacijy ar
apdorojimo ir tampa aktyvus netrukus po transliacijos. Todél yra paslaptis, kaip Igstelé gamintoja
apsisaugo nuo savo pacios bakteriocino, kol jie i$siskiria uz lastelés riby. Ar lastelés gamintojos turi
unikalias imunines sistemas, uztikrinancias tiek viding, tiek iSorin¢ apsauga? Irodyta, kad pernelyg
didel¢ lakticino Q raiSka (nesant jo biosintezés mechanizmo) sukelia vidulastelinj toksiSkuma, kuris
gali slopinti Seimininko lasteliy augima (Iwatani et al., 2012). Taip pat idomu, kaip Sie bakteriocinai
i§skiriami 1 ekstralgsteling erdve, nes jie neturi daugeliui bakteriociny biidingy transportavimo
signaliniy domeny. Neabejotina, kad bakteriocinai be lyderinés sekos yra labiausiai mjslinga ir
menkai suprantama bakteriociny grupé.

Pavyzdziui, bakteriocinas geobacilinas 6 yra po transliacijos nemodifikuojamas ir neturi
lyderinés sekos, jis gali biti priskiriamas II klasei, bakteriociny be lyderinés sekos poklasiui.
Sintetinis geo6A genas koduoja DNR sekg su papildomu 6XHis aminorigs§¢iy Zymeniu N-gale ir
TEV proteazés saito seka (1.2 pav.). Histidino liekany zymuo jterptas tam, kad palengvinti baltymo
gryninimg, o TEV proteazés saito seka tam, kad iSgryninus baltyma, naudojant TEV proteaze,
nukirpti 6 His liekany Zymenj (Koniuchovaité, 2021). Daugiau savybiy apie §j bakteriocing bus

apraSyta Siame magistriniame darbe.

TEV proteazés atpazinimo saitas

6His Zymuo kirpimo vieta

‘
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGMATFLRIVAQLSSKAAKWALDNKDKVLKWIRDGMAIDWIIDKINDIVG
1] ' 10 ' 20! 30/ ‘ 40 : 50 ‘ 60 ' 68

1.2 pav. Geo6 sintetinio peptido seka su papildomu 6 His aminortigs¢iy Zymeniu ir TEV proteazés
kirpimo saitu (Koniuchovaité, 2021).
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1.7. Bakteriociny be lyderinés sekos biosintezés mechanizmai

Iki Siol labai nedaug Zinoma apie bakteriociny be lyderinés sekos biosintezés mechanizmus.
Nors apie daugumos bakteriociny genetinius determinantus jau praneSta tik lakticing Q ir Z,
aureocino AS3 ir aureocino A70 atveju, eksperimentiniu biidu patvirtinti genai, atsakingi uz jy
sekrecijg ir imunitetg (Netz et al., 2001; Iwatani et al., 2012; Nascimento Jdos et al., 2012; Coelho et
al., 2014).

Nors anks¢iau buvo pranesta, kad ABC tipo transporterio baltymas LmrB dalyvauja ir
bakteriocino LsbB, ir bakteriocino LsbA sekrecijoje bei imunitete, taciau akivaizdus bendras jy
biosintezés mechanizmas iSliko neiSaiSkintas. Nepaisant to, jau yra tyrimy, kuriose apraSomi
numanomi bakteriociny operonai, apibiidinantys daugumos bakteriociny be lyderinés sekos genetine
organizacija (Gajic et al., 2003). Enterocino L50 struktiiros genai (L50A ir B) buvo uzkoduoti 50 kb
plazmidéje pCIZ1. Tuo tarpu enterocinas Q, kurj L50 padermé gamina kartu su enterocinu L50, yra
uzkoduotas 7,4 kb plazmidéje pCIZ2 (Cintas et al., 1998; Cintas et al., 2000; Criado et al., 2006).

Nors enterocinas L50 jau buvo sékmingai iSreikStas bent dviejose mieliy raiskos sistemose,
jo gamyba buvo vykdoma per bendrus Seimininko sekrecijos Kelius, 0 ne per jo paties genetinius

determinantus (Basanta et al., 2009).

1.8. Termofilinés bakterijos

Natiirali anaerobiniy termofily aplinka varijuoja nuo sausumos vulkaniniy viety, kuriose
temperattira Siek tiek aukStesné uz aplinkos temperatiirg, iki povandeniniy hidroterminiy sistemy
(nuosédy, povandeniniy ugnikalniy, fumaroly ir Zidiniy), kuriose temperatira virSija 300 °C,
pozeminiy viety, pavyzdziui, naftos telkiniy, ir saulés jkaitinty pavirSiniy dirvoZzemiy, kuriuose
temperattira siekia 65 °C (Mehta et al., 2016). Mikroorganizmy gebéjimas iSgyventi atSiauriomis
salygomis paskatino mokslininkus tyrinéti $iuos organizmus, kad geriau suprasty jy savybes ir
galiausiai panaudoty juos jvairioms reikméms (Mehta et al., 2016).

Veiksniai, darantys jtakg termofiliniy organizmy atsparumui karsc¢iui:

Pralaidumas: lgsteliy membranos veiksmingai veikia kaip pralaidumo barjeras,
kontroliuodamos mazos molekulinés masés junginiy jtekéjima ir iStekéjima. Riebaly acilo esteriy
lipidy membrany pralaidumas labai priklauso nuo temperatiiros, o jy fazinio per¢jimo temperatira
priklauso nuo riebaly rugsciy sudéties, todé¢l, pasikeitus augimo temperatirai, membrany lipidy
riebaly riigs§ciy sudétis greitai keiciasi.

Cheminis stabilumas: termofiliniai organizmai gali augti aukStoje temperatiiroje dél jy

membrany lipidy cheminio stabilumo.
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Temperatiira: lipidai, kuriy kiekis didéja proporcingai didéjant augimo temperatiirai, gali
biiti vadinami ,termofiliniais lipidais®. Itin termofilin¢je aplinkoje aptinkama metanoarchéjy
Methanocaldococcus jannaschii. Augimo temperatiirai pakilus nuo 45 °C iki 65 °C, dieteriniy lipidy
(archeoliniy lipidy) sumazeja nuo 80 % iki 20 %, o standartiniy kaldarchaeoliniy ir cikliniy
archeoliniy lipidy padidé¢ja atitinkamai nuo 10 % iki 40 %.

Baltymai: termofiliniy baltymy pavirSiaus srityse yra maziau (nejkrauty) poliniy
aminoriigsciy ir daugiau jkrauty aminortig§¢iy, o dél Siy jkrauty liekany padidéja tarpmolekuliniy
drusky tilteliy skaicius.

Termofilai yra nepaprastai perspektyvis, kalbant apie jy panaudojimg Siuolaikinése

biotechnologijose. 1.3 pav. pateikiama keletas svarbiausiy $iy termofily panaudojimo btidy:

Ksilozés biokonversija i

Tekstilés dazy valymas etanolj . .
Geobacillus Thermoanaerobacter Zalios naftos skaidymas
ethanolicus Bacillus sp.

thermocatenulatus

Termofiliniy
bakteriju
panaudojimas

Krities vézio gydymas
Aspergillus terreus

Sunkiyjy metaly iSgavimas
Bacillus sp.

Pieno produkty higienos
rodiklis

Anoxybacillus flavithermus

Keratino skaidymas
Fervidobacterium
pennavorans

Zemés ikio lickany
sucukrinimas
Sporotricum thermophile

1.3 pav. Ivairus termofiliniy mikroorganizmy taikymas (Mehta et al., 2016).

1.8.1.  Geobacillus sp.

Geobacillus genciai priklauso termofilinés bakterijos, galin¢ios augti 35-75 °C
temperattroje (1.4 pav.). Tai — nedidelés bakterijos, i$skirtos i§ jvairiy Saltiniy ant jprastiniy terpiy,
pavyzdziui, mitybinio agaro. Geobacillus rasys, i pradziy priskirtos Bacillus genties atstovams, 2001
m. buvo iSskirtos kaip nauja gentis. Taciau visy riisiy seky panasumas rodo, kad bent kai kurios rasys

turi biti perklasifikuotos j genties lygmenj. Klasifikuojant ir identifikuojant termofilines bakterijas
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galima naudoti ne tik 16S rRNA, bet ir pagrindinius genus, 16S-23S rRNA geno vidinj
transkribuojama tarpa ir pasikartojancias sekas. Deél geb¢jimo iSgyventi ir augti aukStoje
temperatiiroje, taip pat dél jvairiy junginiy panaudojimo ir sintezés, $ios bakterijos ir jy produktai yra
vertingi jvairiose srityse: maisto, popieriaus, biotechnologijy pramonéje, medicinoje,
bioremediacijoje ir kt. Platus pritaikymo spektras skatina didesnj susidoméjimg fiziologiniy ir
biocheminiy savybiy tyrimams ir skatina naujy Geobacillus panaudojimo sriciy, tokiy kaip biodegaly
gamyba, atsiradimg. Didéjantis energijos poreikis skatina kurti alternatyvias technologines
galimybes. Geobacillus rasys pademonstravo gebéjima gaminti svarbius bioenergijos $altinius, tokius
kaip etanolis, izobutanolis, 2,3-butandiolis, biodyzelinas ir biodujos, arba didinti jy produktyvumag
(Novik et al., 2019; Vaicikauskaité et al., 2020; Zebrowska et al., 2022).

1.4 pav. Geobacillus thermodenitrificans bakterijy nuotrauka, padaryta skenuojanciu

elektroniniu mikroskopu (Balan et al., 2012).

1.9. Bakteriociny panaudojimas

Siuo metu bakteriocinai gali biiti naudojami ne tik maisto konservavimui, taciau kaip

perspektyvis antimikrobiniai junginiai gydymo tikslais, bei veterinarijos ir kosmetologijos srityse.
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1.9.1. Maisto konservavimas

Bakteriocinai galéty biiti placiai naudojami maisto produktams konservuoti. Jy naudojimas
maisto pramonéje, ypac pieno produktuose, kiausiniuose, darzovése ir mésos produktuose, yra placiai
iStirtas. Nizinas naudojamas daugiau kaip 48 Salyse ir yra patvirtintas MVA, o ,Nisaplin®
parduodamas kaip nattirali maisto apsaugos priemoné. Jis yra veiksmingas, nes slopina jvairias
gramteigiamas bakterijas, jskaitant daugelj svarbiy per maistg plintanéiy ligy sukéléjy, pavyzdziui,
Listeria monocytogenes, augima. Jis daugiausia naudojamas konservuotuose maisto produktuose ir
pieno produktuose, ypa¢ veiksmingas gaminant lydyta stirj ir uztepéles, kur apsaugo nuo karsc¢iui
atspariy sporas sudaranéiy organizmy, pavyzdziui, Bacillus ir Clostridium genc¢iy organizmy. Tai
ypac svarbu Clostridium botulinum infekcijos prevencijos atveju, nes $ios riSies toksinas gali sukelti
rimty pasekmiy. Daugelis bakteriociny, pavyzdziui, lakticinas 3147 ir lakticinas 481, vis dar néra
komercializuoti ir negali biiti naudojami kaip nattiraliis konservantai ir skonio stiprikliai (Negash and
Tsehai, 2020). Pediocinas PA-1 yra plataus veikimo spektro bakteriocinas, ypa¢ stipriai veikiantis
Listeria monocytogenes ir naudojamas kaip maisto konservantas (Rodriguez et al., 2002).
Bakteriocinai taip pat gali biiti naudojami maisto kokybei ir juslinéms savybéms gerinti, pavyzdziui,
didinant proteolizés greit] arba apsaugant siirj nuo dujy iSsiputimo defekto. Kitas bakteriociny
panaudojimo biidas — bioaktyvioji pakuoté, t. y. procesas, kuriuo galima apsaugoti maistg nuo iSorinio

uzter§imo, o tai pagerina maisto saugg ir galiojimo laikg (Zacharof ir Lovitt, 2016).

1.9.2.  Klinikinis pritaikymas

Peptinés opos gydymui taip pat gali biiti naudojami bakteriocinai. Peptines opas sukelia
disbalansas tarp skrandZio ir dvylikapir§tés Zarnos gleivinés gynybiniy mechanizmy ir Zalingy
skrandzio rtigSties bei pepsino poveikio, kartu su aplinkos ar imunologiniy veiksniy pazeidimais.
Anaerobiniy Helicobacter pylori kiekis yra padidéjes skrandzio ir dvylikapirStés Zarnos opomis
sergantiems pacientams. Pediococcus acidilactici BA28 bakteriocinas maksimaliai slopina H. pylori,
sukelian¢ia pepting opos liga. Remiantis antimikrobinio aktyvumo profiliais, P. acidilactici BA28
gaminamus bakteriocinus siiloma naudoti vietiniy asmens higienos priemoniy, skirty daugelio

zmogaus ligy, ypac peptiniy opy, profilaktikai ir gydymui, gamyboje (Kaur et al., 2012).
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1.9.3.  PrieSnavikinés savybés

Bakteriocinai gali biiti naudojami vézio gydymui, nes slopina DNR ir membraniniy baltymy
sintezg, o tai sukelia naviko lasteliy apoptoze arba citotoksiskuma (Lopez-Cuellar et al., 2016).
Bakteriocinas nizinas gali biiti naujas potencialus terapinis vaistas galvos ir kaklo plokscialgstelinei
karcinomai (HNSCC) gydyti, nes jis sukelia pirming apoptoze, sustabdo lasteliy ciklg ir sumaZzina
lasteliy proliferacija HNSCC lastelése, palyginti su pirminiais keratinocitais (Negash and Tsehai,
2020). Buvo pranesta apie nattraly nizino variantg (nizinas ZP: 95 %), pasiZymintj prie§véziniu
poveikiu in vitro ir in vivo. Nizinas ZP sukélé didziausig apoptoz¢ HNSCC lastelése, palyginti su
mazo kiekio nizinu (2,5 %). HNSCC lastelems, apdorotoms did¢janc¢iomis nizino ZP
koncentracijomis, biidingas didéjantis apoptozés lygis ir mazéjantis lgsteliy proliferacijos,
klonogeniskumo ir sfery formavimosi lygis. Todél nizino ZP pasizymi didesniu priesvéziniu poveikiu
nei mazos koncentracijos nizinas, todél gali tapti nauju HNSCC gydymo metodu (Kamarajan et al.,
2015). Taip pat, nizino vartojimas sumazino peliy, serganc¢iy burnos véziu, naviky dydj (Yamada et
al., 2004). Kitas svarbus Enterococcus mundtii padermés C4L10 bakteriocinas galéty buti
naudojamas kaip galimas antimikrobinis agentas ir antiproliferaciné medziaga vézio kontrolei. Vézio
lasteliy linijos, tokios kaip HSC3 burnos vézys, MCF7 krities vézys, H1299 plauciy vézys ir HCT116
storosios zarnos vezys, pasizyméjo jautrumu tokiems bakteriocinams (Yusuf et al., 2015). In vitro
tyrimai, atlikti su jvairiais audiniais ir modeliais, parodé¢, kad Lactobacillus fermentum HV6b MTCC
10770 gaminamas fermenticinas HV6b gali biiti naudojamas kaip prieSvéziniy vaisty terapijos

sudedamoji dalis, nes nustatyta, kad jis sukelia véziniy lasteliy apoptoze (Kaur et al., 2013).

1.9.4.  Panaudojimas veterinarijos srityje

Veterinarijos pramongje taip pat buvo tiriamas nizino kaip profilaktinio vaisto ir priemoneés
nuo galvijy mastito naudojimas (Wu et al. 2007). Galvijy mastitas yra liga, daranti didel; ekonomin;j
poveik] pasaulio pieno pramonei, nes yra pagrindiné gyvuliy augintojy ekonominiy nuostoliy
priezastis (Perez et al., 2014). PraneSama, kad suleidus nizino pagrindu pagaminty injekciniy vaisty,
beveik 99,9 % mastitg sukelianéiy bakterijy, tokiy kaip Staphylococcus aureus ir Streptococcus

agalactiae, sunaikinama (Wu et al. 2007).
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1.9.5.  Kosmetologinis pritaikymas

Moksliniais tyrimais ir faktais pagrjsti praneSimai patvirtina prielaida, kad tam tikri probiotikai
gali prisidéti prie odos mikrofloros, lipidy barjero ir odos imuninés sistemos modifikavimo ir taip
palaikyti odos homeostaze (Clinque et al. 2011). Enterococcus faecalis SL-5 gaminamas
bakteriocinas SL5 buvo naudojamas kaip losjonas pacientams, sergantiems Propionibacterium acnes
sukeltais uzdegiminiais spuogy pazeidimais, ir, palyginti su placebo losjonu, Zymiai sumazino

uzdegiminius pazeidimus ir spuogus (Kang et al., 2009).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Bakterijy kamienai ir auginimo sglygos

Atliekant §j darbg buvo naudojamos VU GMC Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros
mikroorganizmy kultiiros kolekcijos kamienas E. coli BL21(DE3) su plazmide pET15-His-TEV-

geo6. Kiti, Siame darbe naudojami bakterijy kamienai, nurodyti 1 — oje lenteléje.

1 lentelé. Bakterijy kamienai, prie§ kuriuos buvo tikrinamas antibakterinis aktyvumas, bei jy

auginimo terpés.

Rasis Kamienas Auginimo terpé
Aeribacillus pallidus DSM 36707

Anoxybacillus tepidamans DSM 163157

Geobacillus gargensis DSM15378T

Geobacillus stearothermophilus | DSM 13240

Geobacillus subterraneus DSM 135527 CASO

Geobacillus thermocatenulatus DSM 730

Geobacillus debilis DSM 160167

Geobacillus uzenensis DSM 135517

Geobacilus caldoxylosilyticus TS24

Geobacillus thermodenitrificans | DSM 465" TGP
Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus subtilis 168 LB
Bacillus velezensis CHO02

Bacillus zanthoxyli CHO7

E. coli kamienas bei kiti mezofiliniy bakterijy kamienai buvo auginti Luria-Bertani (LB)
terpéje 37 °C temperatiroje 180 aps./min. Kiti darbe naudoti termofiliniy bakterijy kamienai buvo
auginti skystoje CASO terpéje, o Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657 kamienas augintas
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TGP skystoje terpéje 55 °C temperattiroje 200 aps./min. Darbe naudoty terpiy sudétys apraSytos 2 —

lenteléje.

2 lentelé. Naudotos terpés.

Terpé

Terpés sudétis

LB (Biolab)

10 g/L peptono
5 g/L mieliy ekstrakto
10 g/L NaCl

MB

10 g/L peptono (Roth)
5 g/ mésos ekstrakto (Merck)
5 g/L NaCl (Roth)

TGP

17 g/L triptono (Bacto)

3 g /L sojy peptono (Bacto)
5 g/L NaCl (Roth)

2,5 g/L K2HPOg4 (Roth)

CASO (Roth)

3g/L peptono

2,5 g/L KoHPO4
5 g/L NaCl

2,5 g/L gliukozés

E. coli kamieny auginimui naudota agarizuota LB (Biolab) terpé. Kitiems termofiliniy

bakterijy kamienams naudota CASO-Agar terpé. Agarizuotos TGP ir MB terpés buvo gaminamos

pridedant 15 g/L. agaro (Oxoid). Po autoklavavimo j TGP agarizuotg ir neagarizuotg terpés buvo

pridedama sterilaus filtruoto piruvato (4 g/L), bei glicerolio (4g/L) .
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2.2. Metodal

2.2.1. Bioinformatiniai jrankiai

Siekiant jvertinti baltymo erdving struktiira, jo aminoriigs§¢iy seka buvo analizuojama
bioinformatiniu jrankiu PSIPRED (nuoroda j internetinj puslapj:
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/&uuid=4172371a-d9f6-11ec-9bdd-00163e100d53).

Baltymo koncentracija buvo nustatoma matuojant absorbcijg prie 280 nm, o perskaiciuojant

jo koncentracija buvo naudojamas bioinfromtinis jrankis — ATT Bioquest (nuoroda i inernetinj

puslapj: https://www.aatbio.com/tools/calculate-protein-concentration).

2.2.2. Rekombinantinio baltymo biosintezé

E. coli raiskos kamienas BL21 (DE3) su plazmide pET15-His-TEV-geo6, kuri koduoja
rekombinantinj bakteriocing Geo6, augintas LB terpéje su ampicilinu (50 pg/mL), purtykléje su
aeracija ir 37 °C temperatiiroje. Lastelés auginamos, kol OTeoonm pasiekia 0,7 — 1,2. Pasiekus
reikiamg kultiiros optinj tankj geny raiska indukuojama terpe papildzius 1 mM IPTG. Lasteliy
indukcija buvo vykdoma 3 valandas. Po indukcijos lgstelés surenkamos ir centrifuguojamos prie
5000xg, 20 min., 4 °C temperattiroje. Nucentrifuguotos lastelés suspenduojamos 50 mM NaH2PO4
100mM NacCl buferyje (pH 7,4).

2.2.3.Tricininé¢ NDS-PAGE-baltymy elektroforezé

Si baltymy elektroforezé buvo atlieckama pagal Schagger (2006). Baltymai isskirstomi
poliakrilamido gelyje, naudojant 10 % skirstomajj ir 4 % koncentruojamajj gelius. Po elektroforezés
gelis plaunamas dejonizuotu vandeniu 4 kartus po 10 min. Tada gelis nudazomas PageBlue Protein
Staining Solution (Thermo Fisher Scientific) dazu pagal gamintojo rekomendacijas. Atliekant
elektroforeze¢ kartu su meéginiais leidZiamas ir PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder

(Thermo Fisher Scientific) baltymy standartas.

2.2.4. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

ISgryninto bakteriocino antibakterinis aktyvumas vertinamas laSeliu metodu. Kamienai, prie$

kuriuos tikrintas aktyvumas buvo auginami skystoje augimo terpéje iki OTeoonm 1,0. Tada Igstelés
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sumaiSomos su iSlydyta agarizuota terpe, kad galutinis Igsteliy OT terpéje biity 0,1, ir iSpilstomos |
Petri leksteles. Laseliy metodas atliekamas kai ant sustingusios terpés 1¢ksteléje uzlaSinama po 10 pL
méginio (iSgryninto bakteriocino), leidziama i§dzititi. Lékstelés su termofiliniais bakterijy kamienais
per nakt] inkubuojamos prie 55 °C, o mezofiliniy - 37 °C temperatiiroje. Kontroléms naudojamas
buferis 20 mM NaH2POs (pH 7,4). Tikrinant aktyvumg Sulineliu metodu, léksteleje iskerpami

Sulineliai pipetmano antgaliu ir j Sulinélj jpilama 50 pL méginio.

2.2.5. Baltymy koncentravimas silika geliu C18ce

Baltymo koncentravimui naudota Macherey-Nagel CHROMABOND C18ec kolonéle.
Pirmiausia kolonélé praplaunama 3 mL vandeniu, véliau ant jos uznesamas 3 mL ACN (acetonitrilo)
100% tirpalas. Kai kolonélé praplaunama su ACN 100%, uzneSamas méginys. Po méginio uznesimo

kolonélé plaunama 3 mL ACN 5%. Baltymai nuo kolonélés eliuojami 3 mL ACN 75%.

2.2.6. Baltymy koncentravimas metanoliu ir chloroformu

Baltymai koncentruoti atliekant baltymy ekstrakcija chloroformu ir metanoliu pagal Wessel
ir Fliigge (1984). 100 pL tiriamojo meéginio (1,5 mL tiirio ependorfe) sumaiSoma su 400 pL. metanolio
ir i§vorteksuojama. Tada jpilama 300 pL H20 ir 100 pL chloroformo, labai gerai iSvorteksuojama.
Susidrumstes méginys iSvorteksuojamas ir centrifuguojamas 14000xg 1 min. Susiformuoja trys
sluoksniai, su pipetmanu nusiurbiamas virSutinis sluoksnis, nepalieCiant baltymy — vidurinio
sluoksnio. | ependorfag su likusiu apatiniu sluoksniu ir baltymais jpilama 400 pL metanolio,
iSvorteksuojama ir tada centrifuguojama 20000xg 5 min. Pasalinama kiek galima daugiau metanolio

nepalie€iant nuosédy ir dziovinama.

2.2.7. Bakteriocino stabilumo jvertinimas skirtingose pH reikSmése ir

temperaturose

ISgryninto bakteriocino stabilumas skirtingose pH reikSmése ir temperatiirose buvo
atliekamas $ulinéliu metodu naudojant indikatorinj kamiena G. thermodenitrificans DSM 465"

Bakteriocino stabilumo jvertinimas jvairiose temperatiirose atliekamas 1,5 mL tirio
ependorfe, 50 uL méginio inkubuojama 60°C, 80°C, 100°C temperatirose 2 valandas. Po inkubacijos
atlieckami serijiniai skiedimai, skiedziant po du kartus, naudojant 20 mM NaH2PO4 buferj (pH 7,4).

Meéginai iSpilstomi i Sulinelius po 50 pL.
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Bakteriocino stabilumo jvertinimas jvairiose pH reik§Smése buvo atliekamas taip pat 1,5 mL
turio ependorfe. 10 pL baltymo sumaiSoma su 182,5 pL. H20 bei 1 M buferiniu tirpalu (3 lentel¢). Po
sumai§ymo meéginys inkubuojamas 2 valandas. Tuomet méginys neutralizuojamas su 250 uL. 1 M
NaH2PO4 buferiniu tirpalu (pH 7) bei jpilama 750 uL. H2O. Atliekami serijiniai skiedimai skiedziant
du kartus, naudojant TGP terpg. Toliau méginai iSpilstomi j Sulinélius po 50 pL. Lékstelés
inkubuojamos 55 °C temperatiroje per naktj. Kontroléms vietoje baltymo naudojamas 20 mM
NaH2PO4 buferis (pH 7,4). Baltymo aktyvumas apskai¢iuojamas pagal formulg: AU/mL=2"x1mL/V.

N - (didZiausias skiedimas prie kurio gautas aktyvumas), V - (méginio taris j Sulinélj).

3 lentelé. Darbe naudoti pH buferiai.

pH Sudétis
1M natrio acetatas

1M natrio acetatas

1M natrio fosfatas

1M natrio fosfatas
1M tris - HCI

1M tris - HCI

10 1M natrio karbonatas

Ol 00| N| o o1 &

2.2.8. Baltymy gryninimas

2.2.8.1. Ni?* afininé chromatografija

Geo6 bakteriocinas buvo grynintas Ni%* afininés chromatografijos metodu i§ lasteliy lizato
tirpios baltymy frakcijos. Po indukcijos surinktos lgstelés suspenduojamos 25 mM NaH2PO4 buferiu
su 500 mM NacCl ir 500 mM imidazolo, pH 7,4. Lastelés toliau ardomos sonikuojant ultragarsu
(SONICS — Vibra cell) 5 minutes, naudojant parametrus: 35% amplitudé¢, 5 sek. ON, 10 sek. OFF. Po
sonikavimo suardytos Igstelés centrifuguojamos prie 18000xg 5 min. Toliau, po lasteliy ardymo
ultragarsu buvo atskirta tirpi baltymy frakcija, i$ kurios véliau gryninamas His-TEV-Geo6 peptidas,
kuriame yra TEV proteazés kirpimo saitas, skiriantis 6-iy histidino aminoriig§¢iy Zymenj nuo Geo6
bakteriocino peptido. Gryninimas vykdomas naudojant HisTrap 1 mL (GE) kolonelg ir vidutinio
slégio skysCiy chromatografijos sistemg BioLogic DuoFlow (Bio-Rad). Pirmiausia, kolonélé
ekvilibruojama naudojant 25 mM NaH2PO4 buferj su 500 mM NaCl, pH 7.,4. Po ekvilibracijos ant
kolon¢lés uzneSamas méginys suspenduotas tame paciame buferyje. Po méginio uzneSimo kolonele

praplaunama su 25 mM NaH2PO4 buferiu su 500 mM NaCl ir 20 mM imidazolo, pH 7,4. Tuomet
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vykdoma baltymo eliucija nuo kolonélés naudojant 25 mM NaH2POs buferj su 500 mM NaCl ir 500
mM imidazolo, pH 7,4.

2.2.8.2. Nudruskinimas

Po gryninimo Ni?" afininés chromatografijos metodu, His-TEV-Geo6 baltymas yra
nudruskinamas gelchromatografijos metodu, naudojant HiTrap 5 mL (GE) ir skysciy
chromatografijos sistemg BioLogic DuoFlow (Bio-Rad). Baltymas buvo nudruskintas naudojant 50
mM NaH>PO4 buferj su 100 mM NaCl, pH 7.4.

2.2.8.3. Karpymas su TEV proteze

ISgrynintas ir jau nudruskintas peptidas, buvo karpomas naudojant TEV proteazg, kad
nukirpti 6 His zymenj. Sio peptido karpymo salygos jau buvo nustatytos, todél His- TEV-Geo6A
peptidas buvo karpomas su zinoma TEV proteazés koncentracija. | 2 mL reakcijos miSinj buvo
dedama 166,6 ng TEV proteazés (4,13 mg/mL). Reakcijos miSinys papildomas 5 mM DTT ir

inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 3 valandas.

2.2.8.4. Katijony mainy chromatografija

Po His-Tev-Geo6 peptido karpymo naudojant TEV proteaze, reakcijos misinys buvo
gryninamas katijony mainy chromatografijos metodu, kad atskirti Geo6 peptida nuo proteazés. Jony
mainy chromatografija buvo vykdoma naudojant UNO S-1 1 mL (Bio-Rad) kolonéle ir vidutinio
slegio skysCiy chromatografijos sitema BioLogic DuoFlow (Bio-Rad). Pirmiausia, kolone¢lé
ekvilibruojama naudojant 20 mM NaH2POs buferj, pH 7,4. Po ekvilibracijos ant kolonélés uzneSamas
meéginys suspenduotas tame paciame buferyje. Po méginio uzne$imo kolonélé praplaunama su 20
mM NaH2PO4 buferiu pH 7,4. Tuomet vykdoma baltymo eliucija nuo kolonélés linijiniu gradientu
naudojant 20 mM NaH2POg buferj su 1 M NaCl, pH 7,4.
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3. REZULTATAI IR JUU APTARIMAS

3.1. Geob6 biosinteze ir gryninimas

Geo6 bakteriocinas buvo identifikuotas P. thermoglucosidasius DSM 2542 termofilinés
bakterijos genome ir pirmieji darbai su Siuo bakteriocinu buvo pradéti dar 2019 m. Vilniaus
universiteto magistrantés Anos Koniuchovaités. Studentés darby metu Geo6 koduojantis genas buvo
iklonuotas j pET15 raiskos vektoriy heterologinei biosintezei E. coli BL21(DE3) Iastelése.

Ankstesniy darby metu buvo gaunama maza baltymo iseiga, todél pirmame $io darbo etape
sickéme iSgauti kuo didesnj rekombinantinio Geo6 baltymo kiekj, todél buvo stengtasi parinkti
optimalias baltymo indukcijos salygas didziausiai bakteriocino iSeigai gauti. Po baltymo indukcijos
lastelés buvo suardytos sonikuojant ultragarsu (SONICS — Vibra cell) ir i$grynintas Ni?* afininés
chromatografijos ir gelchromatografijos metodais. Toliau, baltymas His-TEV-geo6A buvo karpomas
TEV proteaze, nukirpti His Zymenj. Po karpymo, baltymas iSgrynintas katijony mainy

chromatografijos metodu naudojant baltymy chromatografijos sistema (3.1 pav.).

3.1 pav. Tricininé NDS-PAGE analizé po baltymo gryninimo jony mainy chromatografijos metodu.
2-5 — surinktos eliucijos frakcijos su i$grynintu Geo6 peptidu. 6-10 — Kitos eliucijos frakcijos.

Teorinis Geo6 baltymo dydis su nukiprtu His zymeniu yra 5,5 kDa.

IS viso Siame darbe heterologiné biosintezé ir Geo6 gryninimas buvo daromi 4 kartus,

keiciant optinj tankj prie kurio indukuojama baltymo biosintezé. Tokiu biidu buvo siekiama iSgryninti
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didesnj peptido kiekj. Lastelés buvo indukujamos prie 0,7-1,2 OT. Visus kartus buvo gautos
skirtingos peptido koncentracijos (4 lentelé). Toliau, po gryninimo chromatografijos metodais
bandéme baltymg sukoncentruti silika geliu - C18ce, bei metanoliu — chloroformu. Gauti rezultatai
parod¢, kad Sie koncentravimo metodai netinkami, nes po koncentravimo prarandama didelé dalis
baltymo - méginio aktyvumas sumazéja.

Palyginus visy gryninimy koncentracijas galima daryti prielaida, jog prie didesnio OT
gaunama ir didesné peptido koncentracija. Frakcijos su sukarpytu ir iSgrynintu peptidu buvo
naudojamos tolimesniuose eksperimentuose. Didziausias iSgryninto baltymo kiekis i§ 1 L bakterijy

kultaros, indukuojant prie 1,2 OT, buvo gautas 159,8 nmol (viso 1.5 mL).

4 lentelé. ISgryninto Geo6 koncentracijy vidurkis prie skirtingo OT.

oT Koncentracija (nmol)
0,7 21,61

0,8 29

1 31

1,2 159,8

3.2. Bakteriocino stabilumo jvertinimas temperatiirose ir pH reikSmeése

[Sgryninus pakankamg baltymo kiekj toliau atlikome eksperimentus jvertinti bakteriocino
stabilumui jvairiose temperatiirose. Stabilumo jvertinimui buvo naudojamas indikatorinis G.
thermodenitrificans DSM 465" kamienas, atliekamas $ulinéliy metodas. Stabilumas buvo vertinamas
kambario temperatiiroje bei 60°C, 80°C, 100°C temperatiirose. Gauti rezultatai parodé, kad Geo6
bakteriocinas islicka stabilus visose tirtose temperatiirose (5 lentel¢). Lyginant su kontrole, kuomet
aktyvumas buvo 5120 AU/mL, po inkubacijos 100 °C temperattiroje 2 val. aktyvumas isliko toks pats
—5120 AU/mL (3.2 pav.).

5 lentelé. Bakteriocino stabilumo jvertinimas % skirtingose temperattirose.

Salygos Stabilumas %
Kontrolé - neinkubuotas. 100 %
60 °C, 2 val. 100%
80 °C, 2 val. 100 %
100 °C, 2 val. 100 %
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3.2 pav. Geo6 temperatiirinio stabilumo vertinimas Sulinéliu metodu A - kambario temperatiiroje, B
- 100°C.

Toliau siekiant jvertinti bakteriocino stabilumg jvairiuvose pH, bakteriocinas buvo
inkubuojamas su skirtingais buferiais (6 lentel¢), po to buvo vertinamas jo likgs aktyvumas. Gauti
rezultatai parodé, jog nuo pH 4 iki pH 6 rugstingje terpéje Geo6 bakteriocino aktyvumas didziausias
ir nesikei¢ia — lieka 100 % lyginant su kontrole. Inkubuojant pH 7 buferyje bakteriocino aktyvumas
pradéjo mazéti ir liko 75 % lyginant su kontrole, tuo tarpu inkubuojant prie pH 8 — aktyvumas
sumazéjo iki 50 %. Daugiausiai aktyvumas sumaZzéjo po inkubacijos buferiuose su pH 9 ir pH 10,
liko tik 25 % pradinio aktyvumo. Galima daryti prielaida, jog Geo6 didZiausias stabilumas yra

rugsStiniame pH (3.3 pav.), o tuo tarpu Sarminiame jis mazéja.

6 lentelé. Bakteriocino aktyvumo jvertinimas pH ribose.

pH Aktyvumas %
4

5 100%

6

7 75%

8 50%

9

10 25%
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3.3 pav. Geo6 stabilumas pH ribose Sulin¢liu metodu A - pH 4, B - pH 10.

Svarbu paminéti, jog kitiems Sio poklasio bakteriocinams pH ir temperatiiros stabilumas
nebuvo tiriamas. Be lyderinés sekos bakteriocinai yra mazai tirta sritis ir kad tiksliau jvertinti jy
veikimg bei pritaikymo galimybes, reikéty atlikti daugiau tyrimy, ir patikrinti §iy baltymy aktyvuma

pries dar didesnj mikroorganizmy kiekj.

3.3. Bakteriocino antrinés struktiiros jvertinimas

Siekiant jvertinti baltymo erdving struktiirg jo aminoriigdéiy seka buvo analizuojama
bioinformatiniu jrankiu PSIPRED. Gauti rezultatai parodé, kad baltymas 90 % yra o spiralinéje
struktiiroje. Si analizé taip pat parodé, kad per visa baltymg yra suformuojamos 3 baltymo «
strukttros. DidZiausia i§ jy — N- baltymo gale, o maziausia — centringje baltymo dalyje (3.4 pav.).

10 0 0 a0 50
1o a7 E R v A e (s s e T [k e a  Tel w (ol [k v L Wl R oo el o w ek N e v e 43
10 20 0 an 5
I Spiraling Mestruktirizuota

3.4 pav. Bakteriocino Geo6 struktiiriné bioinformatiné analizé (nuoroda j interneting svetaing:
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/&uuid=4172371a-d9f6-11ec-9bdd-00163e100d53).
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3.4. Geo6 antibakterinio aktyvumo jvertinimas pries termofilines ir mezofilines
bakterijas

Toliau buvo tikrinamas Geo6 antibakterinis aktyvumas prie$ jvairias bakterijas laseliy
metodu. Peptido aktyvumas buvo tikrinamas pries 14 indikatoriniy termofiliniy ir mezofiliniy
bakterijy (7 lentelé, 3.5 pav.). Tyrimas parodé, kad i§ 10 tikrinty termofiliniy kamieny tik 5 i$ jy buvo
jautriis Geo6. Tuo tarpu vertinant inhibicines zonos skersmenj, didziausias bakteriocino antibakterinis
aktyvumas buvo stebimas prie§ termofilines bakterijas: Aeribacillus pallidus DSM 36707,
Geobacillus debilis DSM 160167, Geobacillus thermodenitrificans DSM 465", Tyrimas parodé, kad
bakteriocinas veikia ir prie§ vieng i$ tikrinty mezofiliniy bakterijy — Bacillus zanthoxyli CH07, taciau
aktyvumas nebuvo didelis, lyginant su termofilinémis bakterijomis. Sis tyrimas parodé, jog Geo6
veikia ne tik pries tos pacios genties bakterijas, bet ir prie§ kitos genties termofilines bakterijas —

Aeribacillus pallidus DSM 36707, bei kai kurias mezofilines bakterijas — Bacillus zanthoxyli CHO7.

7 lentelé. Geo6 peptido antibakterinis aktyvumas laSeliy metodu. ++ didelis aktyvumas; + vidutinis

aktyvumas; £mazas aktyvumas; — néra aktyvumo.

Rusis Kamienas Jautrumas Geo6 bakteriocinui
Aeribacillus pallidus DSM 36707 ++
Anoxybacillus tepidamans DSM 163157 -
Geobacillus gargensis DSM 153787 +
Geobacillus stearothermophilus DSM 13240 *
Geobacillus subterraneus DSM 135527 -
Geobacillus thermocatenulatus DSM 730 -
Geobacillus debilis DSM 160167 ++
Geobacillus uzenensis DSM 135517 -
Geobacilus caldoxylosilyticus TS244 -
Geobacillus thermodenitrificans DSM 4657 ++
Bacillus subtilis ATCC 6633 -
Bacillus subtilis 168 -
Bacillus velezensis CHO02 -
Bacillus zanthoxyli CHO07 +
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3.5 pav. ISgryninto Geo6 antibakterinis aktyvumas naudojant laseliy metoda - prie§ termofilines
bakterijas ( A, B) pries mezofilines bakterijas — C. K — kontrolé (buferis).

3.5. Apibendrinimas

Taigi, Siame darbe yra apraSomas Geo6 bakteriocinas kurio molekuliné masé 5,5 kDa.
Bakteriocinas buvo susintetintas heterologinés biosintezés budu E. coli lgstelése ir iSgrynintas
baltymy chromatografijos metodais. Tyrimo metu buvo sékmingai atrinktos salygos pasiekti didesnei
baltymo iSeigai, didZiausias iSgryninto baltymo kiekis buvo gaunamas indukuojant lgsteles prie 1,2
OT. Bakteriocino stabilumo jvertinimas Sulinéliu metodu parodé, kad Geo6 baltymas yra stabilus

plac¢iame temperattiry diapozone, be to, galima daryti prielaida, jog Geo6 didZiausias stabilumas ya

29



rugstiniame pH, o tuo tarpu Sarminiame jis mazéja. Jvertinus baltymo erdvine struktiirg, iSsiaiSkinta,
jog baltymas 90 % yra a spiralingje struktiroje. Taip pat, palyginus su pries tai buvusio tyrimo
rezultatais (Anos K. magistro baigiamasis darbas), kurie parodo, kad Geo6 bakteriocinas veikia tik
pies kai kurias tos pacios genties bakterijas, Siame tyrime buvo parodyta, jog Geo6 veikia ir pries
kitos genties termofilines bakterijas Aeribacillus pallidus DSM 3670T, bei kai kurias mezofilines
bakterijas - Bacillus zanthoxyli CHO7. Apibendrinus galima teigti, jog bakteriocinai be lyderinés
sekos yra mazai tiriama sritis, ir kad tiksliau jvertinti jy veikima, bei pritaikymo galimybes, reikéty

atlikti daugiau tyrimy, ir patikrinti $iy baltymy aktyvuma prie§ dar didesnj mikroorganizmy kiekj.
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ISVADOS

. Didziausia i§gryninto baltymo iSeiga 159,8 nmol/mL pasiekiama indukuojant Iasteles prie 1,2
oT.

. Buvo nustatyta, kad baltymas yra termostabilus ir iSlaiko stabilumg 100°C temperattroje. Taip
pat jvertinta, kad baltymo didZiausias stabilumas rtgstiniame pH 4-6, 0 huo pH 7 jo stabilumas
krenta.

. Ivertinus bakteriocino erdving struktiirg bioinformatiniais jrankiais i$siaiskinta, kad baltymas
90 % yra a spiralingje struktiiroje. Atlikti matavimy su CD spektrometrija nepavyko, nes
prietaisas buvo neprieinamas.

. PrieSingai nei praeito tyrimo metu, buvo parodyta, kad bakteriocinas veikia ir prie§ kitos
genties termofilines bakterijas - Aeribacillus pallidus DSM 36707, bei kai kurias mezofilines

bakterijas - Bacillus zanthoxyli CHO7.
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NAUJO BAKTERIOCINO GEOBACILINAS 6 BIOSINTEZE IR CHARAKTERIZAVIMAS

SANTRAUKA

Siais laikais vartotojams kelia susiriipinima maisto priedai, bei jy nenatiiralumas, o perdirbty
produkty, nepridedant jokiy cheminiy konservanty, nauda sveikatai tampa vis patrauklesné. Viena i$
alternatyvy Siam susirlipinimui spresti yra antibakteriniy peptidy sintezé, kurie dar Zinomi kaip
bakteriocinai. Bakteriocinai — tai antimikrobiniai peptidai sintetinami bakterijos ribosomy ir
pasizymintys antibakteriniu aktyvumu prie§ bakteriocing sintetinanciai bakterijai artimas ar
tolimesnes bakterijy rusis. Bakteriocinai pasizymi daugeliu teigiamy savybiy, dél kuriy jie ypac
jdomis jvairiose srityse. LAB bakteriocinai yra stabilesni auk$tose temperatiirose ir pasizymi
aktyvumu plagiose pH ribose. Sie antimikrobiniai peptidai taip pat yra bespalviai, bekvapiai ir
beskoniai, o tai dar labiau padidina jy panaudojimo galimybes. Siuo metu bakteriocinai gali biti
naudojami ne tik maisto konservavimui, taciau ir kaip perspektyviis antimikrobiniai junginiai gydymo
tikslais, bei veterinarijos ir kosmetologijos srityse.

Sio darbo metu buvo siekiama charakterizuoti naujg bakteriocing geobaciling 6 (Geo6).
Bakteriocinas geobacilinas 6, koduojamas geo6 geny klasteryje, kurio molekuliné masé 5,5 kDa,
buvo susintetintas heterologinés biosintezés budu E. coli lastelése ir iSgrynintas baltymy
chromatografijos metodais. Gauti rezultatai parodé, kad Geo6 bakteriocinas iSlieka stabilus visose
tirtose 60°C, 80°C, 100°C temperatiirose, be to, nuo pH 4 iki pH 6 rigstingje terpéje Geob
bakteriocino aktyvumas didziausias ir nesikeicia - lieka 100 % lyginant su kontrole. Be to, galima
daryti prielaida, jog Geo6 didZiausias stabilumas ya riig§tiniame pH, o tuo tarpu Sarminiame jis
mazéja. Jvertinus baltymo erdvine struktiirg, iSsiaisSkinta, jog baltymas 90 % yra o spiralinéje
strukttroje. Taip pat, palyginus su pries tai buvusio tyrimo rezultatais (Anos K. magistro baigiamasis
darbas), kurie parodo, kad Geo6 bakteriocinas veikia tik pie§ kai kurias tos pacios genties bakterijas,
Siame tyrime buvo parodyta, jog Geo6 veikia ir pries kitos genties termofilines bakterijas Aeribacillus

pallidus DSM 36707, bei kai kurias mezofilines bakterijas - Bacillus zanthoxyli CHO7.
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SUMMARY

Consumers today are concerned about food additives, unnaturalness, and the health benefits
of processed. Products without the addition of any chemical preservatives are becoming more and
more attractive. Possible alternative to address this concern is the synthesis of antibacterial peptides,
also known as bacteriocins. Bacteriocins are antimicrobial peptides synthesised by the ribosomes of
a bacterium and have antibacterial activity against bacterial species close to or distant from the
bacteriocin-synthesising bacterium. Bacteriocins have a high number of beneficial properties that
make them of particular interest in various fields. LAB bacteriocins are more stable at the high
temperatures and exhibit higher activity rate over a wide pH range. These antimicrobial peptides are
also colourless, odourless and tasteless, which further increases their potential applications.
Bacteriocins can now be used not only for food preservation, but also as promising antimicrobial
compounds for therapeutic purposes, veterinary and cosmetological applications.

The aim of this thesis was to characterise the new bacteriocin geobacillin 6 (Geo6). The
bacteriocin geobacillin 6, encoded by the geo6 gene cluster, with a molecular mass of 5.5 kDa, was
synthesised by heterologous biosynthesis in E. coli cells and purified by protein chromatography
methods. The results showed that Geo6 bacteriocin remains stable at all tested temperatures, 60°C,
80°C, 100°C, and that from pH 4 to pH 6 in acidic media the activity of Geo6 bacteriocin is maximal
and remains unchanged at 100 % compared to the control. Furthermore, it can be assumed that Geo6
has the highest stability at acidic pH, whereas it decreases at alkaline pH. The spatial structure of the
protein has been evaluated and it is found that 90% of the protein is in an a-helical structure. Also, in
comparison with the results of a previous study (Master's thesis of Anna K.), which showed that Geo6
bacteriocin acts only on some bacteria of the same genus. In the present study it was showed that
Geo6 also acts on a thermophilic bacterium of a different genus, Aeribacillus pallidus - DSM 36707,
and on some mesophilic bacteria - Bacillus zanthoxyli CHO7.
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