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Santrumpos

ABC - ATP suriSanti kaseté

GD - gramicidinas D

MEFS - didzioji nukreipiamoji didseimé (MFS)
NAG | - N-acetil-gliukozaminas

NAM | - N-acetil-muramo riigstis

PBP - peniciling surisantis baltymas

PCB™ | - fenildikarbaundekarborano jonas
PMB | - polimiksinas B

Psp - fago Soko baltymas

PTS - fosfotransferaziné sistema

Tat - dvigubo arginino transporto sistema
TPP" | - tetrafenilfosfonio jonas




lvadas

Lizocima, antibakterini fermenta, gebanti skaidyti bakteriju peptidoglikana, 1922 m. atrado
A. Flemingas. Klasikinis Siy placiai paplitusiy fermenty Seimos atstovas yra viStos kiauSinio
baltymo lizocimas. Tai pirmasis baltymas, kuriam buvo nustatyta aminoriigs¢iy seka bei atlikta
kristalografiné analizé¢. Giminingi ¢ tipo lizocimai randami daugelio organizmy — Zinduoliy,
ropliy, bestuburiy - audiniuose ir jvairiose iSskyrose (Pellegrini ir kt., 1997). Kity tipy lizocimai,
besiskiriantys struktirinémis, katalitinémis ir imunologinémis savybémis, randami pauksciy,
bestuburiy, augaly, grybu, bakteriju lastelése ir bakteriju virusuose (Hindenburg ir kt., 1974;
Fiolka ir kt., 2005). Visu Siy fermenty atrankumas yra vienodas: bakteriju peptidoglikane jie
skelia B-glikozidini rySi tarp N-acetilmuramo rtgsties 1 C atomo ir N-acetilgliukozamino 4 C
atomo.

Siandien tai vis dar labai svarbus fermentas, kurio savybés nagrinéjamos baltymy
chemijoje, enzimologijoje, molekulingje biologijoje ir genetikoje, imunologijoje ir evoliucingje
biologijoje. Nepaisant didelio informacijos kiekio, biologiné lizocimo svarba Seimininko
gynybos sistemoje iki Siol néra galutinai suprasta (During ir kt., 1999). Tadiau lizocimai néra tik
gynybiniai ar, kai kuriais atvejais, virSkinimo fermentai. Lizocimy katalizuojamos hidrolizés
metu atpalaiduoti peptidoglikano fragmentai gali indukuoti imunostimuliuojanéiy ar
antibakteriniy junginiy sintez¢, kitas biologines reakcijas, todél jie yra ypatingai svarbiis
Seimininko organizmui.

Labai patogus atsparumo lizocimui tyrimy objektas yra Siam fermentui jautri
gramteigiamoji pienarigité bakterija Lactococcus lactis. Zinios apie laktokoky lize svarbios
praktikoje, kadangi Sio bakterijos yra placiai naudojamos maisto pramonéje — siiriy, grieting€s,
rigpienio gamyboje.

Sio darbo tikslas - istirti kiausinio baltymo lizocimo bei jo sudétinés dalies- 9 aminoriig§ciy
antimikrobinio peptido RAWVAWRNR (toliau 9a peptidas) - poveiki L. lactis citoplazminés
membranos laidumui ir geny raiSkai bei nustatyti L. lactis atsako 1 apvalkalo pazeidimy sukelta

stresa mechanizma.

Darbo uzduotys:
1. I8tirti, kaip lizocimas, kar$¢iu inaktyvuotas lizocimas ir lizocimo antimikrobinis peptidas
itakoja L. lactis, Bacillus subtilis bei Pseudomonas aeruginosa lasteliy citoplazminés

membranos laiduma.



2. Istirti, ar skiriasi L. lactis tévinés padermés ir lizocimui atspariy mutanty pradiniai
atsakai 1 natyvaus, kaitinto lizocimo ir peptido poveiki.
3. DNR mikrogardeliu metodu istirti, kaip lizocimas bei antimikrobinis 9a peptidas itakoja

geny raisSka L. lactis laukinés padermés MG 1363 bei mutantinés padermés doppA lastelése.



Literatliros apzvalga

1.1. Peptidoglikano hidrolazés

Pirmoji ir svarbiausia apsaugos nuo jvairiy nepalankiy aplinkos veiksniy grandis yra
bakteriju lastelés apvalkalas. Tai pagrindiné¢ struktira, suteikianti Iastelei forma ir
neutralizuojanti auks$ta vidini osmosini slégi. Tai svarbiausia aplinkos informacijos pajutimo
sistema ir molekulinis sietas, kontroliuojantis medziagy pernasa. Lastelés apvalkalas taip pat yra
tvairiy antibiotiky taikinys.Taigi iSlaikyti lastelés apvalkalo vientisuma veikiant jvairiems
apvalkala ardantiems junginiams yra gyvybiskai svarbu.

Gramteigiamyju bakterijy lasteliy apvalkalas sudarytas i§ dvieju sluoksniy — citoplazmingés
membranos, apsuptos stora lastelés sienele. Siy bakterijy peptidoglikano apvalkalas yra trimaté
daugiasluoksné tinklo pavidalo apie 50 nm struktiira, galinti atlaikyti auksta turgoro slégi. Déka
tvirty cukry grandiniy ir lanks¢iy peptidiniy tilteliy kombinacijos, peptidoglikano tinklas yra
stiprus, bet kartu elastingas, galintis atlaikyti {vairias stresines salygas. Tai dinamiska molekulé,
kurioje nuolat vyksta biosintezé, surinkimas, brendimas, ardymas, perdirbimas, taip uztikrinant
lastelés formos palaikyma, augima ir dalijimasi vienu metu (Jordan ir kt., 2007).

Gramteigiamyju bakteriju lastelés apvalkale iSsibars¢iusios teicho riigstys, kurios yra
Itvirtintos membranoje (lipoteicho rtigstys) arba kovalentiSkai prijungtos prie cukraus grandziy
peptidoglikane. Teicho rtigStys vaidina svarby vaidmenj nulemiant fizikochemines apvalkalo
savybes. Tai polianijoniniai, turtingi fosfaty linijiniai polimerai, atsakingi uZ bendra neigiama
gramteigiamyjy bakterijy lasteliy pavirSiaus kravi.

Be Siy pagrindiniy savybiy, gramteigiamyjuy bakterijy apvalkalams budingos {vairios
papildomos strukttiros, svarbios virulentiSkumui, atsparumui antibiotikams, kolonizacijai. Tai
uzlastelinés polisacharidinés kapsulés, baltyminiai S-sluoksniai. Mikobakterijy ir korinebakterijuy
lasteliy sienelés pasizymi ypatinga struktiira, kuriai budingi papildomi sluoksniai, sudaryti 1§
arabinogalaktany ir mikoliniy rugs¢iu. Tai lemia maza sieneliy pralaiduma antibiotikams (Jordan
ir kt., 2007).

Bakteriju peptodglikano hidrolazés sudaro didelg ir jvairialypg grupg fermenty, gebanciy
skaidyti peptidoglikana ar tirpius jo fragmentus. Sie fermentai dalyvauja bekterijuy sienelés
augimo ir jo reguliacijos procesuose, ivairiuose lizés reiSkiniuose. Daznai sunku priskirti
konkrecias funkcijas atskiroms hidrolazéms. Bakterijos turi daug Sio tipo fermenty ir ju funkcijos

persidengia arba daZnai viena hidrolaz¢ atlieka keleta funkcijy (Smith ir kt., 2000).



Peptidoglikano skaidymo produktai atlieka signaliniy molekuliy vaidmenj — taip bakterijas
atpazjsta kiti organizmai, o kai kuriose bakterijose yra indukuojama B-lakatamze (Jacobs ir kt.,
1997). Peptidoglikano hidrolazés taip pat atsakingos uz autolizés procesy jjungima tam tikromis
salygomis.

Kiekvienam glikozidiniam ir amidiniam ryS$iui, randamam peptidoglikano molekul¢je, yra
zinoma nors po vieng hidrolazg, taciau daznai ne visy specifiSkumy fermentai biina vienoje
bakterijy ruiSyje. 1-ame. paveiksle parodytos ivairiy hidrolaziy skélimo sritys. N-acetilmuramil-
L-alanino amidazés hidrolizuoja peptidinj rySi tarp NAM ir L-Ala, atskirdamos glikano granding
nuo peptido, tuo tarpu karboksi- ir endopeptidazés kerpa jvairias LD- ir DD- jungtis peptidinuose
tiltelivose.

Glikano granding skaido triju tipy fermentai (glikozidazes): N-acetilgliukozaminidazés,
lizocimai ir litinés transglikozilazés. Paskutinieji du tipai bendrai vadinami N-acetil-p-D-

muramidazémis (muramidazémis) (Vollmer ir kt., 2008).

o-Ala
| 4— karboksipeptidazés
o=Ala
I
A pm-NH, -A,pm-NH
karboksipeptidazés —p T " ’rm :
p-Glu o-Glu
| NAM-L-Ala-amidazés |
L=Ala -Ala
I —
et GlcNAc— MurNAc — GleNAc — MurNAc —GlcMAc— MurNAc— GlcNAc— MurNAc1,6Anh
LA zes ek
-L-Ala-ami ig L=Ala NAM-L-Ala-amidazé L=Ala
NAM-L-Ala-amidazés | a-amidazés | 1\_\_‘
o-Glu 0-Glu endopeptidazés
| - |
m-Apm — p-Ala endopeptidazés _’m-ﬁzpm \\k”/
karboksipeptidazés —» | | |
arboksipeptidazés oAl mohpmAH, ol m_A:rm-NHJ
|
o-Glu endopeptidazés D'(I;I"
L=Ala NAM-L-Ala-amidazés 1-Ala  NAM-L-Ala-amidazés
| | —
- GleNAe —MurNAc— GleNAc— MurNAc — GlcNAc— MurNAc — GleNAc— MurNAc -
— —p |
t-Aie NAM-L-Ala-amidazés 41"
o-Glu endopeptidazés _huﬁ;lu

m-A,pm-NH,

karboksipeptidazés —» |
o-Ala

1 pav. [vairiy peptidoglikano hidrolaziy skélimo sritys (Pagal Vollmer ir kt., 2008) .

1.1.1. N-acetilmuramil-L-alaninamidazés

N-acetilmuramil-L-alaninamidazés hidrolizuoja peptidini rysi tarp NAM ir peptidinio
tiltelio N-galinés L-Ala liekanos. Sios amidazés randamos bakterijy ir bakteriofagy ar profagu
genomuose. Dazniausiai tai bakterijy autolitinés sistemos nariai, turintys signaling seka, kuri
nukreipia Siuos fermentus uz plazminés membranos riby. Tuo tarpu faginés amidazés yra
endolizinai, neturintys signaliniy seky, ir, manoma, uz Iastelés riby patenkantys fagy koduojamuy

baltymuy holiny pagalba (Loessner, 2005).



Dazniausiai bakterijy proteome randama keletas skirtingy peptodoglikano amidaziy, pvz.,
Escherichia coli turi penkis skirtingus $io tipo fermentus. Keturi i§ jy randami periplazmoje ir
yra tirpts, penktasis, AmiD, yra inkaruotas iSorinéje membranoje.

Manoma, kad tirpios E. coli amidazés sudétyje turi Zn>™ todél | periplazma yra
transportuojamos Tat (Twin-arginine transport) sistemos, kuri yra atsakinga uz treting struktiira
igujusiy, kofaktorius sudétyje turinciy baltymy pernasa per citoplazming membrana.

Svarbiausia S§iy amidaziy funkcija yra skelti bakterijos dalijimosi metu susidariusia
pertvara, tam, kad susidariusios dukterinés Iastelés galéty atsiskirti viena nuo kitos.

Paprastai peptidoglikano amidazés sudarytos 1§ dvieju moduliy — katalitinio ir nekatalitinio,
atsakingo uz  prisijungima prie lastelés sienelés  peptidoglikano, lipoteicho riigsciy ar
pneumokoky teicho ragsciy, sudétyje turinciy cholino (Vollmer ir kt., 2008).

Netikétai buvo nustatyta, kad E. coli peptidoglikano amidazes struktiiriSkai yra panasios 1
eukarioty peptidoglikana atpaZistanius baltymus. Sie baltymai yra randami daugelio gyviiny,
tarp ju vabzdziy, dygiaodziy, moliusky ir stuburiniy organizmuose. Jie dalyvauja igimto

imuniteto reakcijose (Dziarski ir Gupta, 1994).

1.1.2. Endopeptidazés ir karboksipeptidazés

Sie fermentai skelia peptidinj rysj tarp dviejy aminoriig§¢iu peptidoglikane arba jo tirpiuose
fragmentuose. Karboksipeptidazés nuskelia C-galing aminoriigsti, endopeptidazés skelia rysi
peptidinés grandinés viduje. DD peptidazes kerpa tarp dvieju D-aminortig§ciy, tuo tarpu LD- ar
DL- peptidazés skelia ry$j tarp L- ir D- aminortigs¢iy. Daug DD-endopeptidaziy priklauso mazos
molekulinés masés paniciling prisijungiantiems baltymams. Sie fermentai inhibuojami B-
laktamy, kurie yra pentapeptidinio donoro galinio pakaito D-Ala-D-Ala struktiriniai analogai
peptidoglikano transpeptidinimo reakcijoje (Smith ir kt., 2000).

Du tipai peniciling suriSan¢iy baltymy yra priskiriami endopeptidazéms. Vienas ju -
daugiamoduliniy fermenty tipas, vadinamas 4-tojo tipo peniciling suriSan¢iy baltymy tipu.
Antrasis tipas yra vadinamas 7-tojo tipo peniciling suriSan¢iy baltymy tipu. Jam priklauso
vienmoduliniai fermentai, inkaruoti citoplazminéje membranoje amfifiline spirale.

4-tojo tipo peniciling suriSantys baltymai sudaryti i§ triju domeny. Pirmajame domene
i§sidéstes endopeptidazés/peniciling prijungiantis aktyvusis centras, kuris visy 4-tojo tipo
baltymy yra beveik identiskas.

Manoma, kad Sie fermentai susij¢ su lasteliy morfologija, dukteriniy lasteliy atskyrimu ir

biopléveliy formavimu (Vollmer ir kt., 2008).



7-tojo tipo penicilinui jautri DD-endopeptidazé yra sujungta su membrana, ji ir jos
hidrolizés produktai stabilizuoja ir stimuliuoja kitos peptidoglikano hidrolazés - tirpios litinés
transglikozilazés SIt70 - aktyvuma, tiesiogiai saveikaudami su ja.

Kai kurios DD-endopeptidazés néra giminingos peniciling suriSantiems baltymams, taigi jos

néra jautrios B-laktamams.

1.1.3. N-acetil-3-D-muramidazés

N-acetil-B-D-muramidazés  (N-acetilmuramidazés) yra placiai paplite fermentai,
hidrolizuojantys B1,4-glikozidinj ry$j tarp NAM ir NAG liekany peptidoglikane (2 pav.). Sis
rySys gali biiti kerpamas dviem buidais:

1. Lizocimai hidrolizuoja glikozidinj rysi susidarant produktui su galine redukuojancia
NAM liekana.

2. Litinés transglikozilazés glikozidini ry$i skelia kartu vykstant transglikozilinimo

reakcijai, susidarant 1,6-anhidro ziedui.

(o] CHOH o a
g0 G0
1 o ©oa oy
fiH 0 s " HO + HO. o
o TP - 4
- S EE £
3 R

o
™ HO
=0

Eow &

NAG NAM NAG \ —
o
5] G .
L
F
o R o &
% 1.6-anhidro-NAM

2 pav. Glikozidini ry$i peptidoglikane skeliantys fermentai: 1. N-acetil-gliukozaminidazés,

2. Lizocimai, 3. Litings transglikozilazés. R - peptido liekana, prijungta prie NAM.

1.1.4.Lizocimai

Fermentai, turintys panaS$ia | lizocimo struktiira, yra skirstomi | devynias klases. Visi Sie
fermentai skelia B1,4-glikozidinj rys$i, kai kurie be Sio aktyvumo dar geba hidrolizuoti chitina
(B1,4-NAM polimera) ar chitozana (dalinai deacetilinta chiting), arba pasiZymi litiniy
transglikozilaziy aktyvumu. Keturiy klasiy atstovai hidrolizuoja peptidoglikana. Siy klasiy
prototipais laikomi viStos kiauSinio baltymo lizocimas, Zasies kiauSinio baltymo lizocimas,
bakteriofago T4 lizocimas ir grybo Chalaropsis lizocimas. Lizocimo savybés yra placiau

nagrinéjamos 1.3 skyriuje.
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1.1.5. Litinés transglikozilazés

Litinés transglikozilazés skelia glikozidini ryS$i tarp NAM ir NAG kartu vykstant
transglikozilinimo reakcijai, ties NAM liekana susidaro 1,6-anhidro ziedas. Reakcijoje dalyvauja
rugstinis pakaitas, dazniausiai Glu, atiduodantis protona glikozidinés jungties deguonies atomui.

Daugelio litiniy transglikozilaziy katalitiniai domenai turi panasia { lizocimo aktyviojo
centro struktiira. Lizocimams taip pat biidingas Glu liekanos buvimas aktyviajame centre. Taciau
Sie fermentai yra ganétinai skirtingi: rigsStinio Glu aplinka litiniy transglikozilaziy aktyviajame
centre yra labiau hidrofobiSka, taip pat Sie fermentai neturi antosios katalitinés Asp liekanos,
dalyvaujancios lizocimy katalizé¢je. Tai paaiskina Siy fermenty grupiy skirtingus katalizés
mechanizmus (hidrolizé/vidumolekulinio ziedo formavimas). Be to, lizocimai ir litinés
transglikozilazés skiriasi substratiniais specifiSkumais. Lizocimai yra endo-N-acetilmuramidazés,
tuo tarpu daugumai litiniy transglikozilaziy biidingas egzo-litinis aktyvumas - jos atpalaiduoja
1,6-anhidro-NAM liekanas nuo glikano grandinés galo. Kristalinése struktlirose matomi
substrata suriSan¢iy kiSeniy skirtumai. Lizocimai geba prisijungti heksasacharida, skirtingos
litinés transglikozilazés substrata prijungincioj srity talpina nuo trijy iki SeSiy N-aminosacharido
liekany (Vollmer ir kt., 2008).

N-acetilmuramidazés skiriasi substratiniais specifiSkumais priklausomai nuo peptidu
pakaity. Pavyzdziui, fago T4 lizocimas skaido tik peptidoglikana su prijungtais peptidiniais
tilteliais. Fermentas nehidrolizuoja peptidoglikano be peptidy grupiy.. Tuo tarpu Zasies lizocimas
ir transglikozilazé MItA vienodai gerai atpazjsta glikano grandines ir su peptidiniais tilteliais, ir
be ju. Sie skirtumai rodo, kad kai kuriy N-acetilmuramidaziy struktirose yra peptidus
prijungiancios sritys (Ursinus ir Holtje, 1994).

Remiantis aminortigS¢iy sekomis bei konservatyviy motyvy buvimu, litinés
transglikozilazés yra suskirstytos | keturias Seimas. E. coli lasteléje randamos visy Seimy
transglikozilazes, 18skyrus ketvirtaja Seima. Visi Sie fermentai randami E. coli periplazmoje, arba
yra lipoproteinai, prijungti prie iSorinés membranos vidinio sluoksnio. Ketvirtajai Seimai

daugiausia priklauso bakteriofagy litinés transglikozilazés (Kraft ir kt., 1998).

1.1.6. N-acetil-B-D-gliukozaminidazés

Endo-N-acetil-B-D-gliukozaminidazés yra placiai paplitusios tarp bakterijy. Jos hidrolizuoja
glikozidinj rysj tarp N-acetil-B-D-gliukozamino liekany ir gretimy monosacharidy jvairiuose

oligosacharidiniuose substratuose — peptidoglikane, chitine, N-glikanuose (Vollmer ir kt., 2008).
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Didelio molekulinio svorio (celiuliozg, chiting) degraduojantys fermentai daznai struktiiroje
turi substrata prijungiantj domena, kuris padidina fermenty aktyvuma. Daugumai peptidoglikano
hidrolaziy taip pat buidingi tokie domenai.

Endo-N-acetil-B-D-gliukozaminidazés daznai turi viena ar kelis sienel¢ suriSancius
domenus. Lactococcus lactis lastelése randamos keturios N-acetil-B-D-gliukozaminidazés. Dvi
i§ ju — AcmA ir AcmD struktiroje turi tris peptidoglikana suriSanc¢ius domenus LysM, N-
gliukozaminidazé AcmB — kitokj sienele suriSanti domena. [domu tai, kad butent triju LysM
domeny buvimas suteikia optimaliausia AcmA aktyvuma (Steen ir kt, 2005).

Skirtingai nuo endo- N-acetilgliukozaminidaziy, skelian¢iy peptidoglikano glikozidinius
rySius, citoplazminés N-acetilgliukozaminidazés hidrolizuoja disacharida NAG-1,6-anhidro-

NAM(peptida), kuris yra vidulastelinis peptidoglikano atnaujinimo kelio tarpinis produktas.

1.2. Peptidoglikano hidrolaziy funkcijos ir jy aktyvumo reguliacija

1.2.1. Lastelés sienelés augimo reguliacija DD-karboksipeptidazémis

DD-karboksipeptidazés pasalina peptidoglikano peptidy galing penktoje pozicijoje esancia
D-alanino lickana. Pentapeptidai gali buti ir donorais, ir akceptoriais transpeptidinimo reakcijoje,
tuo tarpu tetrapeptidai atpazistami tik kaip akceptoriai. Kontroliuojant peptidoglikano apvalkalo
augima, pentapeptidy perteklius turi biiti maZinamas DD-karboksipeptidaziy. Taigi DD-
karboksipeptidazés yra labai svarbios dalijimuisi, lastelés formos palaikymui, taip pat Sie

fermentai reguliuoja peptidiniy tilteliy kieki spory peptidoglikane (Morlot ir kt., 2003).
1.2.2. Peptidoglikano apvalkalo augimo reguliacija

Peptidoglikano apvalkalas — tai didziul¢ tinklo pavidalo molekulé. Norint praplésti tinkla,
peptidoglikano sintazés iterpia naujus subvienetus. Neimanoma isivaizduoti tokios molekulés
augimo mechanizmo be hidrolaziy katalizuojamo kovalentiniy jung¢iy ardymo. E. coli
periplazmoje randama apie 12 peptidoglikano hidrolaziy. Neabejojama, kad Sie fermentai
dalyvauja Iastelés sienelés augimo procese, nes lastelés augimo metu yra stebimas tiek Gram-
niegiamyjy, tiek gramteigiamyjy bakterijy peptidoglikano fragmenty atpalaidavimas. E. coli per
viena generacija netenka apie 40% peptidoglikano. Atpalaiduoty produkty struktiira rodo, kad tai
yra litiniy transglikozilaziy, endopeptidaziy bei amidaziy skaidymo produktai (Vollmer ir kt.,
2008).
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Manoma, kad hidrolizés ir sintezés reakcijos yra koordinuotos laike ir erdvéje — E. coli
lastel¢je skirtingos sintazés ir hidrolazés formuoja multi-fermentinius kompleksus. Taip
uztikrinama, kad hidrolazés yra aktyvios tik sintezes srityse (Vollmer ir Holtje, 2001).

Lazdelés pavidalo gramteigiamosioms bakterijoms biidingas augimas i§ vidaus | iSore.
Nauji peptidoglikano sluoksniai yra prijungiami po lastelés sienele. ISoriniai sienelés sluoksniai
yra skaidomi ir atpalaiduojami i terpg. Kuo greiCiau lastel¢ auga, tuo intensyviau vyksta
peptidoglikano hidrolizé, taigi Sie fermentai yra labai svarbiis nulemiant Iastelés augimo greiti.
PriesSingai nei E. coli, gramteigiamyju bakteriju lastelése peptidoglikano sintazés ir hidrolazés
tiesiogiai nesaveikauja tarpusavyje, kadangi yra fiziSkai atskirtos. Sintazés formuoja naujus
vidinius sienelés sluoksnius, tuo tarpu hidrolazés yra aktyvios iSorin¢je pus¢je (Vollmer ir kt.,
2008).

E. coli bei Bacillus subtilis peptidoglikano sintez¢ yra reguliuojama citoskeleto elementy.
Jie plazminéje membranoje formuoja spiralinius filamentus ir lokalizuoja peptidoglikano

sintezés kompleksus (Daniel ir Errington, 2003)

1.2.3. Dukteriniy Igsteliy atskyrimas

Peptidoglikano hidrolazés skaido septa taip atskirdamos dukterines lasteles po dalijimosi.
Siame procese dalyvauja amidazés, litinés transglikozilazés bei endopeptidazés. Siuos fermentus
koduojanciy geny delecijos lemia ilgy lasteliy grandinéliy formavimasi bei membrany defektus (
Priyadarshini ir kt., 2006).

Peptidoglikano hidrolazés taip pat dalyvauja sporuliacijos procese — jos hidrolizuoja
asimetring septa, lemia sporos apvalkalo brendima. Specifinés amidazés nuskelia peptidy
grandinéles, tada yra formuojami laktaminiai ziedai. Toks sporos apvalkalas atlaiko didesni
mechanini spaudima, lemia maZesni vandens kieki apvalkale. Lastele pasiruoSia ramybeés
biisenai. Susiformavus sporos apvalkalui, motininé Iastelé yra lizuojama. Sporos dygimo procese
taip pat dalyvauja hidrolazés. Nepralaidus apvalkalas turi biiti specifiskai skaidomas, kad i lastele
patekty vanduo ir prasidéty augimas (Foster ir Johnstone, 1990) .

Sekrecijos sistemuy, piliy ir ZiuZeliy susirinkime dalyvauja hidrolazés, reikalingos praplatinti
peptidoglikano poras tam, kad dideli kompleksai galéty buiti gabenami { iSoring sienelés pusg
(Koraimann, 2003).

Peptidoglikano hidrolazés taip pat svarbios biopléveliy formavimui, nekompetentiniy

lasteliy lizei (alolizei), Seimininko — patogeno saveikai (Claverys ir kt., 2007).
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1.2.4. Hidrolaziy aktyvumo reguliacija

Peptidoglikano hidrolazés yra potencialiai letalis fermentai, gebantys suskaidyti juos
produkuojanc¢iy organizmuy lastelés sienele, todél jie turi biiti labai grieztai kontroliuojami.
Reguliacija vyksta daugelyje etapy — nuo transkripcinio iki potransliacinio, ta¢iau svarbiausia yra
biochemin¢ reguliacija.

Sporuliacijos bei spory dygimo procesuose dalyvaujanciy hidrolaziy sintezé dazniausiai yra
reguliuojama transkripciniame lygyje specifiniy sigma faktoriy.

Jau susintetinty hidrolaziy aktyvumas yra kontroliuojamas jvairiais biidais — fizinémis ar
cheminémis substrato peptidoglikano modifikacijomis. Zinoma, kad kiti sienelés polimerai,
tokie, kaip teichojinés riigstys, taip pat kei¢ia gramteigiamyjy bakteriju hidrolaziy aktyvuma.
Autolizinai tampa maziau aktyvis zemame pH, manoma, kad tai yra dél sienelés joninés

aplinkos pakitimy (Vollmer ir kt. 2008).

1.3. Lizocimas
(N-acetil-muramido-glikano hidrolaz¢, EC 3.2.1.17)

Lizocimas, iSskirtas i§ vistos kiauSinio baltymo, yra 14.400 daltony polipeptidas, sudarytas
1§ 129 aminortgséiy liekany. Tai bazinis baltymas ( teigiamai ikrautas ), jo izoelektrinis taskas
yra apie 10.7 — 11.0. Lizocimas sudaro 3.5% visy kiausinio baltymuy.

Zasies (g-) tipo lizocima atrado Jolles. Sis lizocimas yra placiau paplites paukséiy tarpe nei
viStos kiauSinio baltymo lizocimas. G-tipo lizocimas sudarytas i§ 185 aminoriig§¢iy, fermento
molekuliné masé yra 21 kDa. Aptinkama nedidelé Zasies ir viStos lizocimo seky homologija,
manoma, kad Glu 73 ir Asp 86 atitinka Glu 35 ir Asp 52 c-tipo aktyviajame centre. Vistos ir
7asies kiauginio baltymo lizocimai $iek tiek skiriasi katalitinémis savybémis. Zasies kiausinio
baltymo lizocimas pasizymi 3-6 kartus didesniu specifiniu aktyvumu, tac¢iau jam nebidingas
chitinazinis aktyvumas. Taip pat manoma, kad Zasies tipo lizocimui tinkamesnis substratas yra
NAM liekanos, turinc¢ios peptidu pakaitus (Hindenburg ir kt. 1974).

Kai kuriy pauksciy kiauSiniuose randama keliy tipy lizocimy, pvz., juodosios gulbés,
Kanadinés Zasies kiauSiniuose yra vistos tipo ir Zasies tipo lizocimy. [domu tai, kad nors vistos
kiauSinyje randamas c-tipo lizocimas, Sio paukscio polimorfobranduoliniai lekocitai sintetina
dvieju tipy lizocimus. Tai jrodo, kad pauks¢iy genome yra genai, koduojantys abieju formuy
fermentus, ir tik ruSiai specifiniai reguliacijos mechanizmai lemia, ar abi formos, ar kuri viena,

bus ekspresuojama kiausinio baltymo gamybos metu (Hindenburg ir kt. 1974).
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Bakteriofago T4 lizocimas yra 18.7 kDa baltymas, sudarytas i§ 164 aminoriigs¢iy. Tai
muramidaze, padedanti pasidauginusioms fago daleléms iSsilaisvinti i§ infekuotos lastelés. T4
lizocimas lizuoja bakterijos sienelg i§ citoplazmos pusés (Akinalp ir kt. 2007). Sio fermento seka
néra homologiSka c-tipo lizocimy sekai, taCiau panaSios katalitinés savybés. Fago lizocimas
Zymiai greiciau skaido E. coli lasteliy sienelés peptidoglikana, turinti peptidinius tiltelius, nei
vistos lizocimas (Jolles ir kt. 1984). Abieju tipu lizocimai turi panasia konformacija, jiems
budingos panasios substrato prisijungimo savybés. ISlaikyta aktyvaus centro homologija — Glu
11 ir Asp 20 atitinka vistos lizocimo Glu 35 bei Asp 52 — svarbiausias aminoriigstis, reikalingas
katalizei. Sie panasumai leidZia daryti prielaida, jog c-tipo ir fago lizocimai kilo i§ to paties
protévio.

Genties Chalaropsis grybai sintetina uzlastelini lizocima, kuris be tipisko lizocimui B-1,4-
N-acetilmuramidazinio aktyvumo dar pasizymi B-1,4-N,6-O-diacetilmuramidaziniu aktyvumu.
Taigi Chalaropsis lizocimas yra aktyvus prie§ tas bakteriju grupes, kurios yra atsparios c-tipo
lizocimui. Sio fermento seka ir dydis smarkiai skiriasi nuo kity zZinomuy lizocimy, taciau
katalitinés Chalaropsis lizocimo savybés priklauso nuo Asp 6 ir Glu 33, taigi visy lizocimy

aktyviajame centre randamos riigStinés funkcinés grupés.

1.3.1. Lizocimo paplitimas ir reikSmé

Streptomyces coelicolor lastelése sintetinamas celozilas, priklausantis Chalaropsis lizocimy
klasei, turi tik viena elipsés formos domena. Fermentas skaido O-acetilinta Staphylococcus
aureus peptidoglikana, sudétyje turinti N,6-O-diacetilmuramo ragsties. Jis taip pat hidrolizuoja ir
N-deacetilintas glikano grandines (Rau ir kt., 2001; Vollmer ir kt., 2008). Sio lizocimo struktiira
neturi jokio panaSumo i c-tipo ar fago lizocimus.

Chalaropsis lizocimy klasei taip pat priklauso Streptococcus pneumoniae autolizinas LytC.
Sis fermentas, kaip ir kitos S. pneumoniae peptidoglikano hidrolazés, turi cholina prisijunginat
domena, padedantj LytC prisitvirtinti prie lastelés sienelés teicho ragsciy.

IS Enterococcus faecium iSskirti du autolitiniai lizocimai. Vienas juy, vadinamas SF
muramidaze, yra egzofermentas, skaidantis glikano grandines nuo ju NAG galo. Pesticinas yra
endo-specifiné N-acetilmuramidaze, kaip ir viStos lizocimas. Pesticinas yra koduojamas pst
geno, randamo Yersinia pestis virulentinéje plazmidéje, greta imuniteta jam lemiancio geno.
Toks genu iSsidéstymas biidingas bakteriocinus koduojancioms plazmidéms (Vollmer ir kt.,
2008).

Bestuburiy organizme lizocimas yra vienas pagrindiniy apsauginés sistemos komponenty,

kadangi Sie organizmai negamina imunoglobuliny. Jo randama jvairiuose vabzdziy kiino
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audiniuose, pvz., Manduca sexta daugiausia lizocimo turi riebaliniame kiine, kiek maziau
vidurinéje zarnoje, Sirdies perikardo lastelése, Malpigijaus vamzdeliuose, epidermyje, seiliy
liaukose, raumenyse.

Vabzdziy lizocimas dazniausiai yra priskiriamas c-tipo lizocimams, bet pasitaiko ir i-tipo
(angl. invertebrate). Kartais viename organizme randama abiejy tipu lizocimo, tai budinga
Drosophila melanogaster (Fiolka ir kt. 2005). IS vabzdziy hemolimfos iSgrynintas c-tipo
lizocimas pasizymi fungistatiniu ar fungicidiniu poveikiu. Fermentas hidrolizuoja chitino -1, 4
jungtis gryby sienel¢je (Fiolka ir kt. 2005).

Lepidoptera biirio vabzdziams dazniausiai biidingas c-tipo lizocimas. IS dvisparniy atstovo
Ceratitis capitata i$skirtas lizocimas yra didelés molekulinés masés (23 kDa) baltymas, kurio N-
galo seka yra homologiska fago lizocimo sekai. Vabzdzio chitinazinio/muramidazinio specifinio
aktyvumo santykis yra 350 karty didesnis nei vistos lizocimo.

Vynuoginés sraigés Helix pomatia lizocimas taip pat pasizymi didele molekuline mase —
apie 24 kDa. Moliusky lizocimas yra randamas mantijos gleivése bei kiauSinéliuose,
hemolimfoje ji sekretuoja hemocitai (Fiolka ir kt. 2004).

Panasis i lizocima baltymai randami daugelyje juriniy bestuburiy. Dél nedidelio aktyvumo
skaidant NAG polimerus daugiaSerés Zieduotosios kirmeles Nephthys hombergii lizocimas galéty
buti priskirtas g-tipo lizocimams, tafiau kitomis savybémis Sis fermentas primena c-tipo
lizocima.

Jury zvaigzdés Asterias rubens lizocimas yra 15 kDa ir turi unikalia N-galing seka,
nepanasia i zinomy lizocimy.

I lizocima panaSus fermentai aptikti daugelyje juriniy dvigeldziy, pvz., midijos Mytilus
edulis organizme randamas baltymas yra 18 kDa, jo izoelektrinis taSkas yra Zemesnis nei vistos
lizocimo — apie 9,2 (Fiolka ir kt. 2004; Jolles ir kt. 1984).

Zinduoliy seilése, agarose, gleivése, imunineés sistemos lastelése yra randamas viStos
kiauSinio baltymo tipo lizocimas (Yoshimura ir kt., 1988; Nitta ir Sugai, 1989; Prager, 1993).

Labai jdomus lizocimas buvo i$grynintas i§ karviy tikrojo skrandzio (3liuzo) gleiviu. Cia jis
sudaro 10% visy gleiviy baltymy. Sis lizocimas yra atsparesnis skaidymui pepsinu, pasizymi
didesniu aktyvumu riigstinéje terpéje, tuo tarpu neutralaus pH salygomis jo aktyvumas yra gana
mazas. SkrandZio bakterijos galvijams yra labai svarbus mitybiniy medZiagy Saltinis. Bakterijos
zusta rugstinéje tikrojo skrandzio terpg€je, ju sienelés yra suskaidomos lizocimo, tuomet lasteliy
turinys tampa prieinamas kitiems virSkinimo fermentams. Taigi galviju tikrojo skrandZio
lizocimas evoliucionavo i virSkinimo fermenta — jo aminortig§¢iy seka pakito, fermentas tapo
funkcionalus skrandzio aplinkoje. Molekuléje sumazéjo pepsinui jautriy jungCiy, taip pat

sumazéjo elektrostatiniy saveiky su pepsinu kiekis, taigi lizocimas tapo atsparesnis Siam

16



skrandZzio fermentui. Galvijy skrandzio lizocimo pavirSius yra neigiamesnis nei viStos ar
zmogaus lizocimy. Jautriausios zemam pH Asp-Pro jungties praradimas evoliucijos eigoje
salygojo padidéjusia fermento tolerancija rtigstinei terpei (Jolles ir kt. 1984; Irwin ir kt. 1989).

Lizocimas pasizymi ne tik antibakterinémis savybémis. Augaliniai lizocimai dazniausiai
pasizymi dideliu chitinaziniu aktyvumu — juy pagrindiné funkcija yra apsaugoti augalus nuo
grybiniy fitopatogeny. Pupeliy Phaseolus mungo séklose aptikta lizocimo, apsaugancio augala
nuo parazitiniy grybu, tokiu, kaip Fusarium oxysporum. Fusarium solani, Pythium
aphanidermatum, Selerotium rolfsii, ir Botrytis cinerea (Wang ir kt., 2005).

D¢l tokio plataus paplitimo lizocimas laikomas primityvaus nespecifinio apsaugos
mechanizmo komponentu, susijusiu su monocity — makrofagy sistema, kuri yra filogenetiskai
senesné nei specifiné limfocity — imunoglobuliny sistema. Lizocimas ne tik pasizymi tiesioginiu
baktericidiniu poveikiu, jis taip pat stimuliuoja makrofagy fagocitines funkcijas. Buvo parodyta,
kad bakterijy fagocitozé nevyko tol, kol jos nebuvo paveiktos lizocimu. Taip pat irodyta, kad
lizocimas tiesiogiai itakoja fagocitini aktyvuma, pvz., lizocimo priedas terpéje sustiprina

tuberkuliozés bacily fagocitoze.

1.3.2. Lizocimo molekulés struktiira

Lizocimo molekulé¢ yra ovali, sudaryta i§ dviejy domeny, sujungty ilga a-spirale. Tarp
domeny yra iSsidéstgs aktyvusis centras. N-galinis domenas (40-88 pakaitai) sudarytas i§ keliy
spiraliy ir antiparaleliniy B-lakSty. Antrasis domenas sudarytas 1§ 1-39 ir 89-129 pakaity. Jam
biidinga a-spiraliné antrin¢ struktiira. Molekulé i§ iSorés yra hidrofiliné, nepolinés grupés yra
neprieinamos tirpikliui.

Abu domenai juda vienas kito atzvilgiu. Tai sukelia globalius konformacinius pokycius,
kurie leidzia pasiekti substrata ir sukuria tinkama aplinka katalizei.

Aktyvusis lizocimo centras sudarytas i SeSiy subvienety A, B, C, D, E ir F, kurie kartu geba
prisijungti SeSis sacharidy pakaitus. Katalitinis centras iSsidéstgs tarp E ir D subvienety. Glu 35
yra pagrindinis riigStinis katalizatorius ir protonuoja acetatini substrato rysj, tuo tarpu neigiamai
iktauta Asp 52 liekana stabilizuoja susidariusi karboksonio jona (Godjayev ir kt. 1998).

Vistos lizocima koduojantis genas turi keturis egzonus. Tarp geno egzony ir lizocimo
struktiiriniy vienety i$sidéstymo yra matoma koreliacija. Antrasis egzonas koduoja katalitinio
centro sriti, kurioje iSsidéste Glu 35, Asp 52, kiti katalizei svarbiis elementai bei dalis substrato
suriSancios srities. Antasis egzonas gali egzistuoti kaip primityvi glikozidazé.

Treciasis egzonas koduoja srit;, kuri papildo aktyvyji centra ir suteikia papildoma

substratini specifiSkuma bei katalitini aktyvuma.
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Pirmasis bei ketvirtasis egzonai koduoja potransliacines signalines mRNR sekas,
prelizocimo signalinj peptida, taip pat molekulg stabilizuojancias N- ir C- galines sritis.

Panasu, kad vistos, zasies ir T4 lizocimai yra kilg i§ vieno protévio. Nors Siy fermenty
aminortgsciy sekos néra labai panaSios, taciau tretinés struktiros turi daug bendruy bruozuy.
Zasies lizocimui biidingos sritys, labai panasios i vi§tos lizocimo, tadiau §iy seky neturi fago
lizocimas. Taip pat egzistuoja kitos Zasies lizocimo sritys, atitinkanc¢ios fago lizocimo, bet ne
vistos lizocimo sritis. Tac¢iau néra sriciy, bendry vistos ir fago lizocimy sekoms (Jolles ir kt.
1984).

Lizocimai yra struktiiriSkai giminingi a-laktalbuminams — Siy baltymy geny egzony
struktiros yra labai panasios (Nitta ir Sugai, 1989; Kumagai ir kt. 1992). Manoma, kad pries$
atsiskiriant paukséiy bei zinduoliy klaséms, lizocimo gene ivyko duplikacija. Vienas i§ geny igijo
savybe prisijungti kalcio jonus. Siandien tokie lizocimai randami arklio bei balandzio
organizmuose. Véliau zinduoliy linijoje kalci prisijungiancio lizocimo genas duplikavosi ir i§

vieno ju kilo a-laktalbuminas (Nitta ir Sugai, 1989).

1.3.3. Katijoninés antimikrobinés lizocimo savybés

Tyrinéjant antibakterini ir prieSgrybini lizocimo poveiki, buvo pastebétos lizocimo savybeés,
kuriy negalima paaiskinti $io junginio muramidaziniu ir chitinaziniu aktyvumu. Transgeniniuose
augaluose ekspresuojamas fago T4 lizocimas suteikia atsparuma fitopatogeniniams grybams, tarp
ju 1ir chitino nesintetinanCiam Phytophthora infestans (During ir kt., 1999). Tiriant §i reiSkini
nustatyta, kad lizocimas pasiZymi membrang ardanciu poveikiu. Tai parodyta ne tik su
bakterijomis, grybais, bet ir su bulviy protoplastais. Taciau hemolitiniy savybiy lizocimas neturi,
zinduoliy lasteléms jis nepavojingas (During ir kt., 1999).

IS literatiros duomeny yra Zinoma, kad net karS€iu denatiiruotas lizocimas pasiZymi
antimikrobiniu poveikiu (Ibrahim ir kt. 1996; Herbert ir kt. 2007). Lizocimui denatiiruojant
prarandamas muramidazinis aktyvumas, didé¢ja molekulés hidrofobiskumas, tirpikliui tampa
prieinami Trp pakaitai. Molekulé tampa amfifiline. Dél teigiamy kriiviy ir susidariusio
hidrofobinio pavirSiaus did¢ja molekulés afiniSkumas lasteliy membranoms. Teigiamai ikrautos
aminoriigsciy liekanos saveikauja su fosfolipidy galvy grupémis, ir hidrofobinémis savybémis
pasiZzyminti molekul¢ suardo tvarkinga fosfolipidy iSsidéstyma membranoje. Taip pat
denatiiruotam lizocimui budinga savybé dimerizuotis. Molekuliy dimerizacija vyksta aktyviojo
centro srityje, taigi jis tampa neprieinamas substratui, fermentinis aktyvumas tampa lygus nuliui.
Taciau toks katalitiSkai neaktyvus lizocimas tampa baktericidiskas ir gramneigiamosioms

bakterijoms (Ibrahim ir kt. 1996). Strukturinés kaitinamo lizocimo savybés tampa panasios i
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dimerinio membrang laidinancio baltymo defensino. Yra zinoma, kad alveoliy II tipo epitelio
lasteliy keratinosomose dalis lizocimo yra dimerinés formos. Taigi panasu, kad lizocimo
izomerizacija gali vykti in vivo, keiciant lizocimo specifiSkuma tam tikromis salygomis (Ibrahim
ir kt. 1996).

Nors buvo jrodyta, kad denatiiruotas lizocimas pasizymi antimikrobinémis ir
prieSgrybinémis savybémis, liko neaisku, ar Sios savybés atsiranda kintant lizocimo struktiirai
denatiracijos metu, ar jos biidingos ir natyvios struktiiros muramidaziniu poveikiu
nepasizyminciai lizocimo molekulei. Norint tai patikrinti, atlikti genetinés inzinerijos
eksperimentai. Lizocimo aktyviame centre esanti aminoriigStis Asp 52, kuri yra ypatingai svarbi
molekulés katalitinei funkcijai, buvo pakeista serinu. D¢l Sios mutacijos lizocimo antriné bei
tretiné struktiira iSliko visiSkai nepakitusi, taciau molekulé tapo katalitiSkai neaktyvi. Buvo
irodyta, kad tokia lizocimo molekulé taip pat pasizymi antibakteriniu poveikiu, taigi,
baktericidinés savybés ne atsiranda molekul¢ denatiiruojant, o yra biidingos natyvios strukttros
lizocimui (Ibrahim ir kt. 2001).

Tyrinéjant baktericidines vistos kiausinio baltymo lizocimo savybes, nepriklausancias nuo
jo muramidazinio aktyvumo, molekulés struktiiroje atrastas konservatyvus motyvas ,,spiralé¢ —
kilpa — spiralé”, paprastai randamas baktericidiniy ir membraniniu aktyvumu pasizyminciy
baltymy struktiiroje (3 pav.). Toks motyvas bidingas cecropinams, kolicinui E1. Sis spiralinio
segtuko motyvas yra randamas strukttriskai lanksc¢ioje lizocimo molekulés srityje, taigi jis gali
turéti itakos biologinéms lizocimo funcijoms, tokioms, kaip antimikrobiné, anti — ZIV,
antinaviking, imunings sistemos moduliavimo. Panas$iis spiraliniai motyvai rasti fago T4 lizocimo
struktiiroje (During ir kt., 1999).

Tiriant lizocimo spiralinio segtuko motyva nustatyta, kad N-galiné jo spiralé¢ yra labai
hidrofobing, tuo tarpu C-galiné yra maZiau hidrofobiné ir sudétyje turi teigiamai ikrauty
aminorigsciy. Dél Siy struktiiriniy ypatumy manoma, kad N-galiné spiralinio segtuko spiralé
isiterpia 1 lipidy dvisliuoksni, kol anijoninés fosfolipidy galvy grupés saveikauja su C-galine
spirale. Yra nustatyta, kad Siam motyvui saveikaujant su membrana, suardomas
transmembraninis potencialas, tai leidzia manyti, kad, kelioms molekuléms padengiant
membranos pavirsiy, susidaro kanalas. Tokio kanalo skersmuo yra gana didelis, nes i$ citozolio 1
terpe per ji pereina toks stambus baltymas kaip B-galaktozidazé. Genuy inzinerijos metodais
kei¢iant aminortigstis Sioje svarbioje lizocimo srityje nustatyta, kad antibaktering funkcija labai
sustiprina hidrofobiniy bei teigiama krivi turin¢iy aminoriigs¢iy ivedimas i lizocimo
polipeptiding granding. [domu tai, kad i§ Zmogaus ir babuino audiniy iSskirto lizocimo
peptidingje grandingje evoliucijos eigoje 106 pozicijoje vietoje Asn atsirado Arg (Pellegrini ir

kt., 1996).
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Zmogaus lizocimo 9 aminoriigi¢iu RAWVAWRNR fragmentas pasizymi ne tik
baktericidiniu, bet ir antinavikiniu bei anti — ZIV-1 poveikiu. Fragmentas taip pat inhibuoja
HHV8 uzkrésty lasteliy proliferacija AIDS pacienty, kuriems diagnozuota Kaposi sarkoma,
organizmuose. Si zmogaus lizocimo fragmenta kaip anti-AIDS vaista naudojanti technologija yra

uzpatentuota (Lee-Huang ir kt., 2005).
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3 pav. A - Erdvin¢ lizocimo molekulés struktiira. B — Lizocimo spiralinio plauky segtuko

motyvas (Pagal Ibrahim ir kt., 2001).

1.4. L. lactis atsakas | lastelés apvalkalo pazeidimy sukelta stresg

Lactococcus lactis — tai gramteigiamieji kokai, augantys poromis arba formuojantys
trumpas grandinéles. Priklausomai nuo augimo salygy, yra ovalios formos, 0.5 — 1.5 pm ilgio.
Tai nesporuliuojancios, nejudrios bakterijos. L. lactis pasiZzymi homofermentiniu metabolizmu,
kurio galutinis produktas dazniausiai yra L-pieno riigstis. Dél gebéjimo sintetinti pieno riigsti Si
bakterija yra placiai naudojama maisto pramongje.

Lactococcus lactis padermeés, kartais miSiniuose su kitomis pienartig§ciy bakterijy raSimis,
naudojamos fermentuoty pieno produkty gamyboje. Zmogui vykdant griezta selekcija produkty
skonio, kvapo, struktiiros atzvilgiu, L. lactis prisitaiké augti piene. Sis procesas tesiasi ir §iandien
(Wegmann ir kt., 2007).

1985 metais “pieno pramonés” laktokokai buvo reklasifikuoti 1 du L. lactis poriiSius —
Lactococcus lactis subsp. lactis (anksCiau Streptococcus lactis) ir Lactococcus lactis subsp.
cremoris (anksCiau Streptococcus cremoris). Taip §i riiSis atskirta nuo streptokoky, kuriems

priklauso daugybé patogeniniy risiy.
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Eksperimentams naudota padermé, Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363, yra
tarptautinis pienarfigi¢iuy bakteriju genetikos prototipas. Zinios, igytos tyrinéjant i
mikroorganizma, yra placiai naudojamos ivairioms biotechnologijos reikméms. 1980 metais
buvo pasalinta nestabili tévinés padermés NCDO712 plazmidiné DNR (Gasson, 1983). IS Sios
padermés kilusi MG1363 yra genetisSkai patikima ir stabili, tai palengvina iterptos laktokokinés
ar heterologinés DNR analiz¢. Baltymy ir peptidy ekspresijai Sios padermés lastelése buvo
sukurtos {vairios sistemos, ji naudojama kaip lastelinis fabrikas jvairiy heterologiniy produkty
gamybai, tarp ju antimikrobiniams junginiams — bakteriocinams, bakteriofagu endolizinams,
defensinams — gaminti (Wegmann ir kt., 2007).

L. lactis GRAS (angl. generally regarded as safe) statusas leidzia Sias bakterijas naudoti
terapiniy baltymy ar vakciny gamybai ir sekrecijai. L. lactis iSgyvena per¢jima per virSkinimo
trakta, taigi MG1363 lastelés yra sékmingai naudojamos bioaktyviy molekuliy, tokiy, kaip
vakcinos ar imuninés sistemos moduliatoriai, pernaSai i zarnyna. Svarbu tai, kad mutantinés
genetiSkai modifikuotos padermés lastelés, ekspresuojancios citokinag interleuking 10, buvo
naudojamos klinikiniuose bandymuose su pacientais, serganciais zarnyno infekcija (Steidler ir
Vandenbroucke, 2006). Gyvuy bakteriju MG1363, ekspresuojanciy E7 antigeng ir interleuking 12,
pagrindu sukurta vakcina apsaugojo peles nuo 16 tipo papilomos viruso sukelty augliy
(Bermudez-Humaran ir kt., 2005). Neseniai L. lactis buvo panaudota kaip negyva pernasos
sistema gleivinés vakcinacijai — prie laktokoky lasteliy sieneliy buvo prijungti pneumokoky
antigenai (Audouy ir kt., 20006).

Padermé¢ MG1363 naudojama laktokoky metabolizmo analizei, iterpiant heterologinius
genus, bandoma keisti Sios bakterijos metabolinius kelius. Kadangi laktokoky metabolizmas yra
gana paprastas, ji lengva modeliuoti — sukurtos padermés, vykdancios vitaminy B ar alanino
perprodukcija (Sybesma ir kt., 2003; Hols ir kt., 1999).

L. lactis bakterijos naudojamos didelio masto pramoniniuose fermentacijos procesuose. Ju
metu lastelés susiduria su daugybe skirtingy salygy, tokiu, kaip svarbiy mitybiniy medziagy
trikumas ar ekstremalios fizinés salygos — aukSta ar Zema temperatiira, didelis osmosinis slégis
ar zemas pH.

Kaip ir dauguma kity organizmuy, L. lactis bakterijoms iSgyventi nepalankiomis salygomis
padeda jvairiis atsako { stresa mechanizmai. DaZniausiai pakitusios aplinkos salygos i$Saukia
savity geny rinkiniy, vadinamy atsako i stresa genais, ekspresija.

Dél istoriSkai ilgo L. lactis naudojimo maisto gamybai, $i bakterija laikoma saugia naudoti
maisto pramonéje Genetinés modifikacijos suteikia galimybg praplésti L. lactis panaudojimo
ribas suteikiant Sioms bakterijoms naujas savybes. Siuo metu naudojamos sistemos leidzia tik

konstitutyvia genu ekspresija, tuo tarpu jvariose pramoninése ir laboratorinése situacijose
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indukuojamos geny raiSkos sistemos yra privalumas. Tam, kad galima bty naudoti
indukuojamas geny raiSkos sistemas maisto pramongje, indukuojanciu signalu turi buti
nekenksmingas maisto papildas arba fizinio parametro pokytis, lengvai valdomas pramoniniame
procese. D¢l Sios priezasties itin domimasi streso indukuojamomis sistemomis — jas galima

panaudoti kuriant L. lactis padermes, sintetinancias heterologiniy geny produktus.

1.4.1. Dvikomponentés sistemos

Dvikomponentés geny raiSkos valdymo sistemos yra randamos visy prokarioty, i$skyrus
mikoplazmuy, lastelése. Jos yra svarbios aplinkos salygu pajutimo ir atsako procesuose, taip pat
dalyvauja bakterijy patogenezéje. Dvikomponente sistema sudaro jutiklis histidino kinazg,
dazniausiai i$sidéstgs bakterijos membranoje, ir jam savitas atsako valdymo baltymas, paprastai
veikiantis kaip DNR prisijungiantis transkripcijos reguliatorius (4 pav.). Histidino kinazés
autofosforilinima atsakant { aplinkos signala lydi fosfato grupés perdavimas savitam atsako
reguliatoriui. Sis kei¢ia atitinkamo regulono geny raiskos stipruma ( Ng ir Winkler, 2004).

Aplinkos pokytis
|
|Z0ore

3L

__|]__ P

Vidus Q Histiding kinaze
His~P
AS e
\“Atsaku
ll reguliatorius

Geny raiskos pokyéiai

4 pav. Bakterijy dvikomponentés geny raiSkos valdymo sistemos komponentai ir veikimo

mechanizmas.

Lactococcus lactis MG1363 genome atrastos astuonios dvikomponentés genu raiskos
valdymo sistemos (O‘Connell-Motherway ir kt.,2000; Jordan ir kt., 2007). Lasteliy atsake i
apvalkalo pazaidy stresa dalyvauja CesSR dvikomponenté sistema (angl. Cell Envelope Stress).
Ji yra homologiSka Bacillus subtilis, Streptococcus mutans LiaSR ir Staphylococcus aureus

VraSR sistemoms, dalyvaujan¢ioms atsake | membranas veikian¢iy antibiotiky poveiki (Kuroda
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ir kt, 2003; Yin ir kt., 2005; Zhang ir Biswas, 2009). Dauguma $iy sistemy pasizymi atsparuma
lemianciy geny raiska skatinanéiu poveikiu. ISimtis yra Streptococcus mutans LiaSR. PanaSu,
kad sensorin¢ kinazé LiaS slopina baltymo reguliatoriaus poveiki. Inaktyvavus kinaz¢ koduojanti
gena, lastelés tampa atsparesnés membrana veikiantiems antibiotikams (Zhang ir Biswas, 2009).

Manoma, kad CesSR sistema yra indukuojama lastelés sienelés sintezg inhibuojanciy
katijoniniy antibiotiky, saveikaujanciy su lipidu II, tokiy, kaip bacitracinas ar laktokokcinas 972
(Martinez ir kt., 2007).

L. lactis CesSR sistema ir jos ortologai skiriasi reguliuojamais genais ir ju skai¢iumi. LiaR
valdo tik savo paties operono (lialHGFSR) ir yhcYZ-yhdA raiska, tuo tarpu nuo VraR yra
priklausoma 46 geny transkripcija. Remiantis Martinez ir kt., 2007, CesR reguliuoja 21 geno
rai$ka. Siems transkripcijos reguliatoriams bendra tai, kad ju regulonai dalyvauja atsake i lastelés
apvalkalo pazeidimus. Daznai CesR ortologai valdo geny, koduojanciy baltymus, homologiSkus
fago Soko baltymams (Psp), transkripcija. L. lactis geno llmg 2163 produktui buidingas Psp
domenas. Psp baltymai yra susij¢ su atsaku i uzlastelini stresa bei palaiko membranos
vientisuma.

S. aureus VraR reguliuojami genai dalyvauja lastelés sienelés biosintezéje. L. lactis CesR
regulone tokia funkcija galéty atlikti geny llmg 1101-1103 produktai, kadangi vienas ju turi -
laktamazés/transpeptidazés domena.

Streptokoky, laktokoky ir stafilokoky CesR/VraR baltymai priklauso grupei, nutolusiai nuo
Bacillus sp. LiaR ortology (O‘Connel-Motherway ir kt., 2000).

Dvikomponenté sistema CesSR valdo L. lactis atsaka i lizocimo sukelta stresa ir salygoja

lasteliy adaptacija bei atsparumo mechanizmy jjungima.

1.4.2. Bakterijy atsparumo lizocimo hidrolaziniam aktyvumui mechanizmai

Bakterijoms biidingi du pagrindiniai atsparumo lizocimui mechanizmai. Vienas ju —
peptidoglikano modifikavimas:
1. Peptidoglikano NAM  O-acetilinimas, apraSytas 19 gramneigiamyuy ir
gramteigiamyjy bakterijy rusiy.
2. Kity polimery, pvz., polisacharidy prijungimas prie lastelés sienelés.
3. Peptidiniy jungciy kiekio peptidoglikane padidéjimas.
4. NAG N-deacetilinimas (Bera ir kt., 2005; Hebert ir kt., 2007).
Antrasis mechanizmas — lizocima inhibuojan¢iy junginiy sintezé. E. coli periplazmoje

randamas inhibitorius Ivy (amgl. inhibitor of vertebrate lysozyme), S. pyogenes sekretuoja
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veiksni Sic (angl. streptococcal inhibitor of complement), uzlastelini virulentiSkumo faktoriy,

inhibuojanti lizocima (Hebert ir kt., 2007).

1.4.3. Peptidoglikano O-acetilinimas

Peptidoglikano O-acetilinimas biidingas 69 bakteriju paderméms, priklausan¢ioms 19
gramteigiamyjy bei gramneigiamyjy rusiy, tarp ju Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecalis, Micrococcus luteus, taip pat svarbiems Zzmogaus patogenams — Neisseria gonorrhoeae,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus (Bera ir kt., 2005; Hebert ir kt., 2007; Clarke ir kt.,
2007). Dazniausiai $iy bakteriju peptidoglikano O-acetilinimo laipsnis siekia daugiau nei 30%.
Didziausia O-acetilinimo laipsnis budingas S. aureus — apie 60%. Parodyta, kad
gramneigiamyju bakteriju O-acetilinimas vyksta uz citoplazmos riby, manoma, kad acetilo
grupés donoras ir O-acetiltransferazé yra iSsidéste plazminéje membranoje arba lastelés sieneléje
(Bera ir kt. 2005). Peptidoglikano acetilinimas vyksta ties N-acetilmuramo riigSties liekanos 6 C
atomo hidroksilo grupe, susidaro N-2,0-6-diacetilmuramo riigsties liekana.

Daugéja duomenu, kad peptidoglikano O-acetilinimas keicia peptidoglikano hidrolaziy
aktyvuma. Taigi tokiu biidu yra reguliuojama autoliziny veikla (Clarke ir kt., 2007). Manoma,
kad peptidoglikano O-acetilinimas yra pagrindinis S. aureus atsparumo lizocimui mechanizmas
(Bera ir kt., 2005). Nustacius lizocimo trimat¢ struktiira, tapo aiSku, kaip peptidoglikano O-
acetilinimas inhibuoja muramidazg (5 pav.).

Lizocimas hidrolizuoja keleta struktiiriSkai panaSiy substraty. Geriausiai Zinomas substratas
— polisacharidas 1§ NAM ir NAG. Lizocimas skelia B-glikozidinj rysj tarp N-acetilmuramo
rugsties 1 C atomo ir N-acetilgliukozamino 4 C atomo. Optimalus substratas yra (NAG-NAM);
heksasacharidas, kur lizocimas skelia NAM4-O-NAGS5 glikozidini ry$i. Fermento aktyviajame
centre yra kiekviena heksasacharido zieda prijungiancios sritys. Bent penkios aminorigsciy
liekanos saveikauja su NAM C6 atomo OH grupe. O-acetilinant §ia grupg arba prijungiant prie
jos teichojinés ruigSties molekulg, yra jtakojama substrato saveika su lizocimu, taigi yra {gyjamas

atsparumas lizocimo vykdomai hidrolizei (Bera ir kt. 2005; Clarke ir kt., 2007).
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5 pav. Lizocimo ir stafilokoky peptidoglikano saveikos mechanizmas (Pagal Bera ir kt.,

2005).

1.4.4. L. lactis peptidoglikano O-acetilinimo reguliacija

Manoma, kad i lastelés apvalkalo pazeidimus L. /actis lastelés atsako molekuliniy ivykiy
kaskada (5 pav.). Pirmiausia yra indukuojami CesSR regulono genai: membranoje esanti
sensoriné kinaz¢ CesS autofosforilinimosi ir fosfato grupés perdavimu aktyvuoja transkripcijos
aktyvatoriy CesR. Aktyvuotas CesR baltymas atpaZista CesR motyva savo operono promotoriaus
sekoje bei SpxB baltyma koduojancio geno promotoriaus sekoje. CesR indukuoja spxB geno
transkripcijos aktyvacija. Baltymas SpxB priklauso transkripcijos reguliatoriy, lemianciy
gramteigiamyjy bakterijy atsakus | stresines salygas, Seimai. SpxB riSasi su RNR polimerazes a-
subvienetu ir nukreipia ja ant oat4 geno promotoriaus, salygodamas pastarojo geno raiska. Genas
oatA koduoja peptidoglikano O-acetilazg. Intensyvi Sio geno raiSka lemia peptidoglikano O-
acetilinima, tuo padarydama sienelg atsparia lizocimui (Veiga ir kt., 2007).

Manoma, kad kiti transkripcijos aktyvatoriaus SpxB paralogai gali konkuruoti dél
prisijungimo srities RNR polimerazés a-subvienete taip nulemdami dar sudétingesng lastelés

atsako 1 {vairiy aplinkos salyguy sukelta stresa sistema.
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Lastelés apvalkalo pazeidimy Peptidoglikanas tampa
sukeltas stresas atsparus hidrolizei
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I konkurencija

@ kiti paralogai?

6 pav. L. lactis atsako 1 lastelés apvalkalo stresa reguliacija. RNAP — RNR polimerazé
(Pagal Veiga ir kt., 2007).
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2. Medziagos ir metodai
2.1. Medziagos

2.1.1. Cheminiai reagentai
NaCl, NaOH - Boom

NaH,PO, - H,0O, Na,HPO, - 2H,0, NaHCOs5 - Merck

Tetrafenilfosfonio (TPP") chloridas, dietilpirokarbonatas (DEPC), natrio dodecilsulfatas
(NDS) — Sigma

HEPES — Roche

Macaloid - Elementis Specialities

EDTA - Na druska — Serva

Fenildikarbaundekaborano (PCB) kalio druska susintetino ir i§valé Dr. A. Beganskiené

(Vilniaus Universitetas, Chemijos fakultetas).

2.1.2. Fermentai
Lizocimo (Fluka) 50 mg/ml tirpalas vandenyje buvo ruosiamas pries pat eksperimenta.

2.1.3. Antibiotikai

Gramicidinas (Serva) 5 mg/ml tirpalas laikomas -20°C.
Chloramfenikolis (Sigma) 5 mg/ml tirpalas, laikomas -20°C.

Eritromicinas (Sigma) 10 mg/ml tirpalas, laikomas +4°C.

2.1.4. Bakterijos

Magistrinio darbo metu buvo tiriamos Sios bakterijos:
Lactococcus lactis subsp. cremoris padermé¢ MG1363 (Gasson, 1983) ir 1S jos iSvestos
padermes:
VES1562 - MG1363 AacmA
VES1770 - MG1363 Ahtrd
VES2824 — spontaniné lizocimui atspari padermé, genome turinti delecija, kuri apima guad gena
VES3910 - MG1363 spxB”
VES4075 - MG1363/pVE3916
VES4240 — MG1363 yxbA/pmurMN"
VES4320 — MG1363 oatA/spxB*
VES4372 — MG1363 pepN
VES4527 - MG1363 AmscL
VES4534 — MG1363 pgdA”
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VES4784 — MG1363 AoatA

VES5870 - MG1363 AoppA

Pseudomonas aeruginosa padermé PAO (Holloway, 1969).

Bacillus subtilis padermé YB886 gauta i§ Dr. P. Tavares (CNRS, Gif sur Yvette)

2.1.5. Terpés
L. lactis kultivavimui buvo naudojama M17 terpé (Merck), papildyta 0.5 % gliukozés. Kai

kuriy mutantiniy padermiy kultivavimui i GM17 terpg buvo pridedama chloramfenikolio (5
pug/ml), eritromicino (3 pg/ml).
P. aeruginosa ir B. subtilis buvo auginamos LB terpéje: 10 g triptono; 5 g mieliu ekstrakto;

5 g NaCl; distiliuoto vandens iki 1000 ml, pH 7,0.

2.1.6. Komerciniai rinkiniai

High Pure RNA isolation kit — Roche
Superscript RT — Invitrogen
NucleoSpin Extract II — Macherey-Nagel

2.2. Metodai

2.2.1. Elektrocheminiai matavimai
Elektrocheminiai matavimai buvo atliekami termostatuotose 5 ml talpos kiuvetése. Lasteliy

suspensijos buvo aeruojamos magnetinémis maiSyklémis. Matavimams naudotos L. lactis
lastelés buvo auginamos per nakt; 30°C temperatiiroje GM17 terp¢je, kultiiros skiedZiamos
MG17 terpe iki Assp 0.1 ir auginamos iki Assg 1.2 (3x109cfu/ml). Lastelés buvo nusodinamos
centrifuguojant (centrifuga Beckman, rotorius JA-14, 10000 aps/min, 20 min, +18°C) ir
resuspenduojamos GM17 terpéje 100 karty mazesniame tiiryje nei naudotas auginimui.

TPP’, PCB’ ir K™ jony koncentracijos terpéje buvo matuojamos selektyviais elektrodais,
prijungtais prie signalo stiprinimo sistemos, pagamintos auksta i€jimo varza turin¢io operacinio
stiprintuvo AD549JH (Analog Devices) pagrindu. Stiprinimo sistema buvo prijungta prie
kompiuterio per duomeny perdavimo plokstg (DT302; Data Translation, Inc.) Palyginamieji Ag-
AgCl elektrodai (Orion modelis 9001; Thermo Inc.) buvo netiesiogiai per agarizuotus druskos

tiltelius sujungti su matavimo kiuvetémis. Membraniniy TPP" ir PCB" jonams atrankiy elektrody
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savybés yra aprasytos Griniaus ir bendraautoriy (1981). K™ jonams selektyvus elektrodas (Orion
modelis 93-19) buvo isigyti i§ Thermo Inc.

Matuojant TPP", K ar PCB™ jony koncentracijas, prie§ kiekvieno bandymo pradZia buvo
atlieckama matavimo sistemos kalibracija, pridedant standartinj kieki, atitinkamai, TPP", K" arba

PCB' drusky tirpaly.

2.2.2. Geny raiskos tyrimai mikrogardeliy metodu

2.2.2.1. RNR iSskyrimas

20 ml lasteliy kultiiros (A600 0.5) buvo centrifuguojama 10 000 aps/min 3 min. kambario
temperatiiroje (Eppendorf centrifuga 5810R). Pasalinus auginimo terpg, lastelés buvo nedelsiant
uzSaldomos skystame azote ir laikomos —80°C temperaturoje.

Atsildytos lastelés resuspenduojamos 400 pl TE buferio (su dietilpirokarbonatu), suspensija
buvo perkeliama i 2 ml mégintuvélius, kuriuose buvo i§ anksto paruostas misinys:

0.5 g stikliniy rutuliuky,

50 pl 10 % NDS,

500 pl fenolio/chloroformo:IAA (izoamilo alkoholio) (1:1)

150-175 pl Macaloid reagento

Lastelés buvo homogenizuojamos 45 s kratant méginius Biospec Mini-BeadBeater-8§,
daroma 1 min. pertrauka, suspensija atvésinama lede, kartojama 2 kartus.

Centrifuguojama 10 min. 10 000 aps./min. grei¢iu 4°C temperatiiroje. VirSutin¢ fazé buvo
perkeliama { Svary mégintuvélj, pridedama 500 pl chloroformo:IAA (24:1), centrifuguojama 5
min. 10 000 aps./min. grei¢iu 4°C temperatiiroje.

Toliau RNR iSskyrimui 1§ belastelinio ekstrakto buvo naudojamas Roche rinkinys High
Pure RNA Isolation Kit. I$skirti RNR méginiai laikomi —80°C temperatiiroje.

RNR koncentracija méginiuose buvo nustatoma spektrofotometriskai, matuojant 260 nm
ilgio bangoje. RNR meéginiy kokybeé (16S/23S santykis, uzterStumas DNR, RNR degradacija)
buvo tikrinama naudojant Agilent RNA6000 Nano Assay rinkinj ir Agilent Bio-analyzer 2100

elektroforezés sistema (Agilent Technologies).

2.2.2.2. kDNR sintezé, naudojant iSskirtos RNR méginius

Amino-alil-modifikuotos kDNR sintezei naudotas Invitrogen rinkinys Superscript II1.

1. Pradmeny lydymo reakcijos miSinio sudétis: 10-20 pg lasteliy RNR,
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2 upl atsitiktiniy nonamery, dejonizuoto vandens iki 18 pl. Inkubuojama +70°C
temperattiroje 5 min.

2. Atvirkstiné transkripcija. Buvo pridedami reakcijos komponentai: 6 pl 5 x reakcijos
buferio, 3 ul 0.1M DTT, 1.2 pl 25x AA-dUTP/ ANTP misSinio, 1.8 ul Superscript III atvirkstinés
transkriptazés.

Atvirkstinés transkripcijos reakcija buvo vykdoma 16 val. 42°C temperatiiroje.

mRNR suardymui buvo pridéta 3 pl 2.5M NaOH, inkubuojama 15 min. 37°C
temperatiiroje. Reakcijai neutralizuoti pridéta 15 ul 2 M HEPES.

2.2.2.3. Amino-alil-modifikuotos kDNR gryninimas

Amino-alil-modifikuotos kDNR gryninimui naudojamas Macherey-Nagel rinkinys
NucleoSpin Extract II. Nevalytas kDNR mi$inys uzpilamas ant NucleoSpin Extract II kolonéliy,
1 min. centrifuguojama 11 000 aps/min, membrana plaunama NT3 buferiu, véliau 80% etanoliu.
kDNR eliucijai naudojamas 0.1 M natrio bikarbonato tirpalas, pH 9.

ISgrynintos  amino-alil-mofifikuotos kDNR koncentracija nustatoma Nanodrop

spektrofotometru. Zyméjimui naudojama ne mazesné nei 60 ng/ul kDNR koncentracija.

2.2.2.4. Amino-alil-modifikuotos kKDNR zyméjimas Cy dazais (Amersham)

Amino-alil-modifikuota kDNR buvo maiSoma su Cy3 ir Cy5 daZy esteriais. 60-90 min.
inkubuojama kambario temperatiiroje, tamsoje. Buvo pridedama 15 pl 4 M hidrolsil-amino, 15
min. inkubuojama 30°C temperatiiroje, tamsoje. Zyméta kKDNR buvo gryninama naudojant
NucleoSpin Extract II kolonéles. Eliucijai naudojama 50 pl eliucijos buferio NE i§ NucleoSpin
Extract II rinkinio. kDNR Zyme¢jimo efektyvumas buvo nustatomas Nanodrop spektrofotometru.

Cy3 ir Cy5 koncentracija turi biiti ne mazesné nei 0.5 pmol/pl.

2.2.2.5. Hibridizacija

Cy3 ir Cy5 fluorescuojanciais dazais Zyméti méginiai buvo sumaiSomi taip, kad kDNR
koncentracijy skirtumas bty ne didesnis nei 30 %. Sumaisyti méginiai dziovinami, véliau kDNR
buvo resuspenduojama 7 pl vandens.

Méginiai buvo inkubuojami 2 min. 94°C temperatiiroje, pridedama 35 ul 68°C temperatiiros

hibridizacijos buferio (Ambion). Méginiai buvo hibridizuojami su Lactococcus lactis subsp.
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cremoris MG1363 viso genomo DNR mikrogardelémis. Hibridizacija vyko 45°C temperatiiroje
daugiau nei 16 val. Po hibridizacijos mikrogardelés buvo plaunamos ir skenuojamos kaip
aprasyta (van Hijum ir kt., 2005). Duomenys buvo apdorojami ir normalizuojami MicroPrep

programomis. Geno ekspresijos patikimumas buvo nustatomas naudojant Cyber-T programa.
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ISvados

1. Parinktos L. lactis auginimo ir inkubavimo salygos, tinkamiausios potenciometriniams
jautrumo lizocimui tyrimams atlikti.

2. Lizocimas sukelia vidulastelinio K" istekéjima i§ L. lactis MG1363 lasteliy ir daline jy
citoplazminés membranos depoliarizacija.

4. Mutantiniy padermiy lasteliy atsakai | membrana laidinanti lizocimo poveiki yra
skirtingi - kuo mutantiné padermé atsparesné lizocimui, tuo véliau prasideda K jony istekéjimas
1§ Sios padermés lasteliy.

3. Natyvus, kaitintas lizocimas ir 9a peptidas skirtingai veikia L. lactis apvalkalélio
laiduma. 9a peptidas bei kaitintas lizocimas sukelia staigesnj K' jony istekéjima ir membranos
jtampos sumazéjima nei natyvus lizocimas. 9a peptido sukeliamas K’ jony istekéjimas yra
griztamas.

4. 9a peptidu ir lizocimu veiktose Iastelése isSaukiama dvikomponentés valdymo sistemos
CesSR raiska ir sukeliamas nuo SpxB priklausomas lasteliy atsparumas lizocimui.

5. Lizocimas ir 9a peptidas sukelia kiek skirtingus L. lactis transkriptomo pokycius:
lizocimas savitai skatina nuo N-deacetilazés priklausomo atsparumo mechanizmo isijungima,
taciau slopina bus4AA-AB geny, koduojanciy OpuA sistema, raiska, prieSingai 9a peptidui, kuris
stiprina pastaryju geny raiska.
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Santrauka

Siame darbe tirtas gramteigiamuyjy ir gramneigiamujy bakteriju atsakas | natyvaus ir
katalitiSkai neaktyvaus lizocimo bei jo 9 aminoriigs¢iuy katijoninio peptido sukeltus lastelés
apvalkalo pazeidimus. Panaudojant potenciometrinius metodus, buvo nustatyta, kad Sie junginiai
sukelia vidulastelinio K" istekéjima i§ L. lactis, B. subtilis ir P. aeruginosa lasteliy ir daling ju
citoplazminés membranos depoliarizacija, taciau natyvus, kaitintas lizocimas ir 9a peptidas
skirtingai veikia L. lactis apvalkalélio laiduma. Peptidas bei kaitintas lizocimas sukelia staigesni
K" jony istekéjima ir membranos jtampos sumazéjima nei natyvus lizocimas. Peptido sukeliamas
K" jony iStekéjimas yra griztamas. Taip pat buvo jvertintas jvairiy mutantiniy L. lactis padermiy
jautrumas lizocimui. Pastebéta, kad kuo padermé atsparesné lizocimui, tuo véliau prasideda K
jony istekéjimas 1§ Sios padermés lasteliy. Pasitelkus DNR mikrogardeliy metoda, buvo tiriamas
lizocimo bei peptido poveikis L. lactis MG1363 bei doppA lasteliy geny raiskos pokyciams.
Nustatyta, jog peptidu ir lizocimu veiktose lastelése i$Saukiama dvikomponentés valdymo
sistemos CesSR raiska ir sukeliamas nuo SpxB priklausomas Iasteliy atsparumas lizocimui.
Gauti rezultatai rodo, jog lizocimas ir 9a peptidas sukelia kiek skirtingus L. lactis transkriptomo
pokyc¢ius: lizocimas savitai skatina nuo N-deacetilazés priklausomo atsparumo mechanizmo

isijungima, taip pat skiriasi OpuA sistema koduojanciy geny raiska.

33



VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF NATURAL SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PHYSIOLOGY AND MICROBIOLOGY

Ana Solopova

Response of Lactococcus lactis to cell envelope damage caused by lysozyme

Master thesis

Summary

We used potenciometric measurments to investigate the response of Gram-positive and
Gram-negative bacteria to cell envelope stress, caused by native and heat-inactivated lysozyme
and lysozyme-derived 9 amino acid peptide. It was found that these antimicrobial compounds
induce leakage of K" outside the cells of L. lactis, B. subtilis and P. aeruginosa and cause partial
depolarization of bacterial cytoplasmic membrane. We observed different response of L. lactis
cells to these compounds — peptide and heat-inactivated lysozyme cause more rapid efflux of K
ions than native lysozyme. Peptide has a reversible effect on K" leakage. Sensitivity of different
mutant strains of L. lactis to lysozyme was studied. It was shown that more resistant the strain is,
the later the leakage of K' ions is induced by lysozyme. To investigate the genome-wide
response of L. lactis MG1363 and doppA strains to lysozyme and 9 a.a. peptide, changes of gene
expression after challenging cells with these antimicrobial compounds were analysed using DNA
microarrays. It was estimated, that lysozyme and lysozyme-derived 9a.a. peptide induce CesSR
system and SpxB-mediated response. It was also shown that L. lactis response to 9a.a. peptide
and lysozyme differs. Lysozyme specifically induces PgdA-mediated resistance mechanism.

Changes of expression of OpuA system in lysozyme and peptide treated cells are also different.
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