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SANTRUMPOS
Amp — ampicilinas;
APS — amonio persulfatas;
Aps/min — apsisukimai per minute;
a. r. — aminorugstis;
CL — kolageno tipo domenas (angl. Collagen-like domain);
CTD - C-galinis nekolageninis domenas (angl. C-terminal non-collagen domain);
DMSO - dimetilsulfoksidas;
EDTA - etilendiaminotetraacto ragstis;
EHEC — enterohemoraginis Escherichia coli kamienas;
EtBr — etidzio bromidas;
GalNAc — N-acetilgalaktozaminas (angl. N-Acetylchondrosamine);
His — histidinas;
Hyp — hidroksiprolinas;
IPTG - izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;
LB terpé — Luria-Bertani terpé¢;
MCS — multikloniné¢ sritis (ang/. multiple cloning site);
NCBI - nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National Center for Biotechnology
Information);
NB terpé — maistiniy medziagy sultinio terpé (angl. Nutrient broth);
NTD — N-galinis nekolageninis domenas (angl. N-terminal non-collagen domain);
OT - optinis tankis;
NDS — natrio dodecilsulfatas;
NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidiné elektroforeze;
SOC terpé — optimali mitybiné terpé (angl. Super Optimal broth with Catabolite repression);
Tm — baltymo denatiiracijos temperatira;
TAE — Tris/Acto rugsSties/EDTA buferinis tirpalas;
TEMED - tetrametiletilendiaminas;
Tris — 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diolis;
TSB — mitybiné terpé (angl. Tryptic Soy Broth);

V — trimerizacijos domenas.



IVADAS

Kolagenas yra baltymas, aptinkamas visuose gyviinuose — pradedant nuo pirmyjy
daugialasciy gyviny (kempiniy) ir baigiant Zzmonémis. Struktiirinis bruozas biidingas visiems
kolagenams — unikali trigubos spiralés struktiira, sudaryta i§ trijy kairiojo poliprolino II tipo
polipeptidiniy grandiniy, kurios yra susuktos j deSiniojo posiikio trigubg spirale (Brodsky, Ramshaw,
1997). Polipeptidinei grandinei biidingas (Gly — X a.r — Y a.r)n a.r pasikartojancios sekos, kur X a.r
ir Y ar pozicijas gyviuniniame kolagene daznai uzima prolinas ir hidroksiprolinas, atitinkamai
(Brodsky, Persikov, 2005).

Hidroksiprolinas gaunamas po potransliacinés prolino modifikacijos, kurig atlieka prolil-4-
hidroksilazé (P4H). Hyp liekana yra svarbi trigubos spiralés susiformavimui ir stabilizavimui (Bella
et al., 1994; Bella, 2016; Bretscher et al., 2001; Perret et al., 2001; Ramshaw, Werkmeister, 2017).
Gyviiningés kilmeés kolagenai placiai naudojami biomedicinoje dél jy biologinio suderinamumo, taciau
ju platesnj naudojimg stabdo mazas pagaminamy baltymy kiekis, rizika dél galvijy platinamos
spongiforminés encefalopatijos (angl. BSE), alerginiy reakcijy zmonéms ir gamybos standartizacijos
188ukiy (Wang et al., 2021).

Per pastaruosius dvideSimt mety, bakterijose taip pat identifikuoti baltymai, turintys (Gly — X
a.r. — Y a.r.), pasikartojimus (Yu et al., 2014). Skirtingai nei gyviiny kolagenuose, Siuose bakterijy
baltymuose néra hidroksiprolino, kuris, stabilizuoja trigubos spiralés struktiirg. Nepaisant to, kad
kolagenas néra hidroksilintas, tirty bakterijy j kolagenus panasiy baltymy trigubos spiralés struktiiros
pasizymi dideliu terminiu stabilumu (35 — 39 °C), artimu Zinduoliy kolageny stabilumui (Brodsky,
Ramshaw, 2017; Yu et al., 2014). Tai rodo, kad bakterijose veikia alternatyviis trigubos spiralés
stabilizavimo bidai. Siy unikaliy bakterijy j kolagenus panasiy baltymy struktiros i$aiskinimas yra
svarbus biotechnologiniam pritaikymui, gaminant rekombinantinius j kolageng panaSius bakterijy
baltymus.

Gyvuny kolageny heterologiné sintezé yra sudétinga, dél jiems bitiny potransliaciniy
modifikacijy. Tuo tarpu bakterijy ] kolagenus panaSiis baltymai gali buti, palyginus, lengvai
isgaunami dideliais kiekiais bakterinése raidkos sistemose (Yu et al., 2014). Zinoma, kad mezofiliniy
bakterijy j kolagenus panaSiy baltymy terminis stabilumas yra panaSus zinduoliy kolagenui (Yu et al.,
2014), taciau termofilinés bakterijos, augdamos aukstesnéje temperatiiroje, manoma, ekspresuoja
termostabilesnius baltymus, kurie galéty biiti naudojami gaminant rekombinantinius ] kolagena
panasius baltymus.

Ankstesniy darby, VU GMC Prokarioty molekulinés mikrobiologijos ir taksonomijos
laboratorijoje metu, nustatyta, kad termofiliniy bakterijy Geobacillus lituanicus N-3 kamienas
koduoja baltymga turintj kolagenams biidingg Gly — X a.r. — Y a.r. pasikartojantj motyva (A. Drutelis,

2015, magistrinis darbas), pasizymint] dideliu panaSumu  Bacillus anthracis BclB baltyma (K.



Grigaityte, 2020, bakalauro darbas). Norint jrodyti, kad G. lituanicus GclB baltymas taip pat formuoja
kolagening spiralg, Sis baltymas turi biiti susintetinamas rekombinaniskai. Taciau ankstesniy darby
metu naudojant skirtingas E. coli raiSkos sistemas, Sio baltymo heterologiskai susintetinti nepavyko
(K. Grigaityté, 2020, bakalauro darbas). Tuo tarpu pasitelkus mieliy raiskos sistemg, Sis baltymas
gautas tik netirpioje formoje (I. Skaringaité, 2021, magistro darbas)

Kadangi yra zinoma, kad B. anthracis BcIB baltymas yra glikozilinamas (Thompson et al.,
2007), Siame darbe nuspresta GelB geng ekspresuoti kartu su Salio jo iSsidéstan¢iu genu, koduojanciu

numanoma glikoziltransferaze.
Magistro darbo tikslas ir uzdaviniai:

Tikslas: gauti rekombinantinj Geobacillus lituanicus N-3 kamieno ] kolagena panasSy GclB

baltyma.
UZdaviniai:

1. Patikrinti G. lituanicus N-3 kamienag su Siam kamienui identifikuoti skirtais pradmenimis;
2. Ivertinti GelB geno raiska G. lituanicus N-3 lastelése;
3. E. coli BL21(DE3) lastelése ekspresuoti G. lituanicus N-3 kamieno Gcelb geng kartu su

glikoziltransferazés genu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kolageno tyrimy pradzia

Kolageno tyrin¢jimai prasidéjo nustacius jo struktiirg 1954 metais (Ramachandran, Kartha,
1955). Nuo to laiko atlikti tyrimai padéjo geriau suprasti kolageny struktiirines savybes — kolagenams
buidinga triguba spiraling struktiirg bei aminortig§¢iy sudétj.

Kolagenas yra gausiausias zinduoliy struktiirinis baltymas, sudarantis trecdalj suaugusio
zinduolio sausos masés. Kolagenas atlieckg svarby vaidmenj ekstralgstelinio matrikso strukttros
palaikymui ir signaly perdavimui lgstelése. Gyviinams ekstralgstelinis matriksas yra itin svarbus
vystymuisi, audiniy formos palaikymui (Brodsky, Ramshaw, 1997; Kielty et al., 2002; Screen et al.,
2015). D¢l atliekamos funkcijos zinduoliuose, jskaitant zmones, kolagenas yra vienas geriausiai
iStirty baltymy (Shoulders, Raines, 2009). Gyviininiame kolagene, trigubos spiralés kolageno
molekulés gali susijungti j jvairias supermolekulines struktiiras, i$ kuriy susidaro skaidulos ir tinklai,
aptinkami zinduoliy audiniuose. Pagal supermolekuling strukttirg ir junginius kolageng galima
suskirstyti ] skirtingas klases: fibriliniai kolagenai, inkarinés fibrilés, pluostus formuojantys
kolagenai, tinkla formuojantys kolagenai, su fibrilémis susij¢ kolagenai su nutrikusiomis trigubomis
spiralémis (FACIT), su membranomis susijes kolagenas su nutriikusiomis trigubomis spiralémis
(MACIT), multipleksinai ir nekategorizuoti kolagenai (Ottani et al., 2002; Kielty, Grant 2002; Birk,
Peter, 2010; Ricard-Blum, 2011).

Didzigja XX a. dalj buvo manoma, kad Sie baltymai budingi tik gyviinams (Frantz et al.,
2010). Taciau did¢jantis nuskaityty genomy ir geny seky skaicius duomeny bazése atskleide, kad |
kolagenus panaSiy koduojamy seky motyvy yra virusuose (Bamford et al., 1990) ir bakterijose
(Lukomski et al., 2000).

Triguba spiralé yra biidinga visy tipy kolagenams ir yra svarbiausia kolagenus apibiidinanti
savybe (Persikov et al., 2000). Lyginant bakterijy j kolageng panasius baltymus su Zinduoliy kolageno
baltymais, reikSmingiausias bruozZas yra trigubos spiralés Gly — X a.r — Y a.r. polipeptidiniai a.r.
pasikartojimai. Kitas panaSumas yra tai, kad Zinduoliy kolagenai yra atsparis tripsinui. Bakterijy |
kolagena panaSiy rekombinantiniy baltymy, kurie sugebéjo suformuoti trigubg spirale, tyrimai
parod¢, kad Sie baltymai taip pat yra atsparis tripsinui. Kalbant apie terminj stabiluma, bakterijy }
kolageng panaSus baltymai pasiZymi panaSiu terminiu stabilumu Zinduoliy kolagenui: bakterijy j
kolagena panasiy baltymy Tm yra ~ 35 — 39 °C, o zinduoliy kolageny T — 37 °C. Taip pat, tiek
zinduoliy kolagenai, tiek bakterijy | kolagenus panaSts baltymai turi trimerizacijos domena (Yu et

al., 2014).

1.2 Kolageno struktiara
Kolageno molekulés gali biiti sudarytos i§ trijy vienody arba i§ dviejy ar trijy skirtingy

polipeptidiniy grandiniy. Kiekviena polipeptidiné grandiné turi kairiojo poliprolino II tipo spiralés
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struktiirg. Sios trys polipeptidinés grandinés kartu formuoja 1,5 nm skersmens desiniojo posikio
spirale. Kolagenams yra biidingas unikalus (Gly — X — a.r. — Y a.r.), polipeptidinis pasikartojimas, kur

X a.r. — dazniausiai yra prolinas, o Y a.r. — hidroksiprolinas (1.1 pav.).

o Ko,
3 OH OH
HaN
N
OH N 3 N

O Glicinas O Hidroksiprolinas O Prolinaos

M

Polipeptidiné
aminoragsciy grandiné /\/\/\/

I8 trijy polipeptidiniy

kolageno spiralé

1.1 pav. Schematin¢ kolageno struktiiros reprezentacija (Sobczak-Kupiec ef al., 2021)

Hidroksiprolinas yra bitinas eukarioty kolagenams, nes stabilizuoja trigubos spiralés
formavimasi (Picker et al., 2022; Qiu et al., 2021). Dél glaudaus trijy polipeptidiniy grandiniy
18sidéstymo triguboje spiral¢je, kas treCia liekana, pasikartojancioje (Gly — X ar. — Y ar)
aminoriugsciy sekoje, turi biti glicinas. Tuo tarpu X ir Y pozicijose esancios aminortig$ciy liekanos
i§sidésto trigubos spiralés polipeptidinés grandinés iSoréje. Toks iSsidéstymas, kai polipeptidiné
grandiné pasisuka taip, kad glicinas likty centrinéje trigubos spiralés aSies dalyje yra ypac svarbus,
kadangi bet kokia didesné, nei centre esanti glicino liekana, dél steriniy kliti¢iy netilpty j trimering
spirale (Chen et al., 2011). Be to, pakeiiant glicing bet kuria kita a.r liekana, trigubos spiralés
grandiné tapty maziau stabili. X ir Y pozicijose gali biti jvairios aminortigstys, taciau norint, kad §i
triguba spiralé buty stabili, apie 20 % Siose pozicijose esanciy aminoriigSciy turi biiti imino grupés
rugstys, kurios stabilizuoja polipeptidines grandines. Biosintezés metu prolino liekanos jterpiamos ]
X ir Y pozicijas, o po to vyksta potransliacinis Y pozicijose esanciy proliny hidroksilinimas, kurio
metu susidaro hidroksiprolinas. Gly — Pro — Hyp aminortig§¢iy pasikartojimai yra labiausiai
stabilizuojantys kolageno trigubag spirale, taip pat, tai yra dazniausiai sutinkama aminoriugsciy
pasikartojimy seka kolagenuose. Trys polipeptidinés grandinés, sudarancios trigubg spirale, taip pat

yra sujungtos NH---CO vandeniliniais rySiais (1.2 pav.).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2022.840939/full#B147
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1.2 pav. Molekulin¢ kolageno trigubos spiralés struktiira. a) ir b) paveiksle matomos punktyrinés
linjjos atvaizduoja vandenilinius rySius tarp skirtingy polipeptidiniy grandiniy NH---CO atomy
kolageno trigubos spiralés molekuléje (Shoulders, Raines, 2009)

Didelés skiriamosios gebos kristalinés struktiiros ir Siuolaikiniai biofizikiniai metodai leido
i§samiai istirti kolageno triguby spiraliy struktiira ir stabiluma. Siose kristalinése struktiirose pastebéti
vandeniliniai ry$iai yra labai svarbiis trigubos spiralés stabilumui, o jy nebuvimas gyvininiame

kolagene lemia jvairias patologines biikles (Shoulders, Raines, 2009).

1.3 I kolageng panasSiy baltymy atradimas virusuose ir bakterijose

1990 m. buvo nustatyta, kad | kolageng panaSiy baltymy sekos yra koduojamos virusy
genomuose, tarp kuriy daugiausia bakteriofaguose (Bamford et al., 1990; Rasmussen et al., 2003).
Kolagenai gali buti produkuojami taip pat kai kuriy milzinisky eukariotines lasteles infekuojanciy
virusy. Tokiy virusy kolagenai yra modifikuojami po transliacijos pasitelkiant Igstelés Seimininkés
koduojamas hidroksilazes ir glikozilazes. Vienas i8 tokiy virusy yra mimivirusas (skersmuo 0,75 pm),
kuris uzkrecia amebas (Luther et al., 2011; Yamada, 2011).

2000 m. jrodyta, kad j kolagena panaSiy baltymy yra ir bakterijose ir kad jie gali formuoti
trigubos spiralés struktiiras (Lukomski et al., 2000). Anks¢iau manyta, kad | kolageng panasiems
baltymams biidinga triguba spiralé¢ negali susidaryti be potransliacinés prolino modifikacijos 1}
hidroksiprolina, t. y. potransliacinio mechanizmo biidingo eukariotams. 2000 m. Atliktuose tyrimuose
nustatyta, kad gramteigiamos bakterijos Streptococcus pyogenes gamina j kolageng panasy baltyma
— SclA (angl. Streptococcal collagen-like protein A) (Lukomski ef al., 2000). Tolimesni tyrimai
parode, kad S. pyogenes koduoja dar vieng kolageno tipo baltymg, SclB (Whatmore, 2001). Véliau
Sie baltymai buvo pervadinti ir Siandien zinomi kaip Scll ir Scl2 (Humtsoe et al., 2005). Naudojant
ziedinio dichroizmo (angl. circular dichroism (CD)) spektroskopija buvo patvirtinta, kad bakterijy i
kolagenus panasius Scll ir Scl2 baltymai formuoja trigubos spiralés strukttira (Xu et al., 2002) ir kad
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Sie Scll ir Scl2 yra ekspresuojami A grupés streptokoky Igsteliy pavirSiuje (Lukomski et al., 2000;
Lukomski ef al., 2001; Myllyharju, 2004).

Irodyta, kad ir kitos bakterijy r0Sys: Bacillus anthracis, Bacillus amyloliquefaciens,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Legionella pneumophila ir Burkholderia genties
bakterijos gamina j kolageng panasius baltymus (Bachert ez al., 2015; Ellison et al., 2020; Rasmussen
et al., 2003; Schnicker, Dey 2016; Yu et al., 2014). Prie pastaryjy gretos prisideda tiek patogeninés,
tiek nepatogeninés dirvozemio bakterijos (Yu ef al., 2014). Idomu tai, kad kai kuriose patogeninése
bakterijose aptiktos j kolageng panasiy baltymy sekos yra virusinés kilmés, t.y genetiné medziaga
jgyta fagy infekcijos metu (Muniesa et al., 2003; Muniesa et al., 2004). Pavyzdziui E. coli O157:H7
ir kity EHEC kamieny genomuose esantys atviri skaitymo rémeliai su j kolageng panasiomis sekomis
automatiskai anotuojami kaip ,hipotetiniai uodegos pluosto baltymai“. Sios j kolagena panasios
sekos, atrodo, yra i$skirtinis EHEC kamieny ir keliy bakteriofagy bruozas ir nebuvo aptiktos K-12 ar
kituose nepatogeniniuose E. coli kamienuose. Daugelio patogeniniy kamieny genomai yra 0,9 Mb
didesni nei nepatogeniniy kamieny, o papildoma genetiné medziaga, atsirado dél horizontalaus geny
perdavimo (Ghosh et al., 2012). Taigi Sie, j kolagena panasiis baltymai, kaip manoma, dalyvauja fagy
morfogeneze¢je profagy indukcijos metu. Todél galima daryti prielaidg, kad i kolagena panasiis
baltymai EHEC E. coli genomuose atsirado dél bakteriofagy infekuojanciy Sias bakterijas (Bansal et
al.,2007; Bergholz et al., 2007; Herold et al., 2005; Lee et al., 2007).

I kolageng panaSiis bakterijy baltymai rasti ir tarp termofiliniy bakterijy. IS visy tirty
termofiliniy Bacillota bakterijy, baltymai, turintys j kolagena panasia sritj buvo uzkoduoti maziau nei
puséje genomy. Keletas domeny, kurie tur¢jo i kolagena panasSia sritj, buvo biidingi Zinomiems
gramteigiamy bakterijy endospory baltymams. Kolageno tipo baltymai yra identifikuoti ir Bacillus
genciai giminingy termofiliniy Geobacillus genties bakterijy genomuose. Publikuotame tyrime, buvo
analizuojami 22 genomai priklausantys Geobacillus genciai, i§ kuriy net devyni genomai turéjo |
bakterijos auga esant 55 — 70 °C temperatiirai. Tod¢l Sios genties bakterijos yra biotechnologiskai
svarbios ] kolageng panaSiy baltymy tyrimuose, dél Siy bakterijy aukStesnéje temperatiroje
sintetinamy baltymy, kurie manoma, yra termostabilesni, palyginti su kity bakterijy, kurios auga
Zemesngje temperatiiroje, sintetinamais baltymais (Hussein et al., 2015; Lai et al., 2023; Novik et al.,
2018).

1.4 Bakteriju i kolagenus panasiy baltymy funkcijos

I kolageng panasiis bakterijy baltymai gali atlikti labai skirtingas funkcijas. Kai kurios
funkcijos yra ne kolageniniuose domenuose, o kitos priklauso nuo j kolageng panasioje srityje esanciy
motyvy. PavyzdZiui, S. pyogenes M1 serotipo Scll ir Scl2 baltymai gali susipinti su suZeisto audinio

kolagenu ir taip vykdyti invazijg ir prilipti prie suZeistos vietos, infekcijos proceso metu (Ellison et

10



al.,2020). Be to, Scl1 baltymas jungiasi su fibronektinu ir integrinais (a2f1 ir a11B1) ir tarpininkauja
bakterijy prilipimui prie zaizdos mikroaplinkos, yra svarbus vidulgstelinei invazijai ir imuninés
sistemos apéjimui (Caswell et al., 2008; Oliver-Kozup et al., 2011; Oliver-Kozup et al., 2013;
Lukomski et al., 2017). Nustatyta, kad S. pneumoniae PclA baltymas vaidina svarby vaidmenj
sukibimo su Seimininko Igstelémis ir invazijos ] jas procese (Paterson et al., 2008). BclAl 1§ C.
difficile reikalingas gyviiny kolonizacijai ir infekcijai (Pizarro-Guajardo et al., 2016). Zinoma, kad B.
anthracis BclA baltymas atlieka spory egzosporiumo stabilizavimo vaidmenj, o dé¢l labai stabilaus C-
galinio nekolageninio domeno jo lydymosi temperatiira siekia 95 °C (Boydston et al., 2005). |
kolagena panaSus baltymas, kuris yra ekspresuojamas B. amyloliquefaciens, dirvozemyje
gyvenancios bakterijos, leidzia joms prilipti prie augaly Sakny, kur jos skatina augaly augima (Zhao
et al., 2015). Taip pat nustatyta, kad du i$ keturiy j kolagena panasiy B. amyloliquefaciens baltymy
yra lastelés ziuzeliuose ir jie prisideda prie Igstelés mobilumo (Zhao et al., 2016).
1.5 Bakteriju i kolagenus panasSiy baltymy paplitimas

Qiu et al., (2021) tyrime buvo analizuojamas bakterijy i kolagenus panasiy baltymy seky
paplitimas tarp duomeny bazéje esanciy aminoriigiciy seky. IS NCBI duomeny bazés buvo
analizuojamos 60 789 a.r. sekos, kurios buvo anotuotos kaip i kolageng panasiis baltymai. Tarp Siy
seky buvo 14 bakterijy tipy: Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chlorobi, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Bacillota, Fusobacteria, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes
ir Verrucomicrobia. Tyréjy atlikta bioinformaciné analize atskleide, kad ~ 98,9 % j kolageng panasiy
baltymy yra paplite¢ tarp Bacillota, Proteobacteria, Actinobacteria ir Bacteroides tipams
priklausanciy bakterijy. Bacillota tipg sudar¢ didzioji dalis, net 68.1 %. Tarp Bacillota tipo, rasta 23
959 (39,4 %) 1 kolageng panasiy a.r seky, kurios priklauso Bacillus genciai. Panasus baltymuy, turin¢iy
1 kolagena panasia sritj, paplitimas nustatytas Bacillota tipui priklausanciy bakterijy genomuose tarp
165 ekstremofiliniy bakterijy (Qiu et al., 2021).

1.6 Bakteriju i kolagenus panasiy baltymy aminoriigs¢iu sudétis

Literattiroje apraSyti bakteriniai kolagenai pasizymi a.r. jvairove X a.r. ir Y a.r. pozicijose,
polipeptidingje Gly — X a.r. — Y a.r pasikartojimy sekoje. Bakterijy kolagenuose X a.r. pozicijoje
dazniausiai pasitaikanti a.r. yra prolinas, panaSiai kaip stuburiniy gyviiny kolagenuose, o Y a.r
pozicijoje vyrauja treoninas (Ghosh et al., 2012; Rasmussen et al., 2003). Visuose bakterijy kolageno
domenuose pastebimas didelis Pro a.r. kiekis — daugiau kaip 20 % (Yu et al., 2014). Bacillota tipui,
kuriam priklauso Bacillus ir Streptococcus, 1 kolagena panasiy baltymy srityse yra mazdaug 16,42 %
treonino, 10,09 % prolino, 9,17 % alanino ir 7,89 % glutamino a.r liekany (Qiu ef al., 2021). Kity
bakterijy tipy kolageninése srityse yra didesnis alanino arba prolino a.r. procentas (Qiu et al., 2021).

Daugiausiai, bakterijy | kolagenus panaSiuose baltymuose randama poliniy a.r. liekany.

Pavyzdziui | kolageng panaSioje S. pyogenes Scl baltymy srityje yra daug poliniy arba jkrauty a.r.
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lieckany X ir Y pozicijose (Mohs et al., 2007). Vienas pagrindiniy ] kolagenus panasiy bakteriniy
baltymy bruozy, kuris niekada nepasitaiko gyviny kolagenuose, yra daznas pasikartojanciy
aminoriigs¢iy seky modelis, pavyzdziui, GKDGKDGQNGKDGLP S. pyogenes Scl2 baltyme,
(GPKGEP), Methylobacterium sp. 4 — 46 bakterijoje ir pasikartojanti (GPT)sGDTGTT seka B.
anthracis BclA baltyme (Yu et al., 2014).

1.7 Prokariotiniy j kolagenus panasiy baltymy trigubos spiralés stabilizavimas

Prokariotai sukiiré skirtingas trigubos spiralés stabilizavimo molekulines strategijas, kurios
skiriasi ne tik nuo eukarioty, bet ir tarp skirtingy bakterijy (Boydston et al., 2005; Han et al. 2006;
Rasmussen et al., 2003). Tinkamas trigubos spiralés sulankstymas yra bitinas kolageno
funkcionalumui. Bakterijy j kolageng panaSts baltymai trigubos spiralés stabilizavimui naudoja
hidratacijos sukeltus vandeniliniy ryS$iy tinklus, elektrostatines sgveikas tarp Soniniy grandiniy ir
specifinius stabilizuojancius polipeptidinius pasikartojimus (Mohs et al., 2007; Xu et al., 2010).

Teoriskai bakterijos galéty naudoti Gly — Pro — Pro polipeptidinius pasikartojimus, kurie yra
labai stabilizuojancios sekos (pvz., (Gly — Pro — Pro)i4 T yra 40 °C), tac¢iau Gly — Pro — Pro
polipeptidai bakterijy kolageno tipo baltymuose randami retai, tod¢l gali buti, kad tokios sekos
bakterijoms kelia toksiSkumo problemy (Han et al., 2006). Imino rtig§¢iy neturincios polipeptidy
sekos su polinémis a.r. lickanomis, pavyzdziui, Gly — Gln — Asn, daug maziau destabilizuoja Scl2
seka nei Pro — Hyp turtingoje aplinkoje. Kai ilgis virsija 40 polipeptidy seky, Scl2 baltymas naudoja
Ivairias elektrostatines saveikas, tarp grandiniy esancius vandenilinius rySius ir hidratacijos
salygojama vandeniliniy rySiy tinklg kaip alternatyva Hyp stabilizavimui gyviiny kolagenuose (Mohs
et al., 2007). Toks stabilizavimo biidas galimas, nes Scl baltymas, turi poliniy a.r. liekany, kurios
sgveikauja su vandens molekulémis ir sukuria platy vandeniliniy ry$iy tinklg, atkartojant]
hidroksiprolino vaidmen; eukarioty kolagene. Tokie tinklai vadinami hidratacijos tinklais ir jie
stabilizuoja triguba spirale bei suteikia Scl baltymui aukStesne¢ terminio lydymosi temperatiirg ~ 36
°C (Mohs et al., 2007).

Rekombinantinis Scl2 baltymas ir jo modifikuoti variantai gali sudaryti trigubg spirale, kurios
stabilumas panasus j zinduoliy kolageny stabilumg (Tm ~ 37 °C). Kadangi Scl2 yra lasteliy pavirSiaus
baltymas, tikétina, kad jo biologinei funkcijai atlikti nebiitina savaiminé asociacija j supermolekuling
struktiirg. Gali buti, kad Hyp yra reikalingas visiems j kolageng panasiems baltymams, kurie savaime
jungiasi | aukStesnés eilés struktiiras, taciau  tokias struktiiras bakterijy kolagenai nesijungia (Mohs
etal.,2007).

Bakterijy kolageno tipo baltymai gali buiti rekombinantiskai ekspresuojami E. coli. Galimybé
gauti trigubos spiralés rekombinantinius baltymus, pasizymincius tokiu pat stabilumu kaip zinduoliy
kolagenai, bet neturinCius Hyp, suteikia galimybe panaudoti iSreikStus bakterijy kolageninius

baltymus naujoms biomedziagoms kurti (Chan ef al., 2012; Kaplan, Brodsky, 2014).
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1.8 Bakteriju i kolagena panasiy baltymy domeny struktiira ir organizacija

Skirtingai nuo daugumos zinduoliy kolageny, zinios apie bakterijy kolageny struktiirg ir
funkcijas yra kur kas menkesnés. Visy pirma, tik nedaugelis aprasyty bakterijy kolageny buvo
apibiidinti struktiiriniu pozitriu. Didzioji dali duomeny gauti tiriant vos kelias rusis, daugiausia
Bacillota tipo atstovy. Patogeninése bakterijy riiSyse aptikti j kolageng panasiis baltymai paprastai
yra susij¢ su lasteliy pavirSiumi ir todél manoma, yra svarbis bakterijy patogeniSkumui — adhezijai
prie Seimininko lasteliy, invazijai j Seimininko lgsteles bei imuninés sistemos vengimui (Bachert et
al., 2015; Rasmussen et al., 2000).

Streptokoky j kolageng panaSiy baltymy aptinkama daugelyje patogeniniy rasiy, jskaitant
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae ir Streptococcus equi (Karlstrom et al., 2004;
Paterson et al. 2008; Xu et al., 2002). Visiems Scl baltymams buidingi skirtingi konservatyviis bruozai
ir panadi domeny organizacija. Siuos baltymus sudaro N-galinis nekolageninis (NTD) domenas,
centrinis ] kolagena panaSus (CL) domenas, su biidingais Gly — X a.r. — Y a.r. pasikartojimais ir su
lasteliy sienelémis susijgs C-galinis nekolageninis domenas (CTD), kuriame yra LPXTG inkaro
motyvas (gramteigiamas inkaras), reikalingais Iastelés sienelés jtvirtinimui (1.3 pav.). Skirtingy Scl
baltymy CL domenai yra sudaryti i§ jvairiy tipy Gly — X a.r. — Y a.r. polipeptidiniy pasikartojimy.
Pavyzdziui, S. pyogenes M1 serotipo Scll baltyme yra 50 Gly — X a.r. — Y a.r. pasikartojimy, o M28
serotipo Scl2 baltyme yra 79 Gly — X a.r. — Y a.r. pasikartojimai (Lukomski et al., 2017; Qiu et al.,
2021; Xu et al., 2002).

Scl1

NTD

CL

CTD

Lastelés pavirsius

1.3 pav. | kolagena panaSaus baltymo Scl sudétis. Subrendes Scll.1 baltymas i§ Streptococcus
pyogenes (UniProt: J7M2P0). Scl baltymas sudarytas i§ N-galinio nekolageninio domeno (NTD), i
kolagena panasios srities (CL) ir C-galinio nekolageninio domeno (CTD) (Qiu et al., 2021)

Manoma, kad NTD domenas yra svarbus veiksmingam trigubos spiralés surinkimui. Be to,
priklausomai nuo serotipy, Scll NTD domenas pasizyméjo specifiSkumu jungiantis su jvairiais

Seimininky baltymais, pavyzdziui, plazmos lipoproteinais LDL/HDL (LDL — mazZo tankio
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lipoproteinai; HDL — didelio tankio lipoproteinai), komplemento H faktoriumi (CFH), su H
faktoriumi susijusiu 1 baltymu (CFHR1) arba ekstralgstelinio matrikso komponentais — fibronektinu
ir lamininu (Xu et al., 2002; Yu et al., 2014). Stieby konformacija sudarantys Scll CL domenai gali
tiesiogiai jungtis prie zmogaus kolageno receptoriy, integriny a2p1 ir allf1, esanc¢iy Seimininko
lasteliy pavirSiuje, taip palengvindami S. pyogenes internalizacija ] zmogaus lasteles ir pakartotinj
18¢jimg 1§ Seimininko Iasteliy j ekstralgsteling aplinkg (Caswell et al., 2007).

Bacillus genties bakterijose nustatyta didesné j kolageng panasiy baltymy jvairove (Kailas et
al., Leski et al., 2009; Qiu et al., 2021). Jie vadinami Bcl baltymais su atitinkama raide pabaigoje,
pavyzdziui, BclA, BclB (Parenteau-Bareil ef al., 2010; Sylvestre et al., 2003). Bel baltymus sudaro
N-galinis nekolageninis domenas, | kolagena panasi sritis (CL), kurig sudaro nuo 27 iki 1158 a.r
liekany, ir galiausiai C-galinis nekolageninis domenas. Juodlige sukeliancios B. anthracis spory
pavir$iuje yra BclA baltymas, turintis N-galinj nekolageninj domeng (NTD) ir C-galinj nekolageninj
domeng (CTD), kuriuos skiria iStempta | kolageng panasi centriné sritis (CL) (1.4 pav.) (Boydston et
al., 2005).

BclA

CTD

CL

NTD

Lastelés pavirSius

1.4 pav. | kolageng panasaus baltymo BclA struktiira. BclA baltymas 18 Bacillus anthracis (UniProt:
Q81JD7). BclA baltymg sudaro trys domenai: N-galinis nekolageninis domenas (NTD), susijes su
baltymo nukreipimu ir jtvirtinimu egzosporiume; CL — ] kolageng panaSi sritis; C-galinis
nekolageninis domenas (CTD), kuris lemia trimerizacijg ir sudaro BclA filamentinius galus

egzosporiume (Qiu et al., 2021)

B. anthracis bakterijy | kolageng panaSus baltymas yra pagrindinis endospory pavirSiaus
baltymas ir randamas visuose Bacillus cereus grupés nariuose. Antrasis j kolagena panasus baltymas,
pavadintas BclB, buvo identifikuotas kaip B. anthracis egzosporiumo komponentas (Leski et al.,
2009). Didelé dalis rusiy, jskaitant B. cereus grupés rusis ir Bacillus megaterium turi struktiira,

vadinamg egzosporiumu (McKenney ef al., 2010; McKenney et al., 2013; Steichen et al., 2003).
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Egzosporiuma nuo apvalkalo nesunku atskirti aiSkiu tarpu, vadinamu tarpsluoksniu, o egzosporiumo
struktiira taip pat skiriasi tarp skirtingy rusiy (Henriques et al., 2007). Egzosporiumas leidzia
gramteigiamiems patogenams tiesiogiai sgveikauti su aplinka, ypa¢ su Seimininko imuninés sistemos
lastelémis (Ball at al., 2008; Fazzini et al., 2010; Manetsberger, 2015; Stewart, 2015).

Be BclA ir BelB, B. cereus grupés kamienuose buvo identifikuoti keli kiti j kolageng panasiis
baltymai, jskaitant BclC, BclD ir BclE. Taciau jrodyta, kad tik BclA ir BelB integruojasi |
egzosporiumg. D¢l BclA | kolagena panaSios srities (CLR) ilgio skiriasi egzosporiumo gijy ilgis
(Leski et al., 2009; Thompson et al., 2007; Thompson et al., 2008). C. difficile aptinkami kolageno
tipo baltymai, kuriy domeny sudétis ir iSsidéstymas yra panasus j Bacillus genties bakterijy baltymy
(Leski et al., 2009; Permpoonpattana ef al., 2011; Pizarro-Guajardo et al., 2014). Yra keli skirtingi |

prokarioty kolageng panasiy baltymy domeny organizavimo formatai (1.5 pav.).

Prokariotinio ir Eukariotinio kolageno domeny organizacija

Zmogaus II tipo kolagenas (AAI16450.1) I NTD | Collagen Region | CTD

S. pyogenes Scl2 (AAL50184.1) v ar Jc]

107 344 4aa

B. anthracis BelA (AJI38442.1) N

40 130

C. difficile BeIAL (WP _194684019.1) | no | CLR | cmo |

193 535 681

|
1.5 pav. lvairiy eukariotiniy ir prokariotiniy kolageny domeny organizacija. Visi skaiCiai
skliausteliuose po riiSies pavadinimo ir baltymo pavadinimo yra baltymo prisijungimo numeris,
nurodytas NCBI baltymy duomeny bazéje. Po domenais esantys skaiciai nurodo paskuting to domeno
ar liekang. Toliau pateiktos santrumpos: N-galinis nekolageninis domenas (NTD), C-galinis
nekolageninis domenas (CTD),trimerizacijos domenas (V), C-galinis nekolageninis domenas (C) ir
inkaras prie lgstelés membranos, N-galinis nekolageninis domenas (N) ir inkaras prie lgstelés

membranos, ] kolagena panasi sritis (CLR) (Picker et al., 2022)

I kolagena panaSis prokarioty baltymai be kolageniniy pasikartojimy domeny savo sudétyje
gali turéti skirtingomis savybémis (funkcijomis) pasizymincius juos supancius domenus. Pavyzdziui,
1 kolageng panasiis baltymai Bucl3 ir Bucl8 1§ Burkholderia bakterijy turi Talin-1 domeng, skirtg
prisijungimui prie integriny (Bachert et al., 2015; Grund et al., 2020). S. pneumoniae baltymas PclA
turi | kolageng panaSiag sritj, kurioje taip pat yra nekolageninis domenas bei didelis C-galinis

nekolageninis domenas, kuriame yra LPXTG motyvas (Paterson ef al., 2008).
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1.9 I kolagena panasiy baltymy kilmé

Yra iSkeltos dvi hipotezés apie j kolagena panaSiy seky kilme¢ prokariotuose: manoma, kad
kolageninés sekos galéjo biiti horizontaliai perkeltos i§ eukarioty i bakterijas (Rasmussen et al., 2003;
Koonin ef al., 2001) arba j kolageng panasus pasikartojimai bakterijose galéjo atsirasti de novo biidu
dél spontaniniy mutacijy ar paprasty pasikartojanc¢iy seky duplikacijos (Lukomski et al., 2017,
McElroy et al., 2011). Virusy ar bakteriofagy tarpininkaujamas lateralinis geny perdavimas galéjo dar
labiau paskatinti kolageniniy seky plitimg tarp bakterijy, todél Gly — X a.r. — Y a.r. pasikartojimai
bakterijy genomuose pasiskirsté netolygiai (Ghosh et al., 2012; Singh, Tripathi, 2020).

1.10 Bakteriju j kolagena panaSiy baltymy potransliacinés modifikacijos

Mokslininkai, siekia geriau suprasti prokariotiniy j kolageng panasiy baltymy strukttirg ir kaip
Sie baltymai yra stabilizuojami be hindroksiprolino (Meskauskas et al., 2008). Sylvestre et al., (2002)
parengtame tyrime, pirma karta buvo iSskirtas ir apibudintas B. anthracis spory egzosporiumo
struktiirinis baltymas BclA. BclA, yra glikozilintas ir turi | kolageng panasy regiong. Kadangi
sporuliuojanciose lastelése BclA aptikta tik subrendusi glikozilinta forma, tikétina, kad BclA sintezé
ir glikozilinimas yra glaudZiai susij¢ (Sylvestre et al., 2002). Fermentai, atsakingi uZ BclA
glikozilinima, yra motininés Igstelés kompartmente. Glikoproteinai, esantys iSoriniame B. anthracis
spory pavirSiuje saveikauja su Seimininko lastelémis (Sylvestre et al., 2002). Zinoma, kad
glikoproteinas BclA sudaro iSorinj B. anthracis spory pavir$iy, kuris tiesiogiai sgveikauja su
dirvoZemio aplinka ir Zinduoliy Seimininky gynybinémis sistemomis. Tikétina, kad Sios sgveikos yra
svarbios spory iSlikimui ir patogenezei. Daubenspeck et al., (2004) tyrime nustatyti du BclA
angliavandeniy komponentai: 715 Da tetrasacharidas ir 324 Da disacharidas. Su BclA susij¢
oligosacharidai sudaro didZigja dalj egzosporiumo angliavandeniy, ir jie, matyt, néra susij¢ su kitais
spory baltymais. Taip pat, Daubenspeck et al., (2004) tyrime iSsiaiSkinta, kad prie BclA yra
prisijunges N-acetilgalaktozaminas (GalNAc), nors §is cukrus néra tetrasacharido ar disacharido
sudedamoji dalis. Galéty biti, kad GalNAc yra BclA ir dviejy oligosacharidy jungiamoji grandis.
Nustatyta, kad daugybé glikoziltransferaziy yra iSreiSkiamos IV sporuliacijos faz¢je, kai lgstelei
trikstant maistiniy medziagy sintetinamas egzosporiumas (Daubenspeck et al., 2004; Liu et al.,
2004).

Nors bakterijy baltymy glikozilinimas yra retas, palyginti su eukariotinémis sistemomis,
taiau bakterijose Siai modifikacijai priskiriamos kelios svarbios funkcijos. Tai baltymy
konformacijos ir stabilumo palaikymas, apsauga nuo proteolitinio aktyvumo, pavirSiaus atpazinimas
ir lasteliy adhezija (Moens, Vanderleyden, 1997). Glikoproteinus sintetina svarbiis patogenai,
iskaitant Neisseria, Mycobacterium, Streptococcus ir Campylobacter gentis (Dobos et al., 1996;
Stimson et al., 1995; Szymanski et al., 1999). Pavyzdziui B. anthracis BclA baltymas yra

glikozilinamas C-galiniame nekolageniniame domene, todél manoma, kad glikozilo dalys gali
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apsaugoti nuo proteolitinio aktyvumo maskuodamos pirminius aminortigs¢iy komponentus (Maes et

al., 2016).

1.11 Rekombinantiniai j kolageng panaSas baltymai ir ju gryninimas

Didéjanti rekombinantiniy baltymy paklausa biomedicininiams tyrimams, terapijai,
diagnostikai ir vakciny kiirimui paskatino tobulinti baltymy ekspresijos ir gryninimo technologijas.
Zmogaus kolageno sekoje yra daugiau kaip 40 prisijungimo viety, kurios saveikauja su kitomis
biologiskai funkcionaliomis molekulémis, jskaitant lgsteliy receptorius, kitus ekstralgstelinio
matrikso baltymus ir kolagenazes (Kadler, 1994). IStyrus rekombinantinj baltyma Scl2 paaiskéjo, kad
Siame bakterijy i kolageng panasiame baltyme néra jokiy zinomy biologiskai aktyviy viety, todél jis
yra tinkamas Zmogaus kolageno ligandy prisijungimo vietoms jterpti (Caswell et al., 2008). | Scl2
kolageno domeng buvo jterptos jvairios Zmogaus kolageno trumposios aminoriig§¢iy sekos (2 — 6
triplety) su nustatytomis biologiskai aktyviomis vietomis, jskaitant integrino a2f1 (Seo et al., 2010),
fibronektino (An et al., 2014), heparino (Peng et al., 2014) suriSimo vietas. Jterptos sekos suteiké
Scl2 baltymui biologinj aktyvuma, pagrista in vitro lasteliy kultiiry tyrimais. Scl2 seka akivaizdziai
sulanksto trumpa Zzmogaus kolageno intarpa i trigubg spiralg, o teisingai sulankstyta Zmogaus
kolageno seka chimeriniam baltymui suteikia atitinkama biologine funkcijg.

Geriausiai struktiiridkai apibtdinti streptokoky kolagenai yra S. pyogenes Scll ir Scl2. Sie
baltymai, iSreiksti kaip rekombinantiniai (rScl) polipeptidai, sudarantys stabilias trigubos spiralés
strukttiras (Mohs et al., 2007; Xu et al., 2002). Nekolagenine V sritis sudaro trimerizacijos domena,
kuris padidina tinkama kolageno surinkima, kad dél pasikartojancios strukttiros bty iSvengta
neteisingo trigubos spiralés sulankstymo. Taciau Scl V sritis néra bitina trigubos spiralés
formavimuisi in vivo, nes Scll CL sritis gali biiti iSreikSta E. coli be V srities kaip rekombinantinis
baltymas sulankstytos trigubos spiralés biisenos; vis délto, Sis rScl-CL konstruktas negaléjo vel
susilankstyti po terminio denatiiravimo in vitro (Xu et al., 2002; Yu et al., 2010). Nors kolageno
trigubos spiralés molekulés susilankstymas, palyginti su globuliniy baltymy susilankstymu, atrodo
paprastesnis, deél daugelio veiksniy, trigubos spiralés teisingas susilankstymas yra sudétingas,
daugiapakopis ir létas procesas, kuriam skatinti reikia ir nekolageninés srities.

Kitame tyrime heterologiné¢ V-CL Scl2 baltymo raiska atlikta E. coli bakterijoje, klonuojant
gena, koduojant;j §j baltymg j pColdIlIl vektoriy (Peng et al., 2012). Irodyta, kad pCold vektoriai yra
labai naudingi jvairiy rii$iy bakteriniams kolagenams iSreiksti (Xu ef al., 2010). Taciau gali buti, kad
naudojant kitus vektorius biity galima gauti geresnius rezultatus, nei pastebéta naudojant pCold
sistemg. Kultivuojant E. coli su pCold vektoriuje ekspresuojamu j kolagena panaSiu baltymu,
gaunama maza rekombinantinio produkto iSeiga — < 1 g/l. Didesn¢ 1Seiga — apie 1 g/l galima gauti,
kai Igsteliy kulttra 1§ kolbos yra perkeliama j bioreaktoriy. Naudojant didelio 1gsteliy tankio partijy
(angl. high cell density fed-batch) procesa ir tinkamai paruos$ta mitybing terpe, galima gauti apie 10
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g/l didesne iSeigg (Peng et al., 2012). Naudojant Sig didelio Iasteliy tankio strategija ir pailginus
gamybos trukme iki 24 val., gaunama iSeiga, kuri siekia iki 19 g/l. Taciau, didesn¢ fermentacijos
iSeiga taip pat reikia suderinti su gryninimo protokolu. Nors 6x His inkarg turin¢iy baltymy gryninimo
protokolas yra veiksmingas laboratoriniam gryninimui (Peng et al., 2010; Yoshizumi et al., 2009),
kartu su kitais metodais, pavyzdziui, gelio pralaidumo chromatografija, jis netinkamas didelio masto
komerciniams preparatams.

Naujesniuose tyrimuose, rekombinantiniai Scl baltymy konstruktai ekspresuojami E. coli
periplazmoje, ekstrahuojami ir gryninami afinitine chromatografija Svelniomis, beveik fiziologinémis
salygomis. Sukurti rekombinantiniai Scl baltymai, rScls, buvo ekspresuojami E. coli bakterijoje
dideliais kiekiais keliose laboratorijose (Cosgriff-Hernandez et al., 2010; Han et al., 2006; Peng et
al., 2012; Peng et al., 2014; Yoshizumi et al., 2011). Rekombinantiniy Scl baltymy produkty raiska
ir gryninimas atliekamas naudojant Strep-tag Il sistema, skirtg scl genams, klonuotiems | pASK-IBA2
vektoriy (IBA Lifesciences) (Maier et al., 1998). Sioje sistemoje rScl koduojanti seka sujungiama su
OmpA signaliniu peptidu, todél rekombinantinis baltymas kaupiasi E. coli periplazmoje (naudojamas
BL21 kamienas, kuris neturi Lon proteazés); be periplazminés frakcijos, nemazai rScl baltymy galima
iSgauti ir i§ kultiiros supernatanto. rScl konstruktai taip pat gali biiti gaminami vidulasteliniu biidu,
jet scl genas buvo klonuotas pASK-IBA3 vektoriuje. I$skirtiems j kolagena panaSiems baltymams 18
supernatanto frakcijos, gryninti naudojama giminingumo chromatografija naudojant Strep-Tactin®
sefarozés kolonéle. Galutiniam baltymy gryninimui atliekama dializé (Lukomski, McNitt, 2020).

Siekiant patikrinti ar i§grynintas baltymas formuoja kolagenams buidingg triguba spirale yra
atliekama Ziedinio dichroizmo spektroskopija (angl. Circular dichroism (CD)) (Greenfield et al.,
2006). Be CD spektroskopijos, rScl baltymai charakterizuojami elektroninés mikroskopijos biidu,
naudojant sukamuoju SesS¢liu padengtus baltymy meéginius. Rotacinis Se$¢liavimas yra metodas,
kuriuo parodoma baltymy domeny organizacija (Lukomski, McNitt, 2020).

Siame darbe buvo pasirinkta klonuoti tikslinj geng $alia C-galo prijungus 6x histidino inkara.
Tokiy rekombinantiniy baltymy, turin¢iy 6x histidino inkarg, gryninimas gali biti atliekamas
naudojant imobilizuoty metaly jony giminingumo chromatografijos metoda (angl. Immobilized metal
affinity chromatography (IMAC)). 6x histidino inkaras ypa¢ tinka gryninti baltymams, kurie daznai
kaupiasi kaip netirplis agregatai (inkliuziniai kineliai) citoplazmoje, kai yra perteklinai
ekspresuojami E. coli, ir kuriuos reikia tirpinti ir gryninti denatiiravimo sglygomis. Dél santykinai
mazo dydzio ir kriivio bei mazo antigeniSkumo, 6x His inkaras retai daro poveik] tiksliniy baltymy
strukturai ir funkcijai. Todél 6x His inkarg i§ sintezés baltymy ne visada biitina paSalinti, kai Sie
baltymai naudojami praktiniam pritaikymui, pavyzdZziui kuriant rekombinantiniy baltymy vakcinas
ar atliekant imunofermentinius tyrimus bei baltymy charakterizavima ir strukttiros nustatyma (Dan et

al., 2009).
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1.12 Rekombinantiniy bakteriju i kolagena panasiy baltymuy biotechnologinis panaudojimas

Rekombinantiniai | kolagena panasiis baltymai galéty biiti vertingi biomedicinos ir
regeneracinés medicinos srityse (Werkmeister, Ramshaw, 2012). Iki Siol dauguma kolageno
produkty, naudojamy biomedziagoms ar biomedicininiams prietaisams gaminti, yra iSgaunami i$
gyvuniniy Saltiniy. Taciau gyvuniniy kolageny naudojimas yra rizikingas, dél uzterSimo patogenais
ar prionais bei galimybe sukelti zmonéms alergija. Kitos problemos susijusios su gyviininiais
kolagenais yra gamybos standartizacijos tritkumas iSgaunant Siuos kolagenus ir negaléjimas lengvai
modifikuoti gyvininiy kolageny seky, kad biity pasiekti jvairiis biologiniai tikslai. Lyginant su
kolagenais, iSgaunamais i§ gyviiny audiniy, rekombinantiniai bakterijy kolagenai yra labai Svarts,
neplatinantys ligy, yra vienodi tarp atskiry gaminamy partijy bei juos galima lengvai modifikuoti ir
gaminti dideliais kiekiais (Werkmeister ir Ramshaw, 2012).

Vienas i§ panaudojimy, bakterijy i kolagena panasiy baltymy yra hidrogeliai. Hidrogeliai yra
labai svarbios biologinés medziagos, kurioms dél didelio vandens kiekio ir galimo biomedicininio
pritaikymo skiriama vis daugiau démesio. Hidrogelis yra polimery tinklas, sujungtas jvairiy tipy
cheminiais junginiais — tai dirbtinai sukurta hidrofiliné (vandenj pritraukianti) medziaga. Todél
audiniy inZinerijoje, pavyzdziui, kaulinio audinio, kremzlinio audinio, kraujagysliy sistemos ir
ragenos stromos regeneracijai, naudojami hidrogeliai. Naudojant Zinduoliy kolagena, anksCiau
iSvardintos rizikos lieka didele problema, tod¢l daug démesio skiriama rekombinantiniy bakterijy i
kolageng pana$iy baltymy, tokiy kaip Scl2 naudojimas, kuriuos galima lengvai modifikuoti ir
i$gryninti, gamybai. Sie j kolagena panasiis baltymai, palyginti su tradiciniais kolageno hidrogeliais,
turi keletg privalumy hidrogeliams gaminti. Tai didelis grynumas ir geras biologinis suderinamumas,
biologinis skaidumas ir neuzterStumas gyvuninés kilmeés ligomis (Buwalda ef al., 2014; Labowska et
al.,2021; Wang et al., 2022).

Tikeétina, kad i§gautas galvijy kolagenas ir toliau i$liks pagrindiniu biomedZiagy konstravimo
elementu dél savo nedidelés kainos, taciau standartizacijos i88ukiai ir susirtipinimas dél biologinio
uZzterStumo, taip pat noras keisti kolageno sekgq ir funkcijg skatins nuolatinj susidomeéjimg moksliniais
tyrimais ir rekombinantiniy kolageny taikymu. Nors tyrimuose daugiausia démesio skirta Scl2
baltymui, §] metoda galima taikyti ir kitiems i kolageng panasiems bakterijy, kurie gali suteikti naujy
savybiy ir variacijy, naudingy biomedziagoms. Fundamentaliis Scl2 ir kity bakterijy kolageny tyrimai
ir toliau padés iSsiaiSkinti pagrindines bakterijy ] kolagenus panasiy baltymy savybes, daugiausia
démesio skiriant cheminei sudéc€iai, sekai, biologiniam aktyvumui ir savaiminiam surinkimui (An et

al., 2014).
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1 Darbe naudotos medziagos ir prietaisai
2.1.1 Darbe naudoti prietaisai
— Autoklavas (Grida icanclave);
— Elektroforezes geliy dokumentavimo sistema (MiniBIS Pro DNR Bio-Imaging System);
— Elektroporatorius (Eppendorf);
— Fotometras (Eppendorf);
— Horizontalus agarozés gelio elektroforezés aparatas (Bio-Rad);
— Laminaras (ScanLaf Mars);
— NDS-PAGE elektroforezés aparatas (Bio-Rad);
— Purtyklé (BioSan ES-20/60)
— Staliné centrifuga (Eppendorf);
— Stalin¢ Saldanti centrifuga (HERMLE);
— Svarstyklés (KERN EW620-3NM);
— Termocikleris (Eppendorf);
— Termomikseris (Eppendorf Thermomixer confort);
— Termostatas (Binder);

— Maisykle (IKA MS 3 digital).

2.1.2 Darbe naudotos medziagos (rinkiniai, antibiotikai, fermentai, cheminiai reagenai)
Thermo Scientific™: GeneJET Genomic DNA Purification Kit; dazas DNR meéginiy
uzneSimui ant agarozeés gelio (6X Loading Dye); DNR dydZio Zymuo — MassRuler DNA Ladder Mix;
GeneJET Gel Extraction Kit; plazmidés restrikcija — EcoRI, HindIII endonukleaze; FastDigest Buffer
(10X); Phusion High-Fidelity DNR polimerazé (2 U/uL); TAE 50x buferis; DreamTaq PCR Master
Mix (2X); T4 DNR ligazé¢; DMSO; PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder; GeneJET
RNA Purification Kit.

New England Biolabs: NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix.

Carl Roth: agarozé; EtBr; LB terpé; bakteriologinis agaras; lizocimas; akrilamidas; N,N-

metilenbisakrilamidas; TEMED; mésos ekstraktas.
MERCK: peptonas; NaCl; etanolis; APS; KCI;
Zymo Research: Plasmid Miniprep (Classic).

AppliChem: glicerolis; triptonas; EDTA; Tris-HCI; karbenicilinas; ampicilinas; Triton X-
100; IPTG; NDS; mieliy ekstraktas; MgCl,; gliukoze.
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2.1.3 Mitybinés terpés

Mitybinés terpés (2.1 lentelé) ruoSiamos naudojant dejonizuota vandenj. Norint paruosti

standzig terpe, terpé papildoma 1,5 % agaro. Terpés sterilinamos autoklavuojant 121 °C, 1 atm.

2.1 lentelé. Mitybinés terpés ir jy sudétis

Mitybiné terpé

Sudetis

Paskirtis

NB (angl. Nutrient Broth)

NaCl: 5 g/L
Mésos ekstraktas: 5 g/L
Triptonas: 10 g/L

G. lituanicus auginimui

TSB (angl. Tryptic Soy Broth)

Komerciné terpé
(AppliChem)

G. lituanicus auginimui

LB (angl. Lysogeny broth)

Mieliy ekstraktas: 5 g/L
NaCl: 10 g/L
Triptonas: 10 g/L

E. coli lasteliy auginimui

SOC (angl. Super Optimal broth
with Catabolite repression)

Triptonas: 20 g/L
Mieliy ekstraktas: 5 g/L
NaCl: 0,5 g/L

KCI: 0,186 g/L

MgCl,: 0,95 g/L
Gliukozés: 3,6 g/L

E. coli kompetentiniy lasteliy gaivinimui po

elektroporacijos

GYT (angl.
extract-tryptone)

glycerol-yeast

Glicerolis: 10 %

Mieliy ekstraktas: 1,25 g/L

Triptonas: 2,5 g/L

E. coli
plovimui

DH5o

elektrokompetentiniy

lasteliy

Esant poreikiui LB terpé papildoma antibiotiku ampicilinu (100 pg/mL) arba karbenicilinu 50

pug/mL).

2.1.4 Darbe naudoti bakteriju kamienai ir vektoriai

1. Klonavimo ir geny raiSkos darbams buvo naudoti E. col/i DH5a ir BL21(DE3) kamienai;

2. Geobacillus lithuanicus N-3 kamienas naudotas darbe klonuoty genu Saltiniu;

3. Geny klonavimui naudotas E. coli raiSkos vektorius pET-Duet-1, kur; sudaro dvi

multikloninés klonavimo sritys (MCS), kuriy kiekvieng kontroliuoja T7 promotorius ir lac

operonas. Vektorius turi atsparumo ampicilinui geng (bla).

Darbe naudoti pradmenys pateikti 2.2 lenteléje.

2.1.5 Darbe naudoti pradmenys

2.2 lentelé. Darbe naudoti pradmenys ir jy sekos

Pavadinimas Paskirtis Seka (5°— 3°) Saltinis
5’-
Glikoziltransferazés geno .
GT-F ATGATGCATATAGTGAAACAGC | Sis darbas
pagausinimas
GT-R AACATGG-3’
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5.
TCACGATTCATCGGTTTGGTGG
-3

5°-
ATGTATATCTCCTTCTTATACTT
MSC2-F-2 E. coli pET-Duet-1 | AACTAATATACTAAGATGG-3’

Sis darbas
MSC2-R-2 plazmidés pagausinimas 5’-

TTAATTAACCTAGGCTGCTGCC
AC-3’

5¢-
GGTAGGCATATGTCTGACCGAC
Collike-F GT-3¢

GclB geno amplifikacija 2015, magistrinis
Collike-R 5¢-
GACAAGCTTCTAACTAATCGCC
ACTCC-3°

5‘-TAAGCGTGAGGT

Geobacillus genties | CGGTGGTTC-3°

GEOBAC-F Kuisiené et al.,
bakterijy rasies | 5°“GCGCTCTCGGCT TCT TCC

GEOBAC-R 2004
identifikavimas TT-3¢

A. Drutelis,

darbas

5-TTGTACACGGCCGCATAATC-

3 <
Duet up 2 B Komerciniai
Kolonijy PGR 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-
T7-t 3 pradmenys

5¢-
TATGAATTCGTCTGACCGACGT
E GclB GclB geno pagausinimui | CCTATTC-3° .
Sis darbas
GclB_ H nuo G. lithuanicus genomo | 5°-
GCTAAGCTTCTAACTAATCGCC-

3‘

2.2 Darbo metodai

2.2.1 Geobacilus lituanicus augimo Kreivés sudarymas
G. lituanicus uzauginta ant agarizuotos TSB terpés kilpele paimama ir jdedama j 5 ml skystos
TSB terpés ] mégintuvel] naktinés kultiiros auginimui. Naktiné kultiira auginama 14 val. Po 14
valandy auginimo, 0,5 ml naktinés kultiiros perkeliama j kolbutg, su 50 ml skystos TSB terpés.
Kolbuté su naktine kultira perkeliama j purtykle, ir auginama 55 °C temperatiiroje, 180 aps/min.

Augimo kreivés sudarymas prasideda nuo 0 valandos, isSkart tik perkélus naktine kultura i kolbute.
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Nuo nulinés valandos, tolimesni matavimai atlieckami kas valandg. Absorbcija (260 nm) matuojama

fotometru.

2.2.2 Geobacilus lituanicus GcelB geno raiskos tyrimai
Siekiant nustatyti, G. lituanicus sporuliacijos pradzia, lastelés auginamos 55 °C temperatiiroje
skystoje ir agarizuotoje terpéje, i§ kuriy skirtingomis valandomis paimami méginai endospory
dazymui, metodu apraSytu 2.2.3 skyriuje.
2.2.3 Endospory daZymas Seferio — Fultono metodu
Pirmiausia paruosiamas preparatas dazymui — skystoje terpéje auginta kulttira uzlasinama ant
objektyvinio stikliuko ir paskleidziama nedideliame plote. Toliau, preparatas fiksuojamas karsciu virs
spiritinés lemputes, kelis kartus perbraukiant objektyvinio stikliuko apatine dalj vir$ liepsnos, kol
vanduo iSgaruoja ir ant objektyvinio stikliuko lieka sausa, fiksuota bakterijy kultiira. Fiksuotas
preparatas, uzdengiamas specialiu popier¢liu ir ant jo uzlasinama malachito zaliojo. UzlaSinus dazo,
preparatas kaitinamas vir§ liepsnelés 10 minuciy, ir stengiamasi, kad jis neiSsauséty. Praéjus
desimciai minuciy, uzgesinama liepsna ir leidZziama preparatui atvésti. Atvéses objektyvinis stikliukas
su malachito zaliojo dazu, gerai nuplaunamas po $velniai bégancia vandens srove. Po to, nusausinus
objektyvinj stikliuka, uzlaSinama safranino. Safranino dazas laikomas 30 s. Po to, Svelniai
nuplaunamas po vandens srove. Nusausintg stikliuka galima mikroskopuoti, uzlasinus imersinio

aliejaus, naudojant 1000x padidinimg (Oktari et al., 2017).
2.2.4 Genominés DNR skyrimas

Genomineé DNR buvo iSskirta i§ G. lituanicus N-3 kamieno lasteliy uzauginty esant 55 °C.
gDNR skyrimas atliktas naudojant ,,GeneJET Genomic DNA Purification Kit*, pagal gamintojo
rekomendacijas. Pries skyrimg, pasigamintas lizés buferis (1 ml): 20 mM Tris-HCI (pH 8), 2 mM
EDTA, 1.2% Triton X-100, dH>O. Lizocimas (20 mg/ml) jdedamas prie§ pat naudojima. gDNR
tikrinama 1 % agarozeés gelio elektroforezés metodu, aprasytu 2.2.9 skyriuje.

2.2.5 Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidziy skyrimui buvo naudojama Escherichia coli DH5a kultiira, auginta 16 valandy per
naktj. E. Coli DH5a lgsteles buvo iSskiriamos naudojant komercinj rinkinj ,,ZR Plasmid Miniprep™
Classic* pagal gamintojo rekomendacijas, iSskyrus eliucija, kuri vykdoma steriliu dejonizuotu
vandeniu. PlazmidZiy skyrimas atliekamas kambario temperatiiroje (20 — 22 °C). Visi centrifugavimo
etapai atlieckami 13 000 x g.

2.2.6 RNR skyrimas
iRNR buvo skiriama i§ G. Lituanicus kultiiros, naudojant ,,GeneJET RNA Purification Kit

(ThermoFisher Scientific)“, pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas.
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2.2.7 DNR kiekio nustatymas spektrofotometriskai
ISskirtos plazmidés koncentracija nustatoma spektrofotometriskai, kai A = 260 nm. Méginio
Svarumo jvertinimui svarbus santykis A260/A280: jei A260/A280 > 1,7, méginys yra Svarus jei
A260/A280 < 1,6, méginyje yra baltymy priemaisy.
2.2.8 PlazmidZiy restrikcija
Plazmidziy restrikcija buvo atlickama siekiant jvertinti plazmidziy dydj, bei atliekant
klonavimg tradiciniu restrikcijos — ligavimo metodu. Restrikcija atlikta remiantis gamintojo

rekomendacijomis.

2.2.9 Agarozés gelio elektroforezé

Nukleortig§¢iy produktai analizuojami 1 % agarozés gelyje. Agarozés gelis paruostas
naudojant 1x TAE buferinj tirpala (40 mM Tris, 20 mM acto rugsties, | mM EDTA), kuriame
iStirpinamas reikiamas kiekis agarozés. IStirpinus agaroze, tirpalas papildomas EtBr, kurio
koncentracija tirpale — 0,1 pg/ml. ParuoStas agarozés gelis pilamas i gelio formavimo rémelj, i kurj
jstatomos Sulinélius formuojancios Sukos. Sustinges gelis perkeliamas ] agarozes gelio elektroforezes
aparato vonele ir uzpilamas 1x TAE buferiniu tirpalu. Analizuojami méginiai sumaiSomi su 2 pl
uznes$imo dazu (6x Loading Dye, ThermoFisher Scientific) ir suleidziami j agarozés gelio Sulinélius
(10 pl). I vieng 1§ Sulinéliy suleidziami 5 pl DNR fragmenty dydzio standarto ,,MassRuler DNA
Ladder Mix, ready-to-use*. Elektroforez¢ vykdoma nustac¢ius 100 V jtampa, 1 valanda.

2.2.10 Polimerazés grandininé reakcija

Tiksliniy geny bei plazmidinés DNR pagausinimui buvo naudojama ,,Phusion polimeraze.
Reakcijos miSiniai supilstyti vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis. Tiksliniy geny
pagausinimui, PGR reakcijos miSinyje naudotas ,,5X Phusion GC* buferis, o plazmidinés DNR
pagausinimui, PGR reakcijos miSiniui naudotas ,,5X Phusion HF* buferis. Galutiné tiesioginio ir
atvirkstinio pradmeny koncentracija PGR reakcijos miSinyje — 20 uM.

Naudojant 8ig polimerazg, PGR reakcijos metu nuo G. lituanicus gDNR pagausinti
glikoziltransferazés ir GelB genai bei E.coli pET-Duet-1 plazmidés. Tiksliniams genams pagausinti
naudota GT-F ir GT-R (glikoziltransferazés genas) bei E_GclB ir GelB_H (GelB genas) pradmeny
poros. E. coli pET-Duet-1 plazmidinés DNR pagausinimui naudota MSC2-F-2 ir MSC2-R-2
pradmeny pora.

PGR salygos tiksliniams DNR fragmentams bei plazmidinei DNR pagausinti (tripakopé
sintez¢):

1) Pirminé denatiiracija: 98 °C, 1 min;

2) Denatiiracija: 98 °C, 10 s;

3) Pradmeny prilydymas: 66 °C — glikoziltransferazés genas; 57,3 °C — GclB genas; 65 °C — pET-
Duet-1 plazmidiné DNR, 20 s;
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4) DNR sintezé: 72 °C, 20 s/kb;
5) Galutinis ilginimas: 72 °C, 3 min. (glikoziltransferazés ir GelB genai); 72 °C, 1,5 min (s/kb) (pET-
Duet-1 plazmidiné DNR);

2 — 4 stadijos kartojamos 30 karty. Gauti PGR produktai analizuojami agarozés elektroforezés

gelyje metodu, pateiktu (2.2.9 skyriuje).

2.2.11 Kolonijy PGR

Kolonijy PGR buvo atlickamas naudojant ,,DreamTaq PCR Master Mix (2X)“. Reakcijos
miSiniai supilstyti vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis. Kolonijy PGR buvo atlickamas
siekiant patikrinti ar tiksliniai genai yra transformuotose kolonijose. Kolonijy PGR reakcijai, buvo
naudota uzaugusiy kolonijy biomasé. Pradmenys skirtingiems tiksliniams fragmentas jvertinti
pateikti 2.2 lentel¢je. PGR atliekama nurodytomis salygomis:
1) Pirminé denatiiracija: 95 °C, 3 min;
2) Denatiiracija: 95 °C, 30 s;
3) Pradmeny prilydymas: 66 °C — GT-F ir GT-R pradmeny porai; 57,3 °C — E_GcIB ir GelB_H; 54,6
°C—Duet up 2ir T7-t; 30 s;
4) DNR sintezé: 72 °C, 1 min;
5) Galutinis ilginimas: 72 °C, 10 min.

2 — 4 stadijos kartojamos 30 karty. Gauti PGR produktai analizuojami agarozés elektroforezés

gelyje metodu, patektu (2.2.9 skyriuje).
2.2.12 DNR valymas i$ agarozés gelio

Pagausinti PGR produktai po elektroforezés, UV §viesoje buvo iSpjauti i§ agarozes gelio ir
iSgryninti naudojant ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit* rinkinj. Valymas i§ gelio atliktas pagal
gamintojo pateiktg protokola.

2.2.13 Glikoziltransferazés geno klonavimas j pET-Duet-1 homologiniu klonavimo metodu

Klonavimui naudojami ,,Phusion® polimerazés susintetinti glikoziltransferazes ir pET-Duet-1
PGR produktai (2.2.10 skyrius), paveikiami Dpnl restrikcijos fermentu ir inkubuojami 37°C
temperatiiroje, ~ 1 val. termomikseryje. Dpnl fermento inaktyvacija atlieckama inkubuojant 80 °C, 20
min. PGR produktai, po Dpnl restrikcijos fermento paveikimo ir inaktyvacijos gryninimi i§ gelio
naudojant ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit*.

Po PGR produkty gryninimo 1§ gelio atliekamas klonavimas naudojant ,,NEBuilder® HiFi
DNA Assembly Master Mix“ klonavimo rinkinj. Klonavimas atliktas remiantis gamintojo
rekomendacijomis. Supilstytas reakcijos miSinys inkubuojamas termocikleryje 50 °C, 15 min. Po
klonavimo, gauta rekombinantin¢ plazmid¢, pavadinta pET-Duet-1 Gltr, transformuojama |

elektrokompetentinés Igstelés, 2.2.16 skyriuje aprasytu metodu.
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2.2.14 GclB geno klonavimas

GclB genas klonuotas j pET-Duet-1 vektoriy tradiciniu restrikcijos — ligavimo metodu. GelB
genas buvo pagausintas nuo G. lituanicus gDNR naudojantis pradmeny pora pateikta 2.2 lenteléje.
EcoRI ir HindIII restrikcijos endonukleaziy atpazjstamos nukleotidy sekos taip pat yra jterptos j GeclB
geno PGR produkto galus. PGR reakcijos metu pagausintas GelB genas ir pET-Duet-1_ Gltr vektorius
naudojami klonavimui, juos paveikiant EcoRI ir HindIlII restrikcijos endonukleazémis. Reakcija
vyksta 2 val., 37 °C temperatiiroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos palaikius
misinj 20 min, 80 °C temperatiiroje. Gauti restrikcijos fragmentai iSvalomi i§ gelio ir naudojami
ligavimui.

Ligavimas atlickamas naudojant T4 DNR ligaze, kuri katalizuoja fosfodiestering jungtj tarp
gretimy 5'-fosfato ir 3'-hidroksilo galy dvigrandéje DNR. Ligavimo reakcija vyksta 1 val., 22 °C
temperattiroje. T4 DNR ligazés inaktyvavimas karS¢iu vyksta 70 °C temperatiiroje, 5 min. Po DNR
ligavimo, gauta rekombinantiné plazmidé, pavadinta pET-Duet-1_Gltr GclB, transformuojama |

elektrokompetentinés Iastelés, 2.2.16 skyriuje aprasytu metodu.

2.2.15 Elektrokompetentiniu Escherichia coli DH5a. 1asteliy paruoSimas

Nuo agarizuotos lékstelés paimama viena Sviezia kolonija ir ja inokuliuojama 25 ml LB
terpés. Inkubuojama 16 val. 37 °C temperatiiroje maisant (250 aps/min). Gauta kultiira inokuliuojama
500 ml naujos LB terpés. Auginimas toliau vykdomas, esant 37 °C, maiSant (300 aps/min). OTeoo
matuojamas kas 20 minuciy. Kai OTeoo = 0,4 kultiira perkeliama j ledo vonelg 15 — 20 minuciy,
retkarCiais pamaiSant bakterijy kultiira perkeliama j Saldytus centrifuginius mégintuvélius. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 4 °C, 15 min., 1000 X g. Supernatantas nupilamas, o lastelés
resuspenduojamos 250 ml Salto vandens. Lastelés surenkamos centrifuguojant 4 “C temperatiiroje 20
min., 1000 x g. Supernatantas nupilamas, o lgstelés resuspenduojamos 125 ml Saldyto 10 %
glicerolio. Lastelés surenkamos centrifuguojant 4 °C temperatiiroje 20 min., 1000 x g. Supernatantas
nupilamas, o Iastelés resuspenduojamos 5 ml Saldyto 10 % glicerolio. Lastelés surenkamos
centrifuguojant 4 °C temperattiroje 20 min., 1000 x g. Atsargiai nupilamas supernatantas, siekiant
pasalinti buferio likucius. Sekanciame zingsnyje lastelés resuspenduojamos 1 ml GYT terpés.
Paruostos 1astelés naudojamos iskart elektrotransformacijai, arba iki panaudojimo laikomos -70 °C
temperatiiroje (Sambrook et al., 2001).

2.2.16 Rekombinantinés DNR perkélimas i Escherichia coli elektrokompetentines lgsteles
elektrotransformacijos budu

Plazmidiné DNR (ligavimo miSinys arba iSskirta plazmidiné DNR) buvo perkeliama |
elektrokompetentines lasteles (paruostas pagal 2.2.15 skyriuje pateikta apraSyma). E. Coli
kompetentinés lgstelés (DHS5a paimtos 1§ -70 °C) ir perkeliamos ant ledo. | 40 pl kompetentiniy

lasteliy pridedama 1 pl DNR miSinio. Tada kompetentinés Igstelés sumaiSomos su DNR perkeliamos
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1 18 anksto atSaldytg elektroporacijos kiuvete. Elektroporacija vykdoma taikant 1,7 kV/cm elektrinio
lauko stiprij. Po elektroporacijos Iastelés perkeliamos 1 950 ul SOC terpés ir inkubuojamos 37 °C, 250
aps/min. Po inkubacijos, transformuotos Igstelés iSséjamos ant agarizuotos LB terpés, papildytos

karbenicilino antibiotiku. Lastelés inkubuojamos 37 °C, 16 valandy.

2.2.17 Rekombinantinio konstrukto sekoskaita ir sekoskaitos analizé
ISskirtos rekombinantinés plazmidés pET-Duet-1 Gltr GelB méginys buvo iSsiystas viso
ilgio plazmidés sekoskaitai, kurig atliko MB ,,SEQVISION* jmon¢. Gavus sekoskaitos rezultatus,
buvo atliktas daugybinis seky palyginimas Benchling platformoje (https://www.benchling.com),
pasitelkiant seky palyginimui sudaryti skirta MAFFT 7 programos versijos algoritmg, kuriame

sekoskaitos duomenys buvo lyginami su iz sillico sukurtu vektoriaus ir geno konstruktu.

2.2.18 Geny raiska Escherichia coli BL21 (DE3) kamiene

E. Coli pET-Duet-1_Gltr_GclB rekombinantiné plazmidé perkeliama j E. Coli BL21 (DE3)
kamieng elektrotransformacijos metodu, apraSytu 2.2.16 skyriuje. I§ uzaugusiy transformuoty
kolonijy atrenkama viena kolonija ir perkeliama j kolba su 5 ml LB terpés, papildytos ampicilino
antibiotiku. Lastelés auginamos per naktj 37°C temperatiiroje purtant 220 aps./min greic¢iu. Ryte |
kolba su 50 ml LB terpés pridedama antibiotiky bei jpilama 0,5 ml per naktj augintos bakterijy
kultiiros ir auginama purtant 220 aps/min, kol kulttra pasiekia 0,4 — 0,6 optinj tankj. ISsaugoma
neindukuota lasteliy kultiira. Centrifuguojamos kambario temperatiiroje, supernatantas paSalinamas.
Laikoma -20 °C. Kai OTeoo = 0,4 , kultiira indukuojama 1 mM IPTG. Baltymo sintez¢ vykdoma 4
val. Po to lastelés surenkamos. Laikoma -20 °C. Likes lgsteliy tlris surenkamas ir yra
centrifuguojamas 4 °C temperatiiroje 15 min., 7000 x g. Laikoma -20 °C.

Kadangi surinkty neindukuoty lasteliy ir indukuoty Iasteliy kiekis turi buti vienodas. Jis yra

atvirk$¢iai proporcingas iSmatuotam optiniam tankiui po indukcijos, todeél 1asteliy suspensijos kiekj

galima apskaiciuoti pagal zemiau pavaizduotg formule:

y = %‘)’Dl , kur x — lasteliy lizato kiekis prie$ indukcija, y — lasteliy lizato kiekis po indukcijos, OT}
2

— optinis tankis prie§ indukcija, OT> — po indukcijos. Meéginiai baltymy elektroforezei

centrifuguojami 1 min 13000 aps/min.

Meéginiai pries baltymy elektroforez¢ sumaiSomi su dH>O ir 4x LB buferiu. Tada méginiai 5
min pakaitinami 85 °C temperatiiroje.

2.2.19 Baltymuy elektroforezé

Paruosty méginiy NDS-PAGE baltymy elektroforezé vykdoma ,,BioRad Mini Protean”
elektroforezés aparatu. Pirmiausia paruoSiamas skiriamasis gelis (12,5 %), kurj sudaro dH20; 1 M
Tris-HCI (pH 8,8); akrilamidas 29,2 %; N, N — metilenbisakrilamidas 0,8 %; 10 % NDS, 10 % APS,
TEMED. APS ir TEMED sudedami prie§ pat gelio supylima tarp stikliniy elektroforezés
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ploksteliy, nes APS sukelia polimerizacijos reakcija, o TEMED yra reakcijos katalizatorius. Gelj
supylus, $is padengiamas keliais mililitrais dH2>O ir leidziama sustingti (~ 30 min); tada vanduo
nupilamas, o ant virSaus polimerinamas koncentruojamasis poliakrilamido gelis, kurj sudaro: dH2O;
akrilamidas 29,2 %; N, N — metilenbisakrilamidas 0,8 %; 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 10 % NDS; 10 %
APS; TEMED. | uzpilta koncentruojamajj gelj jstatomos ,,Sukos” ir veél leidziama sustingti (apie 30
min), o geliui sustingus, ploksteles galima jstatyti j elektroforezés aparatg. Elektroforezés aparatas
uzpildomas elektroforezés buferiniu tirpalu ir iSimamos ,,Sukos”, | atskirus gelio takelius perkeliami
méginiai (5 ul molekulinés masés zymens bei po 15 pl kiekvieno méginio (prie$ ir po indukcijos)).
Elektroforezé vykdoma esant nekintamam elektros srovés stiprumui (20 mA), jtampa ~ 150 V. Dazui
pasiekus skiriamojo gelio apacia, srové iSjungiama. Gelis kelis kartus plaunamas dH20, 0 po to
dazomas ,,PageRuler Unstained Protein Ladder” elektroforezés geliy dazu per naktj, kambario

temperatiiroje. Sekancia dieng gelis blukinamas dH20 ir analizuojamas gautas baltymy vaizdas.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Geobacillus lituanicus rusies identifikavimas

Pirmiausia buvo siekiama patvirtinti, kad turimas kamienas yra tikrai priskiriamas G.
lituanicus rusiai. Tuo tikslu buvo atlickamas PGR naudojant GEOBAC pradmenis, skirtus
Geobacillus rusiy identifikavimui (Kuisien¢ et al., 2004). Tuo tarpu siekiant jsitikinti, kad kamienas
tikrai koduoja kolageninj pasikartojima turint] baltyma, pavadintag GclB, buvo naudota Collike
pradmeny pora, skirta pagausinti Geobacillus genties bakterijose aptinkamg BclB baltymo homologa.
Atlikus gauty PGR produkty elektroforeting analize agaroziniame gelyje, parodyta kad abiejy
pradmeny pory atveju buvo gauti reikiamo dydzio DNR fragmentai (3.1 pav.).

Straipsnyje, kuriame buvo naudojami GEOBAC pradmenys skirti Geobacillus genciai
identifikuoti, buvo atlikta PGR produkty agarozés gelio elektroforeze, kurioje atvaizduoti du
fragmentai priskyré tiriama ra§j G. lituanicus bakterijai (Kuisiené et al., 2004). Siame darbe,
naudojant tuos pac¢ius GEOBAC pradmenis, PGR produkty elektroforezés gelio rezultatai, kuriuose
matosi du fragmentai, sutapo su straipsnyje publikuotais rezultatais $iai rusiai identifikuoti. PGR
rezultatai taip pat patvirtino, kad GclB genas, kurio dydis ~ 930 bp yra koduojamas Siame, G.

lituanicus N-3 kamiene (3.1 pav.).

M 1 2 3 4

800
700

500 em—

300 sm—

200

3.1 pav. G. lituanicus risies ir GelB geno PGR produkty elektroforeze 1 % agarozés gelyje. M — 100
bp markeris; 1 — kontrolé be matricinés DNR; 2 — pagaustinta G. lituanicus gDNR su Collike
pradmenimis; 3 — kontrolé¢ be matricinés DNR; 4 — pagausinta G. lituanicus gDNR su GEOBAC
pradmenimis.

Idomu tai, kad nors Collike pradmeny pagalba buvo parodyta, kad Sis kamienas koduoja G¢IB

baltyma (A. Drutelis, 2015, magistrinis darbas), NCBI duomeny bazéje patalpinto G. lituanicus N-3
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genomo sekoje (GenBank ID: CP017692.1) tokios geny sekos, koduojancios GclB baltyma néra. Gali
buti, kad sekvenuojant G. lituanicus N-3 kamieng jvyko sekvenavimo klaidos. Viena i priezas¢iy yra
tai, kad G. lituanicus pasizymi dideliu GC procentu — 52,5. Didesnis GC kiekis rodo santykinai
aukstesne lydymosi temperatiirg, tod¢él daugelis sekoskaitos technologijy, pavyzdziui, ,,Illumina“
sekoskaita, sunkiai nuskaito didelés GC sudéties sekas (Benjamini et al., 2012). Galbit dél Sios

priezasties GelB geno sekoskaitos rezultatuose nebuvo.

3.2 GcelB geno raiskos nustatymas Geobacillus lituanicus N-3 kamiene

GclB geno raiskos tyrimai buvo atliekami siekiant nustatyti ar G¢clB genas yra ekspresuojamas
formuojantis endosporoms, kadangi yra zinoma, kad GclB yra egzosporiumo iSorinio sluoksnio
baltymas. Siekiant nustatyti ar GclB genas yra ekpsresuojamas, pirmiausia buvo nustatoma
sporuliacijos pradzia.

Augimo kreivés sudarymas, atliekamas siekiant nustatyti, kada G. lituanicus 1astelés pasiekia
stacionarig augimo faze. Siam Zingsniui jgyvendinti buvo atlickami optinio tankio matavimai,
auginant lasteliy kulttira nuo nulinés valandos t.y. nuo 0,5 ml naktinés kulttiros perkélimo j skysta
TSB terpg. Sudarant augimo kreive taip pat buvo nustatomas sporuliacijos pradzios taskas — ant
mikroskopinio stikliuko kar§¢iu fiksuojama lasteliy kultiira 1§ kiekvienos augimo valandos, dazoma
Seferio — Fultono metodu ir mikroskopuojama. Po 18 valandy auginimo, pastebéta, kad terminalinéje
lastelés puséje iSryskéja zalsvai nusidazantys fragmentai vegetatyvinéje lasteléje. Buvo daroma
prielaida, kad tai galéty biti besiformuojancios endosporos. Lastelés buvo auginamos iki

eksponentinio maz¢jimo fazés.

Geobacillus lituanicus N-3 augimo kreivé
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a)
3.2 pav. G. lituanicus augimo kreivé ir sporuliacijos pradzios nustatymas. a) Geobacillus lituanicus

N-3 kamieno augimo kreivé. BriksSneliai nurodo 95 % pasikliautinajj intervalg (angl. confidence

interval) b) Numanomai susiformavusios endosporos 18 auginimo valanda
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Nustacius, kad lastelés formuoja endosporas 18 augimo valandg, augimas buvo pakartojamas
ir prie§ surenkant méginius dar kartg atliekamas endospory dazymas. Taciau $iuo atveju, endosporos
nebuvo pastebétos. Po keletos nesékmingy bandymy surinkti sporuliuojancias lasteles, buvo
nuspresta pakeisti mitybing terpe i turin€ig maziau maistiniy medziagy.

Toliau G. lituanicus N-3 kamienas buvo auginimas ant agarizuotos NB terpés, 55 °C
temperatiiroje. Skirtingomis valandomis fiksuojami ir dazomi preparatai (pagal apraSymga pateikta

2.2.3 skyriuje) sporuliacijos pradziai nustatyti pasirinktomis auginimo valandomis (pateikta 3.1

lenteléje).
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3.3 pav. G. Lituanicus sporuliacijos pradZios taSko nustatymas skirtingomis valandomis

mikroskopuojant 1000x padidinimu. a) Lasteliy vaizdas mikroskopuojant stebimas 12 — 34
valandomis. b) Lasteliy vaizdas stebimas 48 — 50 valandomis

Nuo 12 iki 34 valandos buvo matomos tik vegetatyvinés lastelés. Ties 48 — 50 valandomis
stebimos endosporos manoma yra ne G. lituanicus, o Bacillus subtilis sporos, kurios uzkréte G.
lituanicus lasteliy kultirg endospory dazymo metu.

Nepavykus nustatyti, kurig valanda prasideda sporuliacija, RNR buvo skiriama i§ G.
Lituanicus kultiiros 26 ir 50 valandy auginimo. Atlikus iSskirtos RNR agarozes gelio elektroforezg,
RNR gelyje nepastebéta. Toliau RNR biity buvusi naudojama kDNR sintezei RT-PGR metodu,
siekiant amplifikuoti iSskirta RNR bei nustatyti ar GclB baltymas yra ekspresuojamas pries
sporuliacijg.

Thompson et al., (2012) tyrime, siekiant patikrinti, kada BclB baltymas sintetinamas
sporuliacijos metu ir kada inkorporuojasi i sporos pavirsiy, buvo atlikta sporulinojanciy B. anthracis
lasteliy imunofluorescenciné mikroskopija (angl/. immunofluorescence microscopy (IFM)),
naudojant anti-rBclB antikiinus. BcIB lokalizacija buvo nustatyta motininés Igstelés citoplazmoje.

Atlikta sporuliuojanciy lasteliy Western blot (WB) analizé, taip pat patvirtino, kad BcIB baltymas
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buvo pradétas ekspresuoti ties ketvirta valanda ir intensyviai buvo ekspresuojamas iki septintos
valandos (Thompson et al., 2012).

Kadangi nustatyti sporuliacijos pradzios tasko nepavyko, ateityje buty galima pakartoti §j
tyrimg. Kartojant tyrimg, biity galima optimizuojant endospory dazyma malachito zaliuoju,
prailginant dazymo laika, taip padidinant tikimybe, kad dazas jsiskverbs j endosporos vidy. Taip pat,
reikty pakartoti RNR skyrima, kuris, galbit, Siame darbe nepavyko dél skyrimui panaudotos per

didelés lasteliy biomasés.

3.3 Glikoziltransferazés ir GelB geny klonavimas j pET-Duet-1 vektoriy

BclB yra glikozilintas B. anthracis (Thompson et al., 2012). Manoma, kad toks BclB baltymo
glikozilinimas pagerina hidratacijos tinklo formavimasi ir sgveika, nes glikozilinta dalis gali
sgveikauti su keliomis vandens molekulémis tirpale, taip suteikiant baltymui didesnj stabilumag
(Boydston et al., 2005; Sylvestre et al.,2002; Yu et al., 2014). D¢l Sios priezasties buvo tikimasi, kad
ekspresuojant GelB geng kartu su glikoziltransferazés genu, pavyks gauti teisingai susilanksciusj
GclB baltyma.

pET vektoriy sistema yra plac¢iai naudojama rekombinantiniams baltymams iSreiksti E. coli
bakterijose. Siame darbe geny klonavimui naudojamas pET-Duet-1 vektorius yra skirtas dviejy
tiksliniy geny klonavimui ir ekspresijai bei turi atsparumo ampicilinui geng (bla). Vektoriy sudaro du
raiSkos vienetai, kuriy kiekvieng kontroliuoja T7lac promotorius (Studier et al., 1990). Po dviejy
T7lac promotoriy eina optimalios ribosomy suri§imo sekos ir dvi multikloninés klonavimo sritys
(MCS). pET-Duet-1 kopijy skaicius lasteleje ~ 40.

I vieng 1§ klonavimui skirty MCS sriciy buvo jklonuotas glikoziltransferazés genas.
Glikoziltransferazés genas ir pET-Duet-1 vektorius pagausinti PGR metodu. Glikoziltransferazeés
klonavimui ; pET-Duet-1 vektoriy, pradmenys buvo kuriami taip, kad dalis pradmens fragmenty
persidengty su vektoriaus sritimi. Gauti PGR produktai analizuoti atlikus agarozes gelio elektroforeze
(3.2 pav.). Gautas elektroforezés vaizdas, patvirtino sekminga glikoziltransferazés geno, kurio dydis
~ 1155 bp ir pET-Duet-1 plazmidés, kurios dydis ~ 5420 bp pagausinimg PGR metodu.
Glikoziltransferazés genas klonuotas j pET-Duet-1 vektoriy, naudojant homologini klonavimo

metoda.
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3.4 pav. Nuo G. lituanicus gDNR pagausinto glikoziltransferazés geno ir E.coli pET-Duet-1
vektoriaus PGR produkty elektroforezé 1 % agarozés gelyje. M — MassRuller markeris; 1 takelis —
glikoziltransferazés genas; 2 takelis — linearizuota pET-Duet-1 plazmidé

Siekiant patvirtinti, kad glikoziltransferazés genas buvo jklonuotas j vektoriy, buvo atlikta
dviejy pasirinkty kolonijy PGR. Gauti PGR produkty elektroforezés rezultatai patvirtino
glikoziltransferazés geno buvimg vektoriuje ir buvo gautas pET-Duet-1_Gltr vektoriaus produktas
(3.3 pav. b)). pET-Duet-1_Gltr vektoriaus produktas taip pat buvo iSsiystas viso dydzio plazmidés

sekoskaitai, kuri patvirtino, kad glikoziltransferazés genas jklonuotas j plazmidg teisingai.
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3.5 pav. Glikoziltransferazés geno kolonijy PGR ir E. coli DH5a pET-Duet-1_Gltr konstrukto
schema. a) Po transformacijos iSskirty kolonijy su i pET-Duet-1 jterptu glikoziltransferazés genu
elektroforezé 1 % agarozes gelyje. M — 1 kb markeris; 1 — pirma kolonija; 2 — trecia kolonija. b) E.

coli DH5a pET-Duet-1_Gltr konstrukto schema

GIbB genas buvo klonuotas j likusig laisvg multikloning sritj (MSC1) restrikcijos-ligavimo
metodu. Restrikcijos vietos pasirinktos ties EcoRI ir HindIII restrikcijos endonukleaziy kirpimo
vietomis. EcoRI restrikcijos endonukleazé pasirinkta todél, kad GclB baltymo C-gale biity
prikabintas 6% histidino inkaras. Klonavimo proceso metu GclB geno ir vektoriaus galai turi biiti
modifikuojami, kad biity komplementarts sujungimui, veikiant DNR ligazei.

Atlikus GcelB geno ligavimg | pETDuet-1 Gltr vektoriaus konstrukta, vektorius buvo
transformuojamas | elektrokompetentines lasteles. Atlikus, SeSiy atsitiktinai pasirinkty uzaugusiy

kolonijy PGR, patvirtinta, kad visose SeSiose kolonijose yra GelB genas (3.4 pav. a)).

17 promoter
lac operator

lacl promoter I7 terminator

f1 ori

pET-Duet_Gltr_GclB
7338 bp

AmpR_promoter

3.6 pav. Kolonijy PGR produkty elektroforezé 1 % agarozés gelyje ir pETDuet-1_Gltr GclB
konstrukto schema. a) Transformuoty kolonijy PGR su jterptu GelB genu; b) pETDuet-
1 _Gltr_GclB konstrukto schema

Ivertinus daugybinio seky palyginimo rezultatus sekoskaitos rezultatai parodé, jog
rekombinantiniame konstrukte klaidy nebuvo, geno seka jterpta teisingai, todel nuspresta toliau pET-
Duet-1_Gltr_GclB konstrukta raiSkos tyrimuose.

3.4 Geny raisSkos indukcija E. coli BI121 (DE3) kamiene

Gautas  pET-Duet-1 Gltr GelB  rekombinantinis  vektoriaus  konstruktas  buvo
transformuojamas ] E. coli B121 (DE3) kamieng. Literatiiroje nurodoma, kad E. coli augimui saugi 0
— 1 mM IPTG koncentracija (Li ef al., 2022). Todél Siame darbe pasirinkta IPTG koncentracija — 1
mM. Indukcija vykdyta 37 °C temperatiiroje, 4 valandas.
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RaiSkos méginiai (paruosti kaip apraSyta 2.2.18 skyriuje) buvo analizuojami atlieckant NDS-
PAGE, siekiant jvertinti glikoziltransferazés ir GclB baltymy ekspresija raiSkos kamiene. Po
indukcijos GcelB baltymo, kurio dydis ~ 33 kDa, raiSka nepastebéta, taciau glikoziltransferazés
baltymas, kurio dydis ~ 41 kDa, buvo matomas baltymy elektroforezés gelyje po indukcijos (3.5
pav.).

Viena i§ priezasCiy, kodél atlikus baltymy elektroforeze GcelB baltymas po 4 valandy
indukcijos nebuvo pastebétas, yra trumpas indukcijos laikas, per kuri GclB baltymas nebuvo

ekspresuojamas. Tokiu atveju, reikty optimizuoti indukcijos parametrus — laikg ir temperatiirg.

@ Glikoziltransferaze

3.7 pav. pET-Duet-1_Gltr GclB konstrukto raiSka E.coli BL21 (DE3) kamiene. M — molekulinés
masés standartas ,,PageRuler Unstained Broad Protein Ladder*; 1 — neindukuota lgsteliy frakcija; 2 —
IPTG indukuota lasteliy frakcija

Literatiiroje nurodoma, kad esant mazesnei lastelés baltymy koncentracijai, pageréja jy
susilankstymas. Todél siekiant sulétinti 1gstelés baltymy sinteze, reikty Igsteles inkubuoti zemesnéje
temperatiiroje (Rosano et al., 2014). Kita priezastis galéty buti tai, kad GclB baltymas yra

ekspresuojamas nedideliu kiekiu, todél baltymy elektroforezés gelyje baltymas néra matomas.
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ISVADOS

Specifiniais pradmenimis PGR metodu patvirtintas tyrime naudojamas Geobacillus lituanicus
kamienas, koduojantis G¢IB gena;

Sporuliacijos pradzios nustatyti nepavyko;

. Po GcIB ir glikoziltransferazés geny klonavimy, pastebéta tik glikoziltransferzés geno raiska E.

coli BI21 (DE3) kamiene.
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Termofilinés bakterijos Geobacillus lituanicus N-3 hipotetinio kolageno tipo baltymo (GclB)

tyrimas

SANTRAUKA

Kolagenas yra baltymas, aptinkamas visuose gyviinuose. Sis baltymas yra pagrindinis
ekstralgstelinio matrikso komponentas. Struktiirinis bruozas budingas visiems kolagenams — unikali
trigubos spiralés struktiira, kuriai biidingas pasikartojantis a.r. modelis (Gly — X a.r — Y a.r)n. Taciau
per pastaruosius dvideSimt mety, tiriant bakterijy genomus, buvo identifikuota daug seky turinciy
(Gly — X ar. — Y ar.)n pasikartojimus. Rekombinantiniai, | kolagenus panaSis baltymai galéty
pakeisti zinduoliy kolagenus, kuriy platesnj panaudojimg stabdo atskiry gaminamy partijy
kintamumas, platinamos ligos, alerginés reakcijos Zmonéms bei brangus gamybos didinimas.
Termofilineés bakterijos galéty tapti alternatyva zinduoliy kolagenams, nes auga aukStesnéje
temperatiroje ir jy i kolageng panasiis baltymai galéty pasizymeéti terminiu stabilumu aukstesn¢je
temperatiiroje.

Ankstesniy darby laboratorijoje metu, nustatyta, kad tarp laboratorijoje esanciy bakterijy
kamieny, Geobacillus lituanicus bakterijos N-3 kamienas koduoja | Bacillus anthracis BclB panasy
baltyma, pavadinta GclB. B. anthracis bakterijos BcelB baltymas, formuojantis | kolageng panasSia
struktiira — triguba spirale. Siame darbe tiriamas G. lituanicus bakterijos N-3 kamieno GclB baltymas,
siekiant jvertinti §io baltymo raiska E. coli bakterijoje. Salia GclB geno, buvo jklonuotas ir
glikoziltransferazés genas, kuris taip pat yra ekspresuojamas B. anthracis bakterijoje Salia BclB
baltymo. Manoma, kad glikoziltransferazés geno ekspresija Salia GcelB, suteikty stabilumo Siam
baltymui, kas lemty teisingg $io baltymo susilankstyma atlikus raiska.

Darby metu glikoziltransferazés ir GclB genai buvo sékmingai klonuoti ; pET-Duet-1
vektoriy. Po klonavimo, buvo atlikta raiSka E. coli BL21 (DE3) kamiene, indukuojant lasteles 0,1
mM IPTG 37 °C, 4 valandas. Po indukcijos, atlikus NDS-PAGE baltymy elektroforeze, gelyje buvo

matomas glikoziltransferazés genas, taciau GelB geno raiSka nejvyko.
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SUMMARY

Collagen is a protein found in all animals. It is the main component of the extracellular matrix.
A structural feature common to all collagens is a unique triple helix structure characterised by a
repeating a.r. pattern (Gly — X a.r — Ya.r)n. However, over the last twenty years, the study of bacterial
genomes has led to the identification of a large number of sequences with (Gly — X a.r. — Y a.r.)n
repeats. Recombinant collagen-like proteins could replace mammalian collagens, the wider use of
which has been hampered by batch-to-batch variability, widespread disease, allergic reactions in
humans, and costly scale-up. Thermophilic bacteria could provide an alternative to mammalian
collagens as they grow at higher temperatures and their collagen-like proteins could have thermal
stability at higher temperatures.

Previous work in the laboratory has shown that, among the bacterial strains present in the
laboratory, the N-3 strain of Geobacillus lituanicus encodes a Bacillus anthracis BclB-like protein,
named GclB. The BclB protein of B. anthracis forms a collagen-like structure — a triple helix. In the
present work, the GclB protein of the N-3 strain of G. lituanicus is investigated in order to assess the
expression of this protein in E. coli. In addition to the GcIB gene, a glycosyltransferase gene, which
is also expressed in B. anthracis, was cloned alongside the BclB protein. The expression of the
glycosyltransferase gene next to GelB is thought to confer stability to this protein, which would lead
to correct folding of this protein after expression.

The results obtained showed that the glycosyltransferase gene and the GelB gene could be
successfully cloned into the pET-Duet-1 vector. After cloning, expression was performed in E. coli
BL21 (DE3) strain by inducing the cells with 0,1 mM IPTG at 37 °C for 4 hours. After induction,
NDS-PAGE protein electrophoresis showed the glycosyltransferase gene in the gel, but no expression

of the GclB gene.
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Nuosirdziai noriu padékoti savo darbo vadovei dr. Riitai Kananaviciiitei uz skirtg laikg bei
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laboratorinius jgudzius. Aciii uz galimybe atlikti magistro baigiamajj darba Prokarioty molekulinés

mikrobiologijos ir taksonomijos laboratorijoje.
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