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SANTRUMPU SARASAS

AP - asparto peptidazé;

APS - amonio persulfatas;

ar. - aminortgstis;

Azokolis - Azo dye-impregnated collagen type I (liet. / tipo kolagenas impregnuotas azo dazais);
BLAST - Basic local alignment search tool (liet. pradinis lokalus seky panasumo paieskos jrankis);

bp - baziy pora;

Brij 35 - polioksietilenmonolaurilo eteris;

CP - cisteino peptidazé;

DEPC - dietildikarbonatas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DSM(Z) - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (und Zellkulturen), (liet. Vokietijos Tipiniy
Kultiiry Kolekcija);

EDTA - etilendiamintetraacto rugstis;

IPTG - izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas;

kb - kilobazé (1000 bp);

kDa - kilodaltonas (1000 Da);

LB (Ag) - (agarizuota) Luria - Bertani terpé¢;

MALDI - TOF/TOF tandeminé MS/MS - Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight
tandem mass spectrometry (liet. Lazeriné desorbcija/ionizacija padedant matricai - dviejy pakopy
praskriejimo laiko tandeminé masiy spektrometrija);

MES - 2-(N-morfolino)-etanosulfoniné rugstis;

mM9 - modifikuota mineraliné terpé numeris 9;

MMP - matrikso metaloproteinazé (-s).

MP - metalo peptidazé;

NCBI - National Center for Biotechnology Information (liet. Nacionalinis biotechnologinés
informacijos centras);

NDS - natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (liet. Natrio dodecilsulfato
poliakrilamidinio gelio elektroforezeé);

OT - optinis tankis;

PGR - polimerazés grandininé reakcija;

Pz substratas - 4-fenilazobenziloksikarbonil-L-leucilglicil-L-prolil-D-argininas;

SP - serino peptidaze;

TEMED - N,N,N’,N" - tetrametiletilendiaminas;

TRIS - 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diolis;

Triton X-100 - t-oktilfenoksipolietoksietanolis.


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis

SAVO VALDOVE PASIRINKAU GAMTA, VISU MOKYTOJU MOKYTOJA.
LEONARDO DA VINCI

[VADAS

Bendraja prasme kolagenoliz¢ - daliné arba visiska konkretaus kolageno tipo molekulés
proteolizé, vykstanti in vivo (fiziologiniy ar patologiniy procesu metu) ar in vitro. Vandens
molekulé, kaip iprasta hidrolizés reakcijoms, biitinas antrasis kolagenolizés proceso substratas.
Kolagenoliz¢ katalizuoja kolagenoliziniu specifiSkumu pasizymincios peptidazés (Chung et al.,
2004).

Kolagenai - vieni svarbiausiy baltymu tiek atliekamy funkciju, tiek biotechnologinio
panaudojimo atzvilgiais. Ju panaudojimas neimanomas be kolagenolizés proceso, taigi -
kolagenoliziniy peptidaziy.

Tik nedaugeliui peptidaziy biuidingas kolagenolizinis specifiSkumas. Eukarioty ir prokarioty
skirtumai kolageno kaip kolagenolizés substrato produkavimo galimybés atzvilgiu, taip pat
netapacios $io fibrilinio baltymo biologinés funkcijos Siuose gyvybés domenuose 1émé skirtumus
tarp prokarioty ir eukarioty kolagenoliziniy peptidaziy (Murphy ir Reynolds, 2002).

Nors prokariotinés kolagenolizinés peptidazés tiriamos vis intensyviau, daugiau démesio
skiriama patogeniniy kamieny (Clostridium, Porphyromonas gen¢iy) produkuojamoms
kolagenazéms. Tuo tarpu nepatogeniniy prokarioty kolagenaziy tyrimai vykdomi re¢iau. Ilgainiui
tai gali lemti nevisavert] prokarioty kolagenaziy biotechnologinio potencialo iSnaudojima bei i$
dalies riboti pacio kolageno taikyma, sprendziant konkrecias problemas.

Biotechnologinio panaudojimo poreikiams tenkinti biitina klonuoti kolagenoliziniy peptidaziy
genus, pritaikant efektyvias ekspresijos sistemas.

Darbo tikslas:

Atlikti termofiliniy Geobacillus genties bakterijy U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno
transkripcijos analizg, klonuoti bei ekspresuoti §i gena, (vykdyti pirminj fermento charakterizavima.

Tikslo jgyvendinimui suformuluotos uzduotys:

e Nustatyti termofilinés U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno transkripcijos fakta bei
transkripcijos priklausomybe nuo Geobacillus lituanicus DSM 15325" kultiiros augimo fazés;

e Sukonstruoti pradmenis viso/be signalinés/pro sekos U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno
pagausinimui, naudojant G. lituanicus DSM 15325" genomine DNR;

e Klonuoti termofilinés U32.002 kolagenolizinés peptidazés gena su/be signalinés/pro sekos i
ekspresijos vektoriy pET28c(+);

e Optimizuoti termofilinés U32.002 kolagenolizinés peptidazés su/be signalinés/pro sekos
ekspresija;

e [vykdyti pirmini U32.002 kolagenolizinés peptidazés charakterizavima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kolagenai - kolagenolizés substratai

Siy baltymy pavadinimas taikomas nuo XIX a. vidurio, o pats terminas sudarytas sujungus du
graikiSkus zodzius: kdlla - klijai bei genos — kilmé (Muona, 2001).

Nusakyti objektyvius kriterijus, kuriuos atitinkantj baltyma biity galima priskirti kolagenams,
sunku (Brodsky ir Persikov, 2005), o jokie suformuluoti kriterijai nelaikomi oficialiais (Blum-
Ricard et al., 2005). Kolagenams priskiriamos dvi biitinos sandaros ypatybés, biidingos didziajai
baltymo molekulés daliai: trijy polipeptidiniy grandiniy formuojama deSinio sukinio superspiralé,
kurios kiekvienos grandinés sekoje vienas ar keli regionai, sudaryti i§ pasikartojan¢io aminoriigsciy
motyvo - Gly-Xaa (bet kokia ar.)-Yaa (bet kokia ar.) (Hulmes, 2008).

Kiekviena kolageno superspiralés grandinés tipa koduoja skirtingas genas. Be to, paciy
kolageno tipy organizmuose sutinkama bent po kelis. Tai salygoja didelé Siu genu ivairové
genomuose. Nepriklausomai nuo koduojamos grandinés tipo, kolageny, genai turi sritis, kuriy
koduojama polipeptidiné grandiné formuos superspiralg, bei sritis, lemsiancias nesuperspiralizuotas
kolageny molekuliy dalis (Mouna, 2001). Chromosomose kolageny genai, tipiniu atveju, pasiskirsto
dispersiskai, nesitelkia konkrecioje dalyje (aptikti penkiolikoje Zmogaus chromosomy) arba retais
atvejais keli skirtingy tipu genai sudaro santalkas (Chu ir Prockop, 2002).

Alternatyvusis splaisingas - daznas reiskinys tarp kolageny, taciau S$is procesas apima
transkripto sritis, kuriy polipeptidiné grandiné neformuoja kolageno superspiralés. Kolageny geny
ekspresija reguliuoja dvi veiksniy grupés: reguliaciniai sekos elementai (promotoriaus sritys, sekos
introny srityse ir kt.) bei jvairiis reguliaciniai baltymai (hormonai, citokinai) (Muona, 2001).

I-1IT tipo kolageny grandinése skiriamos trys struktiirinés ir funkcinés dalys:

o N-GALINIS DOMENAS, sudarytas 1§ sekos, uzkoduotos pirmuosiuose astuoniuose kolageno geno
egzonuose. Jie koduoja signaling seka ir N-propeptida (bendras ilgis - apie 15 nm). Signalinés
sekos 1lgis varijuoja tarp 21 ir 27 ar. Signaliné seka biitina pernasai | endoplazmini tinkla, kas
uztikrina brendima ir sekrecija.

o KOLAGENINIS DOMENAS, suformuotas i§ superspiralés struktiira lemsiancios sekos, apribotos
priekyje N, o pabaigoje C-telopeptidais, kurie sudaro nedideles globules §io domeno galuose.
Sios vos keliolikos ar. ilgio sekos bitinos taisyklingam aukstesniy kolageno molekulés
struktiiriniy lygmeny susiformavimui, jas koduoja jungimosi egzonai. Domeno ilgis 300 nm.

o C-GALINIS DOMENAS, suformuotas globul¢ sudarancio C-propeptido, kurio ilgis 10 nm. Ji
koduoja keturi egzonai. Pirmasis i8 ju - jungimosi su C-proteinazés skélimo vieta.

(pagal Chu ir Prockop, 2002 papildant i§ Canty ir Kadler, 2005)



Subrendusi kolageno polipeptidiné grandiné tampa pro-a grandine. Kiekviena ju tapdama
superspiralés (prokolageno) dalimi, formuoja prailginta kairiojo sukinio poliprolino-II-tipo spiralg,
zr. 1 pav. (Kadler et al., 2007). Tipo nomenklatirinio pavadinimo pagrindas - Sios spiralés
struktiirinis panasumas { poli-L-prolino sudaroma spiralg. Visos peptidinés jungtys spiral¢je - tik
trans izomerinés formos (Engel ir Biachinger, 2005). Sudaroma superspiralé igyja deSinio sukinio
konformacija, vydamasi apie menama bendra asj. Superspiralizacija lemia pagrindinio kolageny ar.
sekos motyvo Gly-Xaa-Yaa pasikartojimas kiekvienoje superspiralés grandingje. Xaa pozicija
dazniausiai (zmogaus kolagenuose 22 % visy ar. (Shoulders ir Raines, 2009)) uzima Pro, o Yaa -
Hyp. Nors $ias dvi padétis gali uzimti bet kuri aminortigstis priklausomai nuo kolageno tipo. Koks
c motyvo derinys besusidaryty, tik
Gly C, atomy vandenilio molekulés
iSsidésto  superspiralés  Serdyje.
Joks kitas radikalas tiesiog netilpty,
nesuardydamas superspiralizacijos.

Tuo tarpu kity ar. radikalai

2.86

privalomai orientuojami 1

superspiralés iSor¢ ir gali sudaryti

tvairios funkcinés svarbos jungtis

(Engel ir Béchinger, 2005).

Superspiralés periodiSkumas iki

Siol i8lieka diskusiju objektu

, , ) o ~ (Shoulders ir Raines, 2009).
1 pav. Kolageno trigubosios superspiralés modelis. Visi atstumai

pateikti nm. Skaitmeny reikmés: 1 Zymi Gly, 2 (Xaa padétyje) ir ~ Difrakcijos tyrimai jrodé 10/3 (trys
3 (Yaa padétyje) - Pro. A ir B schemose punktyriné linija atspindi
C, atoma, o C schemoje - vandenilines jungtis tarp Gly ir Pro
(Yaa padétyje). Toje pacioje schemoje rodyklés Zymi radikaly (ne A aginis pasikartojimas) ir 7/2
Pro ziedo) i$sidétymo krypti

stikiai, apimantys 10 ar. seka; 26,8

(atitinkamai du stikiai, apimantys 7
(i8 Engel ir Bachinger, 2005). ar.; 20 A aginis pasikartojimas) tipy
simetrijas (1 pav.). Siuo metu teigiama, jog superspiralei budingi abu tipai, tik skirtingose
superspiralés vietose (Brodsky ir Persikov, 2005). Simetrija lemia ar., iSsidéstan¢iy Gly-Xaa-Yaa
motyvo Xaa ir Yaa padétyse, tipas (Engel ir Béchinger, 2005).
Jei Siose vietose bus retai sutinkamos imino riigStys, superspiralés sritis igis 10/3, ir, prieSingai,
didelé koncentracija, ypac pasikartojantis Gly-Pro-Hyp motyvo derinys, leis susidaryti 7/2 simetrijai
(Shoulders ir Raines, 2009).



Kolageny superspiralés topoizomerizacija néra Zinoma nei in vitro, nei in vivo (Birk ir Bruckner,
2005).

Erdviskai artimas superspiral¢ sudaran¢iy grandiniy iSsidéstymas sudaro salygas tarp ju
susiformuoti van der Waals'o tipo saveikoms, tadiau stabilizacijai svarbesnés dvieju tipy
vandenilinés jungtys, suformuojancios §io tipo saveiky tinkla:

e TARP AMIDO IR KARBONILO GRUPIU NH ... OC. Sio tipo vandenilinés jungtys yra stipriausios
kolageno superspiraléje (Brodsky ir Persikov, 2005). Kiekvienos superspiralés Gly-Xaa-Yaa
motyvo Gly NH grupé sudaro vandenilini rysi su vienos i§ likusiy grandiniy Xaa padétyje
lokalizuotos ar. CO grupe (NHgly) ... OCxaa)) (Kadler et al., 2007). Jei Xaa padéti uzima bet
kokia ar., iSskyrus Pro, vienai vandens molekulei atlieckant mediatoriaus vaidmeni, susidaro
prieSingos krypties pirmosios vandenilinés jungties atzvilgiu jungtis tarp Xaa padéties ar. NH
grupés ir kitos i§ likusiy dviejy grandiniy Gly CO grupés (CO(xaa, ne Pro) +-- H20 ... NHgy)). Sio
tipo rysiai svarbiis superspiralés stabilumui, jei grandingje retai sutinkamas Pro. Taip pat irodyta,
jog vandens molekulé, atlikdama minéta mediatoriaus funkcija, gali formuoti vandenilinius
ry$ius su Hyp ar Soniniy ar. grandiniy atomais (Ayad et al., 1998).

e TARP C, ATOMO IR KARBONILO GRUPIY C, (H) ... OC. Galimi du tipo variantai: jungti sudaro Gly
C.H 1§ vienos grandinés ir Gly arba Pro CO grupé i§ kitos (CoHgly) ... OC (Gly/pro)); antruoju
atveju, Hyp C, sudaro jungti su Hyp CO grupe i§ kaimyninés grandinés (Cymyp) - OCmyp))
(Brodsky ir Persikov, 2005). Abiem atvejais sudaromos energetiSkai silpnos jungtys, tik
papildancios NH ... OC jungtis (Shoulders ir Raines, 2009).

Apibendrinant vandeniliniy rySiy jtaka superspiralés stabilizavimui, svarbu pabrézti Gly
pasikartojimo kas dvi ar. svarba. Esminis kolagenuy superspiraliy skirtumas, lyginant su kity
baltymy vandeniliniy jung€iy formavimo désningumais, yra vandeniliniy jung€iy formavimas tarp
trijy superspiralés grandiniy, bet ne atskirai tarp vienos grandinés grupiy, pasiZyminciy prieSingais
daliniais kriiviais (Koide ir Nagata, 2005).

Poliprolino II-tipo a spiralés konformacija lemia imino ar. i§sidéstymas Pro - Xaa ir Hyp - Yaa
padétyse. Siuo atveju dar karta paminétina superspiralizacijos tarpiniy procesy koordinavimo
svarba: nejvykus potransliacinei modifikacijai, Pro - Yaa dar nebiity modifikuotas 1 Hyp ir
superspiralizacija nevykty, nes tik poliprolino II-tipo a spiralés konformacija entropijos sanaudas
sumazina pakankamai, kad superspiralizacija tapty spontaniniu procesu (Shoulders ir Raines, 2009).
Besijungiant trims grandinéms vykstantis ju pavirSinio vandens praradimo efektas taip pat
garantuoja superspiralizacijos spontaniSkuma energetiniu poziiiriu (Koide ir Nagata, 2005).

ApraSant superspiralés stabiluma, tiesiogiai turintj jtakos kolageny funkcijai ir skaidymo

ypatumams, biitina detaliau iSanalizuoti Pro ir Hyp daroma poveiki Siam superspiralés parametrui.



Jau minéta, jog Gly-Pro-Hyp yra dazniausias kolagenu superspiralés grandiniy struktiiros motyvo
derinys. Visos trys ar. stabilizuoja superspirale dél formuojamuy vandeniliniy jung¢iy, bet Pro ir Hyp
stabilizaciné itaka, skirtingai nei Gly, vien vandeniliniy jungciy formavimu neapsiriboja.
Poliprolino II-tipo spiralé tampa ypac nestabili, jei i jos sudéti neieina kritinio kiekio Pro ir Hyp
(Engel ir Bachinger, 2005). Pro ir Hyp C, atomo radikaly ziedy ir kiti maziau svarbiis steriniai
efektai riboja bet kokio superspiraliy poliprolino II-tipo a spiraliy atomuy ar jy grupiu judéjimo
galimybg apie formuojamas jungtis. Sukimasis blokuojamas, palaikant energetiSkai, atsizvelgus i
efektus, palankiausias konformacijas.

Prokolageno molekulés tarplastelinéje ertméje jungiasi | aukStesnés struktlirinés organizacijos
molekulinius agregatus. Galimi triju struktiiros varianty agregatai: fibrilés, filamentai ir tinklai.

Nepaisant vis gauséjancios kolageny ir i juos struktiira panasiy baltymy skai¢iui (vien stuburiniy
virs 50), Siy baltymy klasifikacija vis dar fragmentiSka (Hulmes, 2008). Stuburiniy kolagenai
skirstomi 1 tipus, kiekviena jy Zymint eilés numeriu (panaudojant romeéniSkus skaitmenis),
atitinkanc¢iu atradimo chronologija. Ne stuburiniy kolageny net nebandoma objektyviai klasifikuoti.
Jie tiesiog aprasomi, ivardijant struktirini panasuma i konkrety stuburiniy tipa, arba baltymui
parenkamas savitas pavadinimas.

Lokalizacijos  atzvilgiu, apibendrinant, kolagenai lokalizuoti  jungiamojo audinio
ekstralasteliniame matrikse. Tai struktiira, sujungianti audinio lasteles i vieninga visuma. Matriksa
sudaro netirpiy (didziaja dalimi sudaryta i§ kolageno ir elastino fibriliy) ir tirpiy (proteoglikanai ir
glikoproteinai) polimery frakcijos. Audinio savybes lemia frakcijy santykis, pvz., sausgyslése
dominuoja fibrilés, sudarancios skaidulas. Kolagenai taip pat gali sudaryti geli nelasteliniame
uzpilde (Ayad, 1998).

Ligi Siol atrasti 29 stuburiniy kolageny (Shoulders ir Raines, 2009) tipai jungiami i klases:

e FIBRILE SUFORMUOJANTYS:
o  FIBRILINIAI (I*, IT** TII**, V* XI*, XXIV, XXVII, XXVIII IR XXIX TIPATI).
o  SU FIBRILEMIS SUSIJUNGIANTYS, TURINTYS SUPERSPIRALES PERTRAUKIMU (angl. FACIT - fibril-
associated collagens with interrupted triple helices) (IX*, XIT**, XIV** XVI, XIX, XX, XXI,
XXII R XXVI TIPAI).

e INKARUOJANCIAS FIBRILES FORMUOJANTYS (VII* TIPAS).

e TINKLUS FORMUOJANTYS (IV*, VI*, VIIT* IR X** TIPAI).

e TRANSMEMBRANINIAIL, TURINTYS SUPERSPIRALES PERTRAUKIMU (angl. MACIT - membrane
associated collagens with interrupted triple helices) (XIII, XVII**, XXIII IR XXV TIPAI).

e MULTIPLEKSINAI (angl. MULTIPLEXIN - multiple triple helix domains and interruptions) (XV IR



XVIII TIPAI).
(i$ Birk ir Bruckner, 2005)

* tipai - heterotrimerinés, ** tipai - homotrimerinés superspiralés sandaros. Heterotrimeriniy
tipy trigubaja superspiral¢ sudaro dviejy arba triju sandaros tipy grandinés, o homotrimeriniy
kolageny superspiralé visuomet i§ trijy vienodos sandaros grandiniy (Canty ir Kadler, 2005).
Nepazyméty tipy superspiralés grandiniy sandaros ivairové neapraSyta.

Kolagenai aptinkami visuose gyviiny karalystés taksonuose. Nors kolagenai yra dazniausiai
sutinkami baltymai, vis délto jie néra butent Sioje karalystéje atsiradusi evoliuciné naujové (Hulmes,
2008). Kolageny struktiiros pagrinda - trigubaji ar. motyva (Gly-Xaa-Yaa) jau koduoja bakteriju,
archéjy ir bakteriofagy genai. Motyvo nulemta triguboji superspiralé, kaip atskiras domenas,
sutinkamas S§iy taksony baltymy struktiirose. Pastaryjy molekulése Sis domenas atlieka
strukturizuojancias funkcijas, pvz., formuoja receptoriy, adhezijos molekuliy pagrindus (Brodsky ir
Persikov, 2005).

Bakterijos, archéjos bei bakteriofagai - audiniy neformuojantys organizmai, jiems nebuvo
bitinybés struktiirizuoti audiniy ekstralastelinius matriksus, taigi neatsirado ir poreikis formuoti
Htikruosius®  kolagenus. Tik susiformavus pirmiesiems daugialas¢iams gyviinams, audiniy
struktirizavimui buvo iSnaudotas superspirales koduojanc¢iy seku potencialas (Canty ir Kadler,
2005). Ilgainiui dar i$ prokarioty paveldétos trigubosios spiralés sekos evoliucionavo: duplikavosi,
mutavo, igijo intronus ir t.t. Dél geny evoliucijos daugialas¢iuose gyviinuose ne tik susiformavo
didZiuleé superspiralini domena turin€iy baltymy jvairové, bet ir atsirado baltymy grupé - kolagenai,
kurioje triguboji superspiralé tapo struktiiros pagrindu (Chu ir Prockop, 2002). Evoliucionuodama $i
grupé suformavo ne tik struktiiry, bet ir vykdomy funkciju ivairoves (Kadler et al., 2007).

Be abejo, stuburiniy kolagenai skiriasi nuo bestuburiy, tacCiau, nepaisant didziulés riiSinés
gyviny {vairovés, pradedant pintimis, esminés fibrilinés organizacijos, kolageny biosintezés

ypatybés nedaug tepakito, iSliko kolageny molekuliy savybe agreguotis (Kadler ef al., 1996).

1.2 Kolagenolizinés peptidazés

Kuri peptidaze laikytina kolagenolizine, tiesiogiai priklauso nuo susitarimo, ka ivardija pats
»Kolagenolizés* terminas. Kaip jau minéta, bet kurio kolageno tipo molekul¢je galima iSskirti
superspiralinés organizacijos domenus bei domenus, kuriems $i organizacija nebiidinga. Nors
domeny erdviné organizacija skiriasi, jie vis vien yra kolageno molekulés dalys, todél placiaja
prasme abiejy organizacijy tipy domeny proteoliz¢ biity galima laikyti kolagenolize, o procesa

katalizuojancias peptidazes - atitinkamai kolagenolizinémis. Vertinant S§iuo pozilriu,
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kolagenoliziniy peptidaziy jvairové biity didziulé. Tarp ju vos keliasdeSimt (sumuojant eukarioty ir
prokarioty) peptidaziy sugebéty skaidyti natyvius ir/ar i§ dalies denatiiruotus superspiralinius
domenus, tuo tarpu didzioji dalis peptidaziy skaidyty tik nesuperspiralizuotus domenus ir/ar visiskai
denatiruotas kolageno superspirales - Zelating. Remiantis §iuo poziiiriu, ,kolagenolizés® ir
,kolagenoliziniy peptidaziu‘“ savokuy vartojimas biity neobjektyvus.

Subjektyvumo iSvengta kolagenolize laikant tik natyviu ir/ar i§ dalies denatiiruoty kolagenu
superspiralinés organizacijos domeny proteolizg. Peptidazé¢ laikoma kolagenolizine (trumpiau
tiesiog kolagenaze), jei ji katalizuoja natyvios ir/ar 1§ dalies denattruotos kolageny superspiralés
proteoliz¢. Kolagenaziy substratinis specifiSkumas dazniausiai apima ir nesuperspiralinius kolageny
molekuliy domenus, Zelating bei jvairius nekolagenus.

Nekolagenoliziné peptidazé gali, be ivairiu kolagenams nepriskiriamy baltymuy, proteolizuoti tik
nesuperspiralinius kolageny domenus bei zelatina. Ji, proteolizuodama nesuperspiralinius kolageno
domenus, gali iStirpdyti kolageno molekules, bet negali katalizuoti kolageny degradavimo, nes Sio
proceso metu proteolizuojami ir superspiralizuoti domenai (Stricklin ir Hibbs, 1988).

Konkrecios peptidazés priskyrimo kolagenazéms objektyvuma lemia substratinio specifiSkumo
tyrimy objektyvumas. Jy tiksluma riboja istirtumo iSsamumas, tik patikrinus peptidazés veikima
visy zinomy kolageno tipy natyviy ir i§ dalies denatiiruoty superspiraliy atzvilgiu, peptidazg galima
priskirti kolagenazéms arba ne. Nors kolagenolizinio specifiSkumo irodimo in vitro pakanka
peptidazés priskirtinumui kolagenazéms, visada siekiama §i specifiSkuma irodyti ir in vivo (Murphy
ir Reynolds, 2002).

Dalis autoriy su pateikta terminy taikymo specifika nesutinka ir tik zelatinoliziniu aktyvumu
pasiZymincias peptidazes laiko kolagenolizinémis. Darbe Siuo poZiiiriu nesivadovauta.

Prokarioty baltymy kolageno struktiiros domenuy superspiralés analogiSkos eukarioty
Htikryu® kolageny superspiraléms. Tuo tarpu eukarioty ir prokarioty kolagenoliziniai fermentai
menkai panaSis struktiirine organizacija ir atlieckamomis funkcijomis. Taip pat netapati Siy
kolagenoliziniy peptidaziy inicijuojamos kolageno degradavimo in vivo eiga:

JEI KOLAGENO DEGRADAVIMAS VYKSTA KATALIZUOJANT EUKARIOTY KOLAGENOLIZINEI PEPTIDAZEI.
e specifiskai prisijungusi prie natyvios kolageno superspiralés kolagenazé skelia visas tris
grandines visuomet toje pacioje bei vieninteléje ju polipeptidinés grandinés sekos vietoje. I tipo

75_11¢"76, o, tarp Gly'™>-Leu”™.

kolageno atveju a; skeliama tarp Gly
e suformuojami du superspiralés fragmentai: ilgesnysis - % superspiralés ilgio (TCp) ir
trumpesnysis - Y ilgio (TCg). Abiem atvejais ilgis vertinamas grandiniy polipeptidiniy
grandiniy N-galo atzvilgiu. I kolageno tipo atveju TCa molekuliné masé sudaro 225 kDa, TCp -

75 kDa.
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e fragmenty superspiraliné organizacija prarandama, vyksta denatiiracija - grandinés spontaniskai
atsitiktinai iSsiskiria sudarydamos zelatina.

e zelatina baigiama proteolizuoti jvairiy nespecifiniy ekstralasteliniy peptidaziy.

PROKARIOTU KOLAGENOLIZINES PEPTIDAZES KATALIZUOJAMAS KOLAGENO SKAIDYMAS.

e kolagenaze¢ prisijungia nespecifin¢je kolageno superspiralés vietoje ir kerpa visas tris
polipeptidines grandines. Peptidiné jungtis gali biiti hidrolizuojama tarp bet kuriy tiek grandinés,
tiek ir trigubojo motyvo (Gly-Xaa-Yaa) ar. lickany.

e superspiralé suskaldoma i daugelj {vairiu ilgiy, ja sudariusiy grandiniy, fragmenty. Tai paaiskina
greitesni nei vykstant eukarioty kolagenolizei kolageno suskaidyma.

e fragmentus atakuoja ir hidrolizuoja nespecifiSkos ekstralastelinés bei vidulastelinés peptidazés
(pvz. Pz-peptidazés)

(pagal Brett, 2005).

Pazymétina, jog kolageno degradavimo produktai daugialasiams eukariotams néra tiesiog
nebaigtos skaidyti baltymo liekanos, jie turi ijtakos ivairiy baltymy sintezés intensyvumo
reguliavimui, konkreciy lasteliy tipy formai, migracijai (pagal Brett, 2005).

Skirtingoje kolageno degradavimo eigoje atsispindi eukarioty ir prokarioty kolagenoliziniy
fermenty funkcinés svarbos skirtumai. Eukarioty kolagenoliziniy fermenty biologinés funkcijos
skiriamos i dvi dalis:
¢ FIZIOLOGINES - svarba organizmo vystymuisi, reprodukcijai, audiniy ekstralastelinio matrikso

struktiiry organizavimui, kolageny biosintezei ir jy makromolekuliniy agregaty sudarymui.

e PATOLOGIJAS LEMIANCIOS - ekstralastelinio matrikso silpninimas, fibrozinés ligos, patologiné
audiniy destrukcija.

Kolagenoliziniy peptidaziy svarba prokariotams:

e VIRULENTISKUMO PALAIKYMAS - patogeniniams prokariotams invazijos { audinius metu biitina
skaidyti ekstralasteliniame matrikse barjerais tampancius kolagenus, tokiu biidu pazeidziant
funkcinj audinio integraluma. Patogeninés bakterijos tiesiogiai skaido audinj - Seimininka arba
netiesiogiai indukuoja latentines audinio lasteliy kolagenazes.

¢ JGALINIMAS KOLAGENUS NAUDOTI KAIP ALTERNATYVIUS ENERGIJOS IR ANGLIES SALTINIUS.
Si funkcija svarbesné nepatogeniniams prokariotams.

(pagal Woessner, 1998, papildant i§ Harrington, 1996 ir Hulmes, 2008)

Svarbu detaliau iSnagrinéti veiksnius, galimai evoliucijos eigoje lémusius tarp peptidaziy
ivykusi kolagenolizinio specifiSkumo atsiradimga. Vykstant spontaniSkoms agregacijoms,
suformuodami makromolekulinius agregatus, kolagenai tampa itin stabiliomis biologinémis

struktiiromis. NeiSvengiamai kolagenus produkuojanciuose daugialasCiuose gyviinuose turéjo
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atsirasti labai specifiski, struktiiras skaidantys fermentai (Murphy ir Reynolds, 2002). Tuo tarpu,
galima daryti prielaida, jog prokarioty kolagenoliziniai fermentai evoliucijos bégyje atsirade
anksciau savy baltymy su kolagenoliziniais domenais skaidymui palaipsniui igavo naujy funkcijy,
tapdami pagalbininkais prokariotiniams patogenams bei leisdami pasitelkti eukarioty kolagenus
kaip anglies ir energijos Saltiniy alternatyva.

Visos eukarioty ir prokarioty virulentiSkumui svarbios kolagenazés - Siems organizmams biitini
fermentai, kuriy esming, evoliucijos metu fiksuota funkcija - tikslingai katalizuoti kolagenolizg. Tuo
tarpu, neatmestina galimybé, jog nepatogeniniy prokarioty peptidaziy kolagenolizinis specifiSkumas
lemia nepagrinding Sio specifiSkumo peptidaziy funkcija. Kolagenolizinés peptidazés néra retos tarp
nepatogeniniy prokarioty, tarp patogeny Sios specifiSkumu pasizymincios peptidazés sutinkamos
dar dazniau.

Prokarioty biologiniams poreikiams paranku kolagenus greitai suskaldyti i daug fragmenty,
savoms kolagenazéms netaikant sudétingos aktyvacijos ir reguliacijos. Tuo tarpu eukarioty
kolagenolizinés peptidazés ypac grieztai reguliuojamos ir sudétingai aktyvuojamos, siekiant
palaikyti tikslia pusiausvyra tarp fiziologiskai butinos kolagenolizés skatinimo ir ribojimo.
Pusiausvyros praradimas lemia patologiniy funkcijy atsiradima.

Pastaryju mety keleto augaly (pvz. imbiero) rizomy tyrimai teikia pakankama irodymu kieki

leidzianciy teigti, jog augalai taip pat sugeba sintetinti kolagenazes (Kim et al., 2007%).

1.2.1 Eukarioty kolagenoliziniai fermentai

Eukarioty kolagenoliziniai fermentai tiriami nuo 1962 mety, J. Gross'ui ir Ch. M. Lapiére'ui
1$gryninus pirma stuburinio kolagenazg (MMP1) i§ buoZgalvio uodegos audiniy. Tipiniu atveju
stuburinio gyviino audiniai sintetina kolagenoliziniy peptidaziy rinkini (pvz., MMP kartu su
katepsinais), be kolageny galinciy skaidyti ir kity tipy baltymus (Bode et al., 1999).

Stuburiniy kolagenoliziniai fermentai pasiZymi didele molekuline mase. DaZniausiai kolageno
skaidyma stuburiniy audiniuose atliecka MP, reciau sutinkamos SP ar kity kataliziniy tipy peptidazés
(Watanabe, 2004).

DidZioji natyvia kolageno superspiralg proteolizuojanciy eukarioty kolagenoliziniy fermenty
dalis klasifikuojami kaip MMP, kurios dar vadinamos matriksinais (Nagase ir Woessner, 1999). Tai
monomeriniy (Chung et al., 2004) nuo cinko ir kalcio priklausomy metalo endopeptidaziy Seima,
priklausanti metzinciny superSeimai. Visi metzincinai iSsiskiria analogiSka aktyviojo centro
sandara: trys His lickanos sudaro Zn*" jungimosi motyva, o konservatyvioje sekos padétyje

lokalizuotas Met formuoja aktyviojo centro spiralés postki (Palosaari, 2003). MMP atlieka ivairias
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funkcijas ir placiai paplitg, gyvosios gamtos taksony atzvilgiu, sutinkamos net augaluose, dalyje
bakteriju taksonuy.

Gyviny MMP - ektralasteliniame matrikse veikiancios peptidazes. Galima teigti, jog Sios
Seimos proteolizuojamy substraty jvairoveé apima visus gyviiny matrikso baltymus. Didzioji dalis
MMP sekretuojamos peptidazés, taip pat egzistuoja grupé membraniniy MMP. Kiekvienai MMP
atradimo chronologijos tvarka suteikiamas individualus numeris, taCiau placiai naudojami ir
triviallis pavadinimai (Nagase ir Woessner, 1999).

Visom MMP bidingi analogiS$ki molekulés domenai. Jy seka pateikiama nuo molekulés
polipeptidinés grandinés N-pabaigos: signalinis peptidas, propeptido domenas, fibronektino
struktiirai tapatus domenas (biidingas tik MMP2 ir 9), katalizinis domenas, jungiamasis regionas,
hemopeksino struktiirai tapatus domenas. Irodyta, jog dalis membraniniuy MMP gali skaidyti natyvia
kolageno superspirale. Sios grupés MMP hemopeksino struktiirai tapa¢iam domenui biidingos dvi
papildomo struktiirinés dalys: transmembraninis regionas ir citoplazminé uodega.

MEROPS klasifikacijoje MMP priskiriamos MI10A poSeimiui sujungiant 39 peptidazes.
Zmoguje rasta 17 skirtingg MMP (Rawlings et al., 2010). Pateikiamas, visuotinai pripaZistamas,
MMP skirstymas { grupes nurodant tik kolagenoliziniu specifiSkumu pasizyminc¢ias: KOLAGENAZES:
MMP1/8/13/18; STROMELIZINA: MMP3/10; ZELATINAZES: MMP2/9; MEMBRANINES MMP:
14/16/17/24/25; HETEROGENINES GRUPES MMP: 7/12/19/20/22/26 (Palosaari, 2003).

MMP veikla grieztai reglamentuojama endogeniniy specifiniy inhibitoriy (MMP audiniy
specifiniy inhibitoriy) ir nespecifiSky peptidaziniy inhibitoriy (pvz. serumo o,-makroglobulino).
Inhibitoriy ir MMP balanso sutrikimai sukelia patologijas: aterosklerozg, osteoartrita, véZio
metastaziy formavimasi.

Stuburiniy kolagenoliziniai fermentai - ekstralasteliniai baltymai (signalin¢ seka - apie 20 ar.
ilgio), sekretuojami kaip neaktyvis pirmtakai. Juy aktyvacija vykdoma lastelés iSor¢je. Tai
sudétingas procesas apimantis kaskada veikiancius stromelizinus ir keleta SP. Kaskada reguliuoja
MMP audiniy inhibitoriai. Tik membraninés grupés MMP sekretuojamos jau aktyvios formos. Ju
zimogeny aktyvavima lastelés citoplazmoje vykdo furinas (Bode, 1995).

Nors didZioji dauguma stuburiniy kolagenoliziniy fermenty sekretuojami konstitutyviai, ju
transkripcija taip pat reguliuojama. IS Iastelés iSorés Siam procesui jtakos turi jvairiis augimo
faktoriai, citokinai bei kiti mediatoriai. Transkripcijos suintensyvéjimas didina sekrecija -
atitinkamai kolageny skaidyma ekstralasteliniame daugialasciy matrikse (Dioszegi et al., 1995).

Apibendrinant galima teigti, jog daugialasc¢iuose eukariotuose kolageny degradacija katalizuoja

kolagenolizinés peptidazés, priklausancios, remiantis struktiiros bei funkcijy kriterijais, kelioms
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skirtingoms grupéms. Kolagenolizinéms peptidazéms, veikdamos sinergistiskai, talkina jvairios
nekolagenolizinés peptidazés.

Kolagenolizines peptidazes sekretuoja didzioji dalis eukarioty lasteliy tipy, Sio specifiSkumo
fermentai biidingi praktiskai visiems audiniams (Stricklin ir Hibbs, 1988). Pats tipas lemia, koki
konkreciu kolagenaziy spektra lastelé produkuos, kokiais kiekiais ir kokiomis fiziologinémis ir (ar)
patologinémis aplinkybémis. Be abejo, ir pacios kolagenazés tiek tarpusavyje grupés viduje, tiek
kity grupiy atzvilgiu skiriasi substratiniu specifiSkumu, veikimo salygomis, reguliavimo
mechanizmais ir t.t.

Apibendrinant svarbu akcentuoti, jog tik daugelio skirtingy, viena kita substratiniu specifiSkumu
ir reguliacinémis galimybémis papildanc¢iy kolagenoliziniy peptidaziy sudaromas tinklas
eukariotiniam organizmui garantuoja sékminga kolagenolizg. Tuo tarpu vieny kolagenaziy

reguliaciné itaka kitoms uztikrina tinkama ju funkcijy atlikima, veikiant in vivo.

1.2.2 Prokarioty kolagenoliziniai fermentai

Pirmosios bakterijy kolagenazés i$skirtos 1953 metais. Ilga laika jos vangiai tirtos. Tikétina, jog
tai Iémé su tyrimy specifika susij¢ sunkumai, nes pirmieji bakteriniy kolagenaziy producentai buvo
patogeniSki mikroorganizmai (Hése ir Finkelstein, 1993). Pastaraji deSimtmeti bakteriju
kolagenoliziniai fermentai - intensyviai tiriami, sutelkiant vis didesni démesi i iSskirtus i
nepatogeniniy producenty.

Bakteriju kolagenazés savo struktira menkai homologiskos stuburiniy kolagenoliziniams
fermentams (Harrington, 1996). Prokarioty kolagenaziy klasifikacija neiSvystyta, nes prieinami
duomenys dar pernelyg fragmentiski ir ju nepakanka objektyviai sistemai sudaryti (Watanabe,
2004).

Kolagenoliziniai bakterijy produkuojami fermentai, tipiSku atveju, konstitutyviai sekretuojamos,
didelés molekulinés masés monocinko metalo endopeptidazés. MP molekuliné masé dazniausia yra
didesné nei kity kataliziniy tipy peptidaziy, taciau kolagenolizinés MP ryskiai virSija net bendrai
MP bidinga vidurki. ApraSytos kolagenospecifiskos SP taip pat stambios molekulés (zr. 1 lentelg),
todel didelé mase sietina ne su kataliziniu tipu, bet su specifiSkumu skaidyti kolagenus (Okamoto et
al., 2001). Manoma, jog molekuling mas¢ padidina uz jungimasi prie kolageny atsakingo ir
kolagenazg ant lastelés pavirSiaus inkaruojan¢io domeny egzistavimas kolagenolizinés peptidazes
molekuléje. Inkaruojantis domenas biidingas ne visy bakterijy kolagenaziy sandarai. Juo dazniausiai
pasizymi patogeninés bakterijos. Joms minétas domenas padeda iSgyventi, taigi didelé patogeniniy

bakteriju kolagenaziy molekuliné masé liudija evoliucijos uzfiksuota adaptacija (Watanabe, 2004).
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Be minéty MP ir SP aprasSytos ir bakterijy AP, galinCios degraduoti kolagena (Zr. 1 lentele).
Kolagenospecifiskos MP hidrolizuoja peptiding jungti tarp kolagenu superspiralés o spiraliy
grandiniy tripleto Xaa ir Pro nariy (Harrington, 1996). SP, skaidancios kolagenus, peptiding jungti
hidrolizuoja tarp ivairesniy grandinés ar. liekany (Okamoto et al., 2001), pvz., serino
karboksiproteinazeé 1§ Alicyclobacillus sendaiensis NTAP-1 demonstruoja unikaly sugebéjima
skaidyti peptiding jungti tarp Arg ir Gly (Tsuruoka et al., 2003). Kaip jau minéta, bakteriju
kolagenolizinés peptidazeés, prieSingai nei stuburiniy, kolageno superspiralg¢ proteolizuoja
nespecifiskai - ne konkrecioje kolageno molekulés vietoje. Tokios proteolizés rezultatas - skirtingo

ilgio kolageno molekuliy fragmenty miSinys. Taigi daugumos bakteriju domenas, lemiantis

prisijungima prie kolageno molekulés yra mazai specifiSkas kolageno tipui (Watanabe, 2004).

1 lentelé. Bakteriju kolagenolizinés peptidazés, kuriy biocheminés savybés detalizuotos

(adaptuota i§ Watanabe, 2004)

Rasis Katalizinis | Kolagenazés | Molekuliné masé Domenas
tipas lokalizacija (kDa) lemiantis
jungimasi prie
kolageno
molekulés
. . . 116 (ColH)
Clostridium histolyticum T 116 (ColG) Yra
Clostridium perfringens Lastelés iSoréje 120 (ColA)
Vibrio alginolyticus 82
Vibrio vulnificus 45
Achromobacter Iyticus 50 Nenustatyta
SP Lastelés iSoréje
Geobacillus collagenovorans arba su lastele 105*2
susijunggs
Alicyclobacillus sendaiensis Lastelés iSoréje 37 Neéra
Su lastel o4 Yra
Porphyromonas gingivalis AP U astere 37,8%2 .
susijunge 35 Neéra
: . 105
Bacillus cereus MP Lastelés iSoréje g7
Treponema denticola Nenustatyta 67 Nenustatyta
SP —
Lastelés iSoréje
Streptococcus gordnii arba su lastele 98
susijunggs

Bakterijuy jungimosi domenai nehomologiski stuburiniy kolagenaziy struktiirose nustatytiems,

todé¢l daroma prielaida, kad bakterijose jie evoliucionavo nepriklausomai.

Stuburiniy  kolagenoliziniai

fermentai

veikia

daugialascio

organizmo

viduje, esant

neekstremalioms fiziologinéms salygoms, tuo tarpu bakterijyu uZimamos ekoniSos labai jvairuoja
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temperatiiriniy ir pH salygu atzvilgiu. Bakterijoms evoliucionuojant tai negaléjo neturéti jtakos
bakteriju fermenty savybéms, tarp ju ir kolagenoliziniu specifiSkumu pasizyminciosioms. Jau
minétos 4. sendaiensis NTAP-1 karboksiproteinazés optimalus pH - 3,9 (Tsuruoka et al., 2003).

Apibendrinant galima teigti, jog bakterijy kolagenazés iSlieka aktyvios nuo vidutiniskai riig§¢ios
iki zenkliai Sarminés aplinkos (Hése ir Finkelstein, 1993). Temperatirinis diapazonas, kuriame
neprarandamas bakterijy kolagenaziy katalizinis potencialas, taip pat yra platus. Dauguma veikia,
esant mezofilams budingoms temperatiiroms, bet termofily kolagenazés iSlieka aktyvios ir esant
aukstai temperatiirai (60 °C ir aukstesnei) (Okamoto et al., 2001).

Daugelis bakteriju kolagenoliziniu peptidaziy kartu yra ir Pz-peptidazés, nes abieju grupiu
atstovai skelia tokia pacia peptiding jungt; sudaryta, tarp Leu ir Gly. Pz-peptidazés papildo
kolagenaziy veikima baigiamuosiuose kolageno proteolizés etapuose, vykstanciuose lastelés
citoplazmoje (Watanabe, 2004).

Pz-peptidazés yra proteoliziniy fermenty grupé skaldanti sintetini (1963 metais sukurta
Clostridium genties kolagenazéms tirti) substrata 4-fenilazobenziloksikarbonil (Pz) - L-leucilglicil-
L-prolil-D-arginina.

Tikrosios bakteriju Pz-peptidazés i$skirtos i§ Geobacillus collagenovorans MO-1 (Pz-peptidazé
A (62 kDa) (M03.010) ir B (69 kDa) (M03.007)) ir viena i Bacillus licheniformis (Miyake et al.,
2005). Siy peptidaziy genai aptikti daugelyje Geobacillus genties kamienu. Pz-peptidazés néra
kolagenolizinés, nes neskaido natyvaus kolageno, bet yra svarbios bakterijoms isisavinant
kolagenolizés produktus. Struktiros atzvilgiu tai iprastos aktyviojo centro struktiiros monocinko
MP. Kaip ir stuburiniy, bakteriju Pz-peptidazés specializuotos skaidyti oligopeptidus. Visgi Pz-
peptidazés substrato specifiSkumu akivaizdziai skiriasi nuo bakterijy metalo oligopeptidaziy grupés
fermenty (Watanabe, 2004). Identifikavus treting Pz-peptidazés A struktiira buvo nustatyta, jog
aktyviojo centro skirtumai, lyginant su zinduoliuose veikian¢iomis timeto oligopeptidazémis, lemia
substratinio specifiSkumo skirtumus (Kawasaki et al., 2010).

G. collagenovorans tipiniame kamiene nustatyta kolagenazé tirta tikslingai ir charakterizuota.
Tai SP tipo peptidaze S08.142; specifiSkai skaidanti I ir IV tipo kolagenus, kazeina bei Zelating, bet
visiSkai nehidrolizuojanti oligopeptidiniy substraty. Optimalus kolagenazés pH - nuo 7,1 iki 9,3;
optimalus temperatiiros intervalas siekia 60 °C, bet aktyvumas staiga krenta, perkopus 80 °C riba.
Fermenta visiskai inhibuoja Fe** katijonai (Okamoto ef al., 2001).

DidzZioji dalis Siuo metu Zinomos bakterijy kolagenoliziniy peptidaziy priskiriama MP - M9
Seimai (MEROPS peptidaziu duomenuy bazés klasifikacijoje). I jos sudéti ieina Clostridium ir Vibrio
genCiy atstovy kolagenazés. Remiantis struktiira, Sios kolagenazés - tik tolimai giminingi

kolagenoliziniai fermentai. Todel Seima padalinta { poSeimius: M9A - Vibrio genties kolagenazés, o
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MOB - Clostridium. Pastarosios geriausiai charakterizuotos prokariotinés kilmés kolagenazés. Vien
C. histolyticum geba sekretuoti 7 skirtingas kolagenazes. Tai skirtingy struktiiriniy savybiy
peptidazés, taCiau jas vienija geb¢jimas skaidyti natyvig kolageno superspirale, peptidini rysi
hidrolizuojant pries Gly (Wart, 2004).

Like bakterijy kolagenoliziniai fermentai priskiriami kitoms Seimos. Sekretuojama Cytophaga
genties bakterijos kolagenazé - citofagalizinas - sudaro M43 Seima. C25 Seima sudaro gingipainai
(Rawlings et al., 2010). Proteolizuojamos peptidinés jungties atzvilgiu gingipainai - grieztai
specializuoti fermentai: gingipainas R (C25.001) hidrolizuoja peptiding jungti tik po Arg, o

343 . 471 .
ir Cys"'" formuojamos

gingipainas K (C25.002) - po Lys. Abiem atvejais Sios CP veikia déka His
katalitinés diados. Gingipainy veikimui biitina redukuojanti aplinka bei neutraliam artimas pH. Abu
gingipainai laikomi esminiais Porphyromonas gingivalis kolagenolizini potenciala palaikancias
fermentais. [rodyta, jog i plazming membrana integruoti gingipainai geba savarankiskai
proteolizuoti fibrilinius kolagenus, tuo tarpu su plazmine membrana struktirinio komplekso

nesudarantieji tikslingai skatina MMP aktyvuma (Guo et al., 2010).

1.2.2.1 U32 kolagenoliziniy peptidaziy Seima

Tai viena seniausiai atrasty i§ iki Siol necharakterizuoty gyvojo pasaulio peptidaziy jvairovés
Seimy. U32 Seimos peptidaziy tyrimai pradéti 1991 m., identifikavus vienos 1§ P. gingivalis geny
seka bei parodzius, jog ji koduoja kolagenolizing peptidaze (Takahashi et al., 1991). Didéjant
sekoskaitos duomeny apimciai buvo identifikuota daugiau geny, kuriuose nustatytas konservatyvus
motyvas, atitinkantis kolagenazés 1§ P. gingivalis prtC (angl. proteinase with collagenase activity -
proteinaze, pasizyminti kolagenoliziniu aktyvumu) geno motyva: E-x-F-x(2).G-[SA]-[LIVM]-C-x4)-
G-x-C-x-[LIVM]-S (Rawlings et al., 2010). Pastaryju geny grup¢ MEROPS peptidaziy
klasifikacijoje apjungta, iSskiriant i atskira Seima. Jai suteiktas U32 nomenklatiirinis kodas, U (angl.
unassigned) - nenustatyto katalizinio tipo Seima ir eilés numeris neidentifikuoto katalizinio
mechanizmo Seimy grupéje (Rawlings ef al., 2010).

2004 m., remiantis detaliu Helicobacter pylori virulentiSkumo faktoriy tyrimu (Kavernmann et
al., 2003), kurio metu nustatyta kolagenazés HP0169 seka bei aktyvumas, buvo iSskirtas antrasis
U32 pogrupis, atitinkamai - U32.002 Helicobacter tipo, | prtC gena panaSius genus apjungiant |
pirma Porphyromonas pogrupi - U32.001. 2005 m. iSskirtas treCiasis Salmonella tipo pogrupis
U32.003, kurio prototipiné seka Salmonella typhimurium clg - galimai peptidazés genas (Carlson et
al., 2001). Galiausiai 2008 m. iSskirtas ketvirtasis pogrupis pagal Clostridium beijerinckii galimai

peptidazés AA261 geno seka. Sis pogrupis isskirtas tik bioinformatines sekoskaitos duomeny
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analizés pagrindu. Pastaruoju metu MEROPS klasifikaciné sistema dalj potencialiai U32 Seimos
baltymus koduojanciy genuy apjungia | papildoma, penktaji, pogrupi - pogrupiui nepriskirtinas U32
peptidazes (zr. 2 pav.).
U32 atstovy genai identifikuoti daugiau nei 1000 bakteriju kamieny, priskiriamy didelei
skirtingy genciy jvairovei, visgi U32 - tik prokariotuose sutinkama Seima (Rawlings et al., 2010).
Biocheminis Seimos peptidaziu charakterizavimas labai fragmentiSkas. IS dalies

charakterizuotos tik apraSyty pogrupiy holotipinés peptidazés.

: I U32seima f———— | U32.001 pogrupis Porphyromonas —tipo
' — (MEROPS 3.02)

U32.002 pogrupis Helicobacter —tipo
(MEROPS 6.9)

U32.003 pogrupis Salmonella —tipo
(MEROPS 7.1)

U32.004 pogrupis Mername-AA261 galimai
peptidaze (Clostridium beijerinckii)
(MEROPS 8.3)

W

132 Zeimai potencialiai priklausanéios, bet pogrupiui nepriskirtos (Ig MEROPS 9.4: 2011}

2 pav. U32 kolagenoliziniy peptidaziy Seimos klasifikacija tarptautinégje MEROPS peptidaziy ir ju
inhibitoriy duomeny bazéje.

Irodyta, jog PrtC (U32.001) kolagenazé skaido azokolj, I tipo kolagena (tirpu, temperatiira
destabilizuota bei fibrilinj), III tipo kolagena (labai vangiai (Aoki et al., 1993)). Si peptidaze
nesugeba hidrolizuoti Zelatinos, IV tipo kolageno, Pz-oligopeptido (Takahashi et al., 1991; Kato et
al., 1992) bei kazeino (Otogoto ir Kuramitsu, 1993). Gel filtracija parod¢, jog natyviomis salygomis
PrtC veikia kaip i§ dvieju 37,8 kDa monomery formuojamas homodimeras. Pastarojo aktyvuma
didina cistatino baltymas ir kalcio katijonai, inhibuoja - cinko ir gelezies jonai. EDTA, p-
chloromerkuribenzoiné riigstis bei histatino baltymas taip pat veiké kaip inhibitoriai (Kato ef al.,
1992). Visgi hipotezg, jog prtC koduojamas baltymas - CP, nebuvo patvirtinta (Watanabe, 2004),
nes B-merkaptoetanolis ir ditiotrietolis veikia kaip silpni aktyvumo slopintojai (Kato et al., 1992).
Pazymétina, jog, bandant nustatyti Sios peptidazés aktyvuma pradiniuose baltymo preparato

ruoSimo etapuose, bendrame Escherichia coli ekspresijos kamieny citoplazminiy baltymy preparate
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to nepavyko padaryti. Manoma, jog §i bakterija gali sintetinti specifini vidulastelini U32 Seimos
inhibitoriy (Kato et al., 1992). Sekvenuotuose E. coli genomuose aptinkama iki keturiy skirtingy
U32 Seimos geny (Fricke ef al., 2008), kas leidzia suformuluoti hipotezg, jog citoplazmoje biitina
Siy peptidaziy inhibicija siekiant reguliuoti aktyvuma lokalizacijos atzvilgiu.

Bandant pritaikyti prtC gena kaip molekulini Zzymeni kokybinei PGR reakcijai, siekiant greitai
bei jautriai identifikuoti P. gingivalis diagnozuojant periodontita, buvo nustatytas didelis Sio geno
sekos variabilumas skirtinguose riisies kamienuose (Bodinka et al., 1994). Atrinkus konservatyvias
Sios peptidazés geno sekos sritis pritaikymas sékmingai P. gingivalis diagnostikai buvo irodytas
(Slots et al., 1995). Vélesni tyrimai parod¢, jog prtC genas néra biidingas kitiems nei P. gingivalis
periodontito sukél¢jams. Be abejo Sis specifiSkumas riiSies kamienams didina diagnostini PGR
reakcijos, grindziamos prtC sekos nustatymu, objektyvuma (Odell et al., 1999). Geno variabilumas
s¢kmingai taikomas P. gingivalis molekulinei epidemiologinei analizei: skirtingo virulentiSkumo
lygio kamienams buidingi skirtingi prtC sekos variantai (Wittstock et al., 2000). [rodytas pacienty
serganciy periodontitu, serumo reaktingumas prie§ PrtC peptidazg, tai leidZia teigti, jog §i baltyma
P. gingivalis aktyviai sekretuoja, taciau sekrecijos faktas néra irodytas (Beikler et al., 2003). PrtC
peptidazés svarba periodontito vystymuisi, analizei, taikant lasteliy kultiras, irodé tiesioginé
priklausomybe¢ tarp baltymo kiekio ir citokiny sekrecijos intensyvumo (Wu et al., 2007).

PrtC peptidazg koduojancio geno ortologas (91 % sekos panaSumo) buvo identifikuotas P.
gingivalis kamienuose, sukelian¢iuose periodontita katéms. Gyviiny, serganciy periodontitu, serume
aptikti antiktinai prie§ $ig peptidaz¢. Naudojant rekombinantini minétos peptidazés preparata, kurio
gamybai buvo taikoma ekspresija E. coli, jrodytas peptidazés proteolizinis aktyvumas bent prie§
Zelatina, kataliz¢ efektyviai inhibuojant EDTA (Norris ir Love, 2000).

Urogenitalinio trakto patogeno Proteus mirabilis genome taip pat identifikuotas U32.001
pogrupio peptidazés genas. Pastarojo seka artima P. gingivalis prtC geno sekai. P. mirabilis B2
genas svarbus virulentiSkumo raiSkai in vivo (bent pelése): geno iSveiklinimas maZzina P. mirabilis
kolonizacijos efektyvuma. Nors in vitro B2 geno produktas nebuvo analizuotas geno i$veiklinimas
taip pat mazina P. mirabilis azokazeino skaidymo intensyvuma. Bioinformatiné B2 sekos analizé
leidzia suformuluoti prielaida, jog B2 baltymas yra sekretuojamas (Zhao et al., 1999).

Antrojo U32.002 Seimos pogrupio peptidaziy tyrimai, kaip ir pirmojo, yra fragmentiski.
Analizuota tik holotipiné peptidazé HP0169 1§ H. pylori. [rodyta, jog tai - sekretuojamas baltymas,
gebantis hidrolizuoti azokolj bei I tipo kolagena. Taip pat nustatyta, jog jo aktyvuma slopina EDTA.
HPO0169 svarba, kolonizuojant virSkinamojo trakto epiteli, in vivo irodyta, pasitelkiant smiltpeles

(Kavermann et al., 2003).
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Treciasis U32 Seimos pogrupis - U32.003 Salmonella tipo, placiau nagrinétas tik nustatant
funkcing pogrupio peptidaziy funkcija in vivo. Pogrupio holotipiné peptidazé - Clg baltymas
atrastas siekiant nustatyti, koks S. typhimurium toksinas lemia Sio patogeno ypac antibiotikams
atspariy kamieny citopatiSka fenotipa (Carlson et al., 2001). Nustatyta Sios kolagenazés seka, o,
taikant skenuojancia elektroning mikroskopija, irodytas citotoksiSkumas eukariotinéms lasteléms
(Wu et al., 2002) bei bitinumas patogeno lastelés gyvybingumui makrofaguose (Carlson et al.,
2005). Visgi in vitro Clg peptidazés kolagenolizinis aktyvumas nebuvo irodytas, nors netiesiogiai
identifikuota baltymo sekrecija. Clg ekspresija konkreCiuose Salmonella kamienuose grieztai
kontroliuojma, iki Siol placiau aprasytas tik pagrindinis clg ekspresijos represorius SlyA. Manoma,
jog reguliacijos mechanizmas tiesiogiai susij¢s su ,,pirmojo tipo Sal/monella genominiu regionu
(SGI 1)* - rezistentiSkumo geny santalka, bet nei mechanizmo veikimas, nei reguliaciniai baltymai
placiau nenagrinéti (Carlson et al., 2005).

VirulentiSkumo veiksniu jvardijamas ir antrasis analizuotas U32.003 pogrupio baltymas - yegQ
18 Salmonella enterica. Pasitelkiant vis¢iuko gemalo makrofagus, ijrodyta Sio baltymo svarba
patogeno prasiskverbimui | makrofaga. ISsamiis galutinés yegQ baltymo lokalizacijos tyrimai,
nustaté, jog S$i peptidazé aktyviai sekretuojama i§ S. enterica, taCiau nei kolagenolizinio, nei
zelatinolizinio aktyvumy in vitro nepavyko aptikti (Zhao, 2002).

Analizuojamo pogrupio peptidaz¢ koduojantis genas nustatytas Aeromonas genties riiSiy
kamienuose. Siy oportunistiniy Zmogaus bei Zuvy gleivinés patogeny genomuose nustatyta viena
U32.003 pogrupio peptidazés geno kopija. Aeromonas veronii $io geno funkcija in vivo, ji 1vardijant
acg (angl. Aeromonas collagenase gene — aeromono kolagenazés genas), tirta iSsamiau. Lyginant
laukinj kamieng su mutantu, kurio acg tikslingai i$veiklintas buvo nustatytas, jog kolagenolizinis
kamieno potencialas susilpnéjo perpus, tuo tarpu kazeinolizinis, Zelatinolizinis ir elastinolizinis
nepakito. Mutantinio 4. veronii kamieno su neaktyviu acg genu adhezyvumas bei invazyvumas
kolonizuojamo epitelio atzvilgiu (kaip modelj taikant karpio epitelio lasteliy linijas) taip pat
susilpnéjo. ISveiklinus acg gena A. veronii prarado didZiaja citotoksinio potencialo dalj, o letali
dozé padidéjo dvigubai, kaip modeli in vivo pasitelkiant peles bei karpius (Han et al., 2008). Deja,
acg genas nebuvo klonuotas, o koduojamas baltymas nebuvo analizuotas in vitro.

U32.003 seimos pogrupis fragmentiskai analizuotas taip pat ir B grupés streptokokuose.
Klonavus U32 peptidazes i§ Streptococcus mutans ir Streptococcus agalactiae in vitro irodytas ju
kolagenolizinis bei Zelatinolizinis aktyvumai (Carson, 2006). S. mutans U32 peptidazés katalizing
aktyvuma inhibavo EDTA, ta¢iau ne 1,10-fenantriolinas. Zelatinos zimogramose §is fermentas
veike kaip aktyvus homodimeras (Ioannides, 2004). Tiesioginé biocheminé analizé siekiant

nustatyti jungimosi prie kolageno domena, pastarojo neidentifikavo (Han et al., 2006).
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Visuose Geobacillus kamienuose, kuriy genomai visiskai nuskaityti, chromosomoje sutinkamas
bent vienas vienakopijinis U32.002 (Helicobacter-tipo) pogrupio peptidazés genas (Rawlings et al.,
2010). Genu sekuy identifikavimu tyrimai ir apsiribojo. U32 Seima néra tirta nepatogenuose, juo
labiau termofiluose. U32 Seimos geny transkripcijos faktas néra irodytas Geobacillus gentyje. Nors
Geobacillus kamieny skaicius su visiskai nuskaitytu genomu didéja kity potencialiy kolagenoliziniy
peptidaziuy geny Siu termofily genomuose, taikant bioinformating analize, neidentifikuojama. Kaip
jau minéta 1.2.2 skyriuje, gana iSsamiai charakterizuota kolagenazé i§ G. collagenovorans néra
priskiriama U32 Seimai. Naujausios Geobacillus genties taksonominés revizijos $io kamieno
nepriskiria Geobacillus genciai, be to, visiSkai sekvenuotuose Geobacillus kamienuose aprasytos
kolagenazés geno neaptikta.

Apibendrinant U32 peptidaziuy Seimos literatiiros analiz¢ svarbu pazyméti, jog dalis autoriy
prognozuoja Seimai priskiriamy baltymy strukttirini bei funkcini heterogeniskuma (Beikler et al.,
2003; Carlson et al., 2005). Teorinés prielaidos pastargjam teiginiui kaupiasi, gauséjant
informacijos apie Sios Seimos baltymus kiekiui. Neatmetama galimybe, jog U32 konservatyvusis
regionas néra susij¢s su katalizinio potencialo ir/ar funkcijos in vivo palaikymu, bet yra reikSmingas
natyvios baltymo erdvings strukttiros jgyjimui ir/ar palaikymui.

Hipoteze - U32 Seima, heterogeniska, Siuo metu jungianti tiek kolagenolizines peptidazes, tiek
nepeptidazes, siekia 1 logiska visuma sujungti nors ir fragmentiSkus, bet gan prieStaringus U32
analizés rezultatus. Dalis U32 peptidaziy Seimos baltymy aprasytos, neabejotinai jrodant ju
proteolizinio potencialo raiSka (Kato et al., 1992; Kavermann et al., 2003; ir kt.). Visgi pastaruoju
atveju tai ,,silpnos kolagenazés®, lyginant ju katalizinio aktyvumo parametrus, su pvz., Clostridium
kolagenazémis (Aoki et al., 1993). Be to, U32 peptidazés funkcionuoja kaip pagalbinés proteazes,
tipiSku atveju papildancios aktyvesniy kolagenoliziniy peptidaziy kolagenolizinio potencialo raiSka
(Potempa et al., 1995; Houle et al., 2003). Tuo tarpu, kaip jau minéta, dalies klonuoty U32 galimai
peptidaziy katalizinio potencialo in vitro nepavyko nustatyti, neabejotiniai jrodant jy svarba bendro
proteolizinio, konkretaus kamieno, potencialo raiskai. ISveiklinus U32 galimai peptidazés gena
kamieno proteolizinis aktyvumas reikSmingai sumaZzédavo. Pastaroji iSvada sudaro pagrinda
prielaidai, jog U32 peptidazes gali atlikti svarbias reguliacines funkcijas (Zhao, 2002; Carlson et al.,
2005; ir kt.). U32 galimai peptidaziy genuy identifikavimas bakterijy, kurios nepasizymi
kolagenoliziniu aktyvumu, taip pat netiesiogiai grindZia prielaida, jog U32 - heterogeniné Seima

(Beikler et al., 2003).

22



1.3 Kolagenolizé: bendrasis modelis

Ilga laika detalus kolagenolizés mechanizmas iSliko neiSsprgsta misle. Tik pastaryju mety
tyrimai detaliai paaiSkino proceso eiga molekuliniu lygiu. Nagrinéjant kolagenoliz¢, biitina
iSanalizuoti, kokiu biidu vyksta pirmieji kolagenolizés etapai, sudarantys galimybe pasiekti
proteolizuojama peptiding jungti. Jos hidrolizé vyksta gerai iStirta eiga, kurios ypatumus lemia
kolagenazés, kaip peptidazés, katalizinis tipas. A

Atrastas mechanizmas paaiskino, kokiu btidu I
tipo kolageno natyvia fibrilg skaido MMPI.
Nustatyta, jog fibrilés protomerai - I tipo kolageno
trigubosios superspiralés - $i agregata sudaro taip,
jog visos proteolizei labilios vietos yra apsaugotos.
Pirmiausia turi ivykti daliné apsaugotuy viety
proteolizé, padaranti jas pazeidziamomis. Dalinés
proteolizés vieta ir eiga grieztai reglamentuota
(Perumal et al., 2008). MMP1, kaip ir kity MMP
atveju, atpazinti proteolizés vietai natyvioje
kolageno superspiraléje reikia trijy domenuy:
katalizinio, C-galinio substrata atpazistancio
(hemopeksininés sandaros) ir pirmuosius du

jungianciojo (Zr. 3 pav.). Pastarasis gali lankstytis,

o jo ar. sekoje daug Pro. Manoma, jog substrato

atpazinimo bei jungiantysis domenai dalyvauja 3 pav. MMP1 domeniné sandara bei jungimasis
prie kolageno I tipo superspiralés. A - vaizdas i$
priekio, B - pasukus 90° i kair¢. Rozine spalva
(Chung et al., 2004). C-galinis domenas vienas 2ymim?s katalizinis MMRI domena§ﬂ 0 melsva -

C-galinis substrata atpazjstantis. Cinko atomas
pats specifiSkumo skaidyti natyvias kolagenu pazymétas violetine spalva, o jo lokalizacija
nurodo rodyklé

prisijungime prie superspiralés ir jos iSvyniojime

molekules nelemia, nors procesui yra labai svarbus, (i§ Chung et al., 2004).
pvz. MMP3 struktiroje Sis domenas yra, bet
peptidazé vien tik todél neskaido natyviy kolageno molekuliy.

Aktyvusis MMP1 centras iSsidéstgs kataliziniame domene lokalizuotame griovelyje. Jo
konformacija per maza, kad { ji tilpty natyvi kolageno superspiralé. Postuluojama, jog prie$
proteolizg, superspiral¢ lokaliai iSvyniojama ir kiekviena ja sudariusi a spiralés grandiné paeiliui
patenka { MMP1 aktyvuyji centra (Chung et al., 2004). Atitinkamai substrato prisijugimo vietos turi

turéti sekas skirtas i§vyniojimui. Tai néra jrodyta, todel alternatyviai egzistuoja hipoteze, teigianti,
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jog MMP1 pasinaudoja temperatiiros sukeltomis superspiralés grandiniy fluktuacijomis,
despiralizuodama susilpnéjus supersiralés vidiniams rySiams (Perumal et al., 2008).

Pries tai turi sekti MMP1 priartéjimas prie supersipralés. Fibriliniy kolageno tipy ji lokalizuota
fibriléje. Tai kompaktiSkos sandaros agregatas, todél atskira superspiralé konformaciskai
neprieinama nei paciai MMP1 (kolagenoliziniam fermentui bendruoju atveju), nei C-galiniam
domenui. Todél kritiniu kolagenolizés momentu laikytina telopeptido sekos proteolizé. Si seka lémé
fibrilés polimerizacija ir liko jos sudétyje procesui pasibaigus (Chung et al., 2004). Iki Siol
ginCijamasi ar Sig proteolizg atlieka pati MMPI1, ar specifiSka telopeptidazé. Bet kokiu atveju
telopeptido paSalinimas sukuria pakankamai vietos MMPI1 ir ji jau gali prisijungusi despiralizuoti
superspiralg. Tokia eiga, palaipsniui, sluoksnis po sluoksnio fibrilé ,,iSvyniojama* iki savojo centro.
Susidaro i§ dalies suskaidyty I tipo kolageno superspiraliy miSinys - Zelatina. Ji baigia degraduoti
zelatinoliziniu specifiSkumu pasizymincios peptidazés (ju tarpe ir Pz-peptidazés) (Perumal et al.,
2008).

Apibendrinant, galima teigti, jog MMP kolagenolizés eiga iStirta gana iSsamiai, tuo tarpu

bakteriju kolagenoliziniy fermenty mechanizmai vis dar apibiidinami fragmentiskai.

1.4 Praktiné kolagenolizés svarba

Zmonija kolageny denatiiravimo produktus naudoja nuo seniausiy laiky. Egiptie¢iai kolagena
naudojo jau 4000 mety per. m. e., o Amerikos indény gentys - 1500 mety pr. m. e. kaip klijus. Juos
tuo laiku ruosdavo vandenyje, kaitinant stambiyjy raguo¢iy sausgysles. Siuolaikine kolagenolizés
reikSme sudaro:

e TIESIOGINIS KOLAGENOLIZES TAIKYMAS, NAUDOJANT KOLAGENOLIZINES PEPTIDAZES. Tiek
stuburiniy, tiek bakterinés kilmés kolagenazés placiai naudojamos medicinos poreikiams, taip pat
kaip eksperimentiniai reagentai biotechnologijoje.

Medicinoje kolagenazés nepakeiCiamos, greitinant komplikuoty Zaizdy gyjima, gydant stuburo
tarpslanksteliniy disky patologijas (Brett, 2005). Modernus nudegimy, odos opu gydymas
nejsivaizduojamas be Siy peptidaziy. Kolagenolizinés peptidazés taip pat pasitelkiamos kaip
papildoma priemoné, gydant keleta vézio formy (Woessner ef al., 1998). Mokslinése laboratorijose
kolagenazés padeda 1§ audiniy iSgauti lasteliy kultiiras. Pabréziama, jog bakterinés kolagenazeés
puikiai minkStina mésa, todél gali biiti panaudotos maisto pramonés reikméms (McCormick, 1999).
Farmacijos laboratorijose intensyviai tiriamos bakteriju kolagenolizinés peptidazes, siekiant ju
gebéjima jungtis prie kolageno (zmogaus audiniuose taip pat) panaudoti farmaciniais tikslais

(Watanabe, 2004).
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Kolagenolizinius fermentus, produkuojamus bakterijy ir grybuy, bandoma pasitelkti kovai su
zemés ukio naudmeny kenkéjais. Daugelio ju (pvz., parazitiniy augaly nematody) iSoriniy dangaly
pagrinda sudaro kutikulés kolagenai, kuriy suskaidymas kenkéja sunaikina.

Termofiliniy  bakterijy  kolagenolizinius  fermentus taip pat bandoma pritaikyti

biotechnologiniuose procesuose. Termofily kolagenaziy naudojimas leisty sutrumpinti
kolagenolizés laika. Taip pat svarbu, kad termofily naudojimo neriboja patogeniskumas (Watanabe,
2004).
e KOLAGENO PEPTIDU PANAUDOJIMAS. Sis terminas zymi kolageny pramoninés kolagenolizés
produktus (Watanabe, 2004). Kolageno peptidai taikomi kaip supresoriai daugelio jungiamojo
audinio ligy atveju, pvz., artrito (Harrington, 1996). [rodyta, jog, naudojant maisto papildus su
kolagenu, mazéja tikimybé susirgti opalige, geré¢ja medziagy apykaita odos audiniuose, mazéja
kraujospiidis. Konkreciais atvejais kolageno peptidai vartojami kaip priemoné, apsauganti nuo
patogeniniy bakterijy (Brett, 2005). Pastaraisiais metais ypa¢ suaktyvéjo kolageno peptiduy
naudojimas kosmetikos pramonéje. Jie pradéti placiai naudoti kaip drékinamuyju kremu sudétiné
dalis. Kolageny peptidai ir natyvis kolagenai taip pat svarbiis plastikos chirurgijai bei dirbtiniy
odos pakaitaly gamybai (Harrington, 1996).
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2. METODAI

2.1 Tirti kamienai

G. lituanicus DSM 15325" - obligatinis termofilas (augimui optimalios salygos: tarp 55 - 60 °C,
pH 6,5), aerobas/fakultatyvus anaerobas, chemoorganotrofas, i$skirtas i§ Lietuvos naftos greziniy
Girkaliuose. Filogenetikai kamienui artimiausi - Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 ir

Geobacillus vulcani DSM 13174" (Kuisiené et al., 2004).

2.2. Medziagos
2.2.1 Medziagos terpiy ir buferiy gamybai

D-biotinas; EDTA; MES; Tiaminas; TRIS (AppliChem, Vokietija); Amonio chloridas; Gliukozé
(Becton Dickinson and Co., JAV); Maitinamasis buljonas (Biokar Diagnostics, Pranciizija); Triton
X-100 (Ferak, Vokietija); Agar-agaras; Cinko chloridas; Druskos riigstis; Kalio dihidrofosfato
anhidratas; L-cisteinas; L-metioninas; L-serinas; L-tirozinas; Magnio sulfato heptahidratas; Natrio
chloridas; Natrio hidroksidas; Triptonas (Merck, Vokietija); L-alaninas; L-asparaginas; L-asparto
rugstis; L-fenilalaninas; L-glutaminas; L-glutamo riigstis; L-histidinas; L-izoleucinas; L-prolinas;
L-triptofanas; L-valinas (Reanal, Vengrija); Glicinas; Inozitolis; Lediné acto riigstis; Mieliy
ekstraktas; Niacinas; Piridoksinas; Riboflavinas (Roth, Vokietija); Brij 35; L-argininas; L-leucinas;
L-lizinas; L-treoninas; Natrio azidas (Serva, Vokietija-JAV); Kalcio chlorido anhidratas (Sigma,
JAV).

2.2.2 Komerciniai rinkiniai

CloneJET™ PCR Cloning Kit; GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit; GenJET™ RNA Purification
Kit; Genomic DNA Purification Kit; InsTAclone™ PCR Cloning Kit; Rapid DNA Ligation Kit;
RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit; Silica Bead DNA Gel Extraction Kit

(Fermentas, Lietuva).

2.2.3 Medziagos PGR ir nukleoriigsciy vizualizavimui

2x RNA Loading Dye; 6x DNA Loading Dye; 10x Tag Buffer su amonio sulfatu; 50x TAE
buferis; ANTP Mix (2 mM kiekvieno); GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder; Magnio chlorido 25 mM
tirpalas; MassRuler'™ DNA Ladder Mix; Pfi DNA polimerazé; RiboRuler™ High Range RNA
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Ladder; Tag DNA rekombinanting polimerazé (Fermentas, Lietuva); Agarozé (Lonza, Sveicarija);
DMSO, Etidzio bromidas (Roth, Vokietija).

2.2.4 Kitos medziagos

Sacharozé (AppliChem, Vokietija); Akrilamidas; Bromfenolio mélynasis-V; Kumasi mélynasis
G-250; N,N-metilenbisakrilamidas; TEMED (Bio-Rad, JAV); Merkaptoetanolis (Ferak, Vokietija);
BamHI; DEPC veiktas dH,O; DNase I, RNase-free; IPTG; Nofl; PageBlueTM Protein Staining
Solution; PageRulerTM Unstained Protein Ladder; Prestained Protein Molecular Weight Marker;
RiboLock™ RNase Inhibitor; Sall (Fermentas, Lietuva); Kazeinas i§ karvés pieno; Tirpus I tipo
kolagenas i§ Ziurkés uodegos (Fluka, Sveicarija); Keratinas i§ ragy ir kanopy; Zelatina i§ kiaulés
odos (ICN Biomedicals, Inc., JAV), 2-izopropanolis; Chloroformas; Natrio acetatas; Ortofosforo
rugstis (Merck, Vokietija); Albuminas i§ jauc¢io serumo; Ampicilino sulfatas; APS; Kanamicino
sulfatas; Lizocimas, NDS (Roth, Vokietija); Elastinas i§ jaucio kaklo rais¢io (Sigma, JAV);
Rektifikuotas etilo alkoholis (Vilniaus degtiné, Lietuva).

2.3. Terpés

2.3.1 Terpés biomasés prieaugiui, palaikymui ir kultiros grynumo patikrinimui

Maitinamasis agaras: Maitinamasis buljonas 2 % (svoris/tiiris); Agaras 2 % (svoris/tliris).
Sudétinés dalys tirpinamos distiliuotame H,O (dH,O) iki numatyto ttirio. Terpé autoklavuojama 30
min. + 1,0 atm (121 °C), iSpilstoma i Petri Iéksteles.

Luria-Bertani (LB): NaCl 10 g; Mieliy ekstraktas 5 g; Triptonas 10 g. Sudétinés dalys
tirpinamos dH,O iki 1000 mL. RuoSiant agarizuota LB (LB-Ag.) papildomai jdedama 15 g agaro.
Terpé autoklavuojama 30 min. + 1,0 atm (121 °C). Terpei pravésus ji papildoma atitinkamu kiekiu

koncentruoty antibiotiky tirpaly ir iSpilstoma.

2.3.2 Skysta terpé kamieno kultivavimui vykdant transkripcijos analize

Modifikuota mineraliné terpé numeris 9 (mM9): 5x mM9 drusky tirpalas (KH,PO4 15 g;
NaCl 2,5 g; NH4Cl 5 g; tirpinama dH,O iki 1000 mL) 200 mL; Gliukozé 2,5 g; 1 M MgSO,
(magnio sulfato heptahidrato 246 g; tirpinama dH,O iki 1000 mL) 2 mL; 1 M CaCl, (kalcio
chlorido anhidrato 111 g; tirpinama dH,O iki 1000 mL) 0,1 mL; 1000x vitaminy tirpalas (D-
biotinas 10 mg; Inozitolis 100 mg; Niacinas 100 mg; Piridoksinas 100 mg; Riboflavinas 100 mg;
Tiaminas 100 mg; tirpinama dH,0 iki 1000 mL) 1 mL; 10x aminoriigS¢iy tirpalas (L-alaninas 178

27



mg; L-argininas 632 mg; L-asparaginas 300 mg; L-asparto riigstis 266 mg; L-cisteinas 120 mg; L-
fenilalaninas 165 mg; Glicinas 150 mg; L-glutaminas 240 mg; L-glutamo riigstis 294 mg; L-
histidinas 210 mg; L-izoleucinas 263 mg; L-leucinas 262 mg; L-lizinas 363 mg; L-metioninas 76
mg; L-prolinas 230 mg; L-serinas 210 mg; L-tirozinas 180 mg; L-treoninas 238 mg; L-triptofanas
51 mg; L-valinas 234 mg; ar. tirpinamos dH,O iki 1000 mL (Leejeerajumnean et al., 2000) 100 mL;
MES 9,76 g (50 mM) iki 1000 mL (Atlas, 2004).

Reikiamais tiiriais iSpilstyta terpé autoklavuojama 20 min. + 0,5 atm (112 °C). 1 M MgSOy bei
1 M CaCl, tirpalai autoklavuojami identiSkomis salygomis, taciau atskirai. I iSpilstytus mM9 tiirius

atitinkami Siy tirpaly tiiriai supilami tik atause¢ iki kambario temperatiiros (Atlas, 2004).

2.4 Metodai

2.4.1 Kultaros grynumo patikrinimas

G. lituanicus DSM 15325" kultiiros grynumas patikrintas mikrobiologinio klonavimo budu.
Klonuota ant maitinamojo agaro terpés kultivuojant 24 val., esant 60 °C temperatiirai, aerobinémis
salygomis. Grynumas vertintas vizualiai analizuojant kolonijy morfologija.

Naudoty E. coli kamieny grynumas vertintas 24 val. kultivavus ant LB-Ag., be antibiotiky,

auginus esant 37 °C temperatiirai, acrobinémis salygomis. Grynumas vertintas vizualiai.

2.4.2 Suminés RNR preparaty i§ G. lituanicus DSM 15325" i§skyrimas

G. lituanicus DSM 15325" kamienas po keliakartinio kultiiros grynumo testavimo kultivuotas
skystoje mM9 (naudota 100 mL terpés 250 mL tirio kolboje), aeruojant 180 rpm. Kultivuota pH
6,5; 50 mM Mes-NaOH esant 60 °C. Inokuliuota 5 %. Kultivuojant kas dvi valandos vykdyta
kultiiros augimo dinamikos kontrolé.

Siekiant nustatyti U32.002 peptidazés geno transkripcijos fakta bei transkripcijos dinamika
kamieno kulttiros augimo faziy atzvilgiu, 2, 4, 6 bei 7 kulttiros kultivavimo valanda aseptiskai buvo
imama po 1 mL kultiiros. Véliau lastelés nucentrifuguotos 14800 rpm, 10 min, esant 4 °C. Surinktos
konkreCios augimo fazés lastelés lizuotos, atsizvelgiant | suminés RNR valymo rinkinio
rekomendacijas. Taikytas lizavimo tirpalas: pH 8; 10 mM TRIS-HCIL; 1 mM EDTA + 0,4 mg/mL
lizocimo. Vélesnés suminés RNR i§skyrimo procediiros vykdytos pagal gamintojo rekomendacijas,
naudotas rinkinys: GenJET™ RNA Purification Kit. Kiekvienam kultiiros augimo tarpsniui vykdyti
du nepriklausomi RNR preparaty iSskyrimai. Pastarieji nepriklausomi tiek laiko, tiek ir G.

lituanicus DSM 15325 kultivavimo mM9 terpéje atzvilgiais.
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Pazymétina, jog RNR skyrimo metu buvo ypac atidziai vykdoma galimo uZterSimo RNazémis
prevencija. Papildomai - iSkart po suminés RNR iSskyrimo gauti preparatai veikti RiboLock™
RNase Inhibitor RNaziy inhibitoriumi, taikant gamintojo rekomenduojama koncentracija.

Po suminés RNR iSskyrimo bei prevencinés RNaziy inhibicijos vykdytas galimy DNR
priemaiSy Salinimas. Nepageidautinos, galimos DNR priemaiSos Salintos vykdant ju suskaidyma
DNase I, RNase-free (procesas vykdytas pagal gamintojo rekomendacijas). DNR priemaisy
Salinimo efektyvumo kontrolé¢ vykdyta lyginant bendra nukleortigd¢iy koncentracija prie§ bei po
veikimo DNaze. Koncentracijos matuotos spektrometriskai (spektrometras ,,Ultrospec 5300%,
Amersham) ties 260 nm, laikant, jog 1 OT atitinka 50 mg/mL nukreoriigs¢iy (Sambrook et al.,
1989). Spektrometriskai jvertinti nukleortig§¢iuy koncentracija taip pat buvo biitina tinkamo santykio
su DNaze I ir RiboLock parinkimui.

IS konkreCiy kultiiros augimo faziy iSskirtos suminés RNR galimos degradacijos laipsnis
tvertintas, taikant horizontaliaja 1 % agarozés elektroforeze (Sambrook et al., 1989). Gelis ruostas,
1 % (svoris/tiiris) agarozes ir etidZio bromido (galutiné koncentracija gelyje - 10 pg/mL) tirpinant
1x TAE buferyje. Pavyzdziai { Sulinélius buvo ineSami, atitinkama proporcija sumaisius su 2x RNA
Loading Dye. Naudotas RiboRuler™ High Range RNA Ladder molekuliniy masiy Zzymuo.
Pasibaigus elektroforezei, RNR analizuota apSvietus UV.

Paruosti suminés RNR preparatai saugoti -20 °C.

2.4.3 KDNR sintezé

ISskirti suminés RNR preparatai naudoti atvirkStinés transkripcijos reakcijai. Remiantis
gamintojo rekomendacijomis, taikytas rinkinys RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis
Kit. kDNR sintezei nuo RNR pasitelktas nespecifinis universalusis pradmuo (Random Hexamer
Primer) i§ minéto rinkinio. Sintezés produktai analizuoti taikant horizontaligja 1 % agarozeés
elektroforez¢. Naudotas GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder molekuliniy masiy zymuo. AtvirkStinés

transkripcijos rinkinio taikymo metu gauti preparatai naudoti kaip matrica PGR reakcijoms.
2.4.4 U32.002 kolagenolizinés peptidazés transkripcijos analizé
Kiekvienas atvirkstinés transkripcijos reakcijos produkty preparatas testuotas taikant penkis

skirtingus pradmenis, visomis imanomomis kombinacijomis:

GEOCOL-F 24 nt) 5-CGGGCCAACGCTGACAACTTTACG-3";
GEOCOL-R 26 nt) 5-GAACCTTGACGATTTGCAGCGGATGG-3';
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LITCOL-F (28 nt) 5¢-GGTCGGATCC CCATGCTTTTAAAAAATG-3;
LITCOL-R (27 nt) 5¢-TTTGCGGCCGC TTAATTCTCCTTTCTC-3%;
LITCOL-45Sal (28 nt) 5-GCTCCGTCGAC  GATGGTCTTTATCGGAG-3-.

(Kuisiene, nepublikuoti rezultatai)

Pradmenys sukonstruoti pagal Geobacillus kaustophilus HTA426 U32.002 geno seka (EMBL-
CDS Nr. BAD76834). | pradmeny sekas jvesti restrikcijos endonukleaziy BamHI (*), Notl (**) ir
Sall (***) taikiniai. Pradmeny konstravimui naudota programa PrimerSelect (LaserGene 7.1).
Pradmenys sintetinti Metabion, (Vokietija). PGR miSinys (50 puL): 10x Taq Buffer su amonio
sulfatu; 2 mM MgCl,; 0,2 mM kiekvieno dNTP; 0,25 puM kiekvieno pradmens; 1,25 U
rekombinantinés 7ag DNR polimerazés; 10 ng kDNR.

PGR salygos: pradiné denatiiracija - 95 °C, 2 min.; galutiné elongacija - 72 °C, 7 min. 30 cikly:
denatiiracija - 95 °C, 1 min.; lydymas - 60 °C, 2 min.; elongacija - 72 °C, 3 min. Naudotas aparatas
MasterCycler, ,,Eppendorf™.

Siekiant objektyviai jsitikinti, ar gauti PGR produktai buvo sintetinami tik matricos,
susintetintos vykdant atvirkSting transkripcija, o ne galimy DNR priemaiSy, kiekvienam suminés
RNR méginiui vykdyta kontrolé. Atitinkamas, atvirkstinés transkripcijos reakcijai taikyto, suminio
RNR preparato tiiris buvo taikytas PGR reakcijai (salygos zr. auksc¢iau), vélgi su visomis galimomis
pradmeny kombinacijomis.

Bandyminiy bei kontroliniy PGR reakcijuy produktai analizuoti, taikant horizontaliaja 1 %
agarozes elektroforeze, naudotas GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

2.4.5 U32.002 geno pagausinimas bei nuskaitymas

G. lituanicus DSM 153257 genominé DNR buvo i$skirta i§ kamieno kultiiros, kuri po grynumo
patikrinimo (Zr. 2.4.1) buvo auginama Petri 1¢kstelése 14 val. ant maitinamojo agaro, esant 60 °C
temperattrai. Genominés DNR iSskyrimui naudotas Genomic DNA Purification Kit. DNR buvo
18skirta ir véliau saugota pagal rinkinio gamintojo instrukcijas.

Isskirta DNR analizuota, pasitelkiant elektroforezés horizontaliame agarozés gelyje metoda (Zr.
2.4.2). Naudotas GeneRuler 1 kb DNA Ladder Zymuo.

Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno sekos (su bei be signalinés/pro sekos) pagausinimui
nuo iSskirtos genominés DNR vykdyta PGR. Pagausinimas vykdytas analogiSkai 2.4.4 metode
pateiktai eigai, papildant reakcijos miSini 10 % (turis/tiiris) DMSO. U32.002 geno be potencialios

signalinés/pro sekos pagausinimui naudota rekombinantiné¢ Pfu DNR polimeraz¢. PGR naudota 10
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ng bakteriju genominés DNR, taikyti specifiniai pradmenys: visai geno sekai - LITCOL-F ir
LITCOL-R, geno sekai be singnalinés/pro sekos - LITCOL-45Sal ir LITCOL-R.

Po analizés elektroforezés agaroziniame gelyje PGR produktai i§valyti, naudojant ekstrakcijos i$
gelio metoda. Valymui buvo naudotas Silica Bead DNA Gel Extraction Kit. PGR produkto valymas
ir saugojimas vykdytas pagal rinkinio gamintojo nurodymus.

ISvalytas PGR produktas - U32.002 geno seka (su bei be signalinés/pro sekos), pakartotinémis
PGR pagausinta iki sekvenavimui bei klonavimui tinkamos koncentracijos. Ji nustatyta pasitelkiant
agarozés elektroforeze, panaudojant MassRuler' ™ DNA Ladder Mix Zymeni.

Sekvenavimas atliktas VU Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre (Vilnius, Lietuva).

2.4.6 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno sekos analizé

U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno sekos apdorojimui bei analizei naudotos
kompiuterinés programos - ChromasLite 2.01, MEGA 4.02, bei LaserGene 7.1 programy paketas.
Lyginty seky Saltinis - MEROPS (9.4 redakcija) peptidaziy duomeny bazé. Be to, nustatyta tiriamo

kamieno U32.002 geno sekos panasumas su NCBI esan¢iomis sekomis, naudojant BLAST.

2.4.7 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno klonavimas j daugiakopijinius vektorius

U32.002 geno seka po valymo 1§ agarozinio gelio liguota | daugiakopijini vektoriy pTZ57R/T ir
atlikta transformacija i E. coli DH5a, panaudojant InsTAclone™™ PCR Cloning Kit rinkinj. U32.002
geno seka be potencialios signalinés/pro sekos po valymo liguota i, taip pat daugiakopijini, vektoriu
pJET1.2. Véliau jvykdyta transformacija i E. coli DH5a, panaudojant CloneJET™ PCR Cloning
Kit rinkinj.

Abiem atvejais po transformacijos kultivuota 24 val., 37 °C ant LB-Ag. + 1 mg/mL ampicilino.
Klonai atrinkti taikant koloniju PGR (Zr. 2.4.4) metoda. DiskretiSkos, nemelsvos kolonijos
pasirinktos atsitiktinai. Atrinktos kolonijos papildomai analizuotos taikant restrikcing analizg.
Kolonijy PGR metodu atrinkty kolonijy plazmidés i§valytos su GeneJET™™ Plasmid Miniprep
rinkiniu, praskiestos iki darbinés koncentracijos dH»O, koncentracija nustatant spektrofotometriskai
(zr. 2.4.2). Restrikcijos miSinj taip pat sudaré 2 pL 10x restrikcijos buferio; 1 pL BamHI arba 1 pL
Notl; arba 1 pLL Sall + dH,O iki 20 pL. Inkubuota 3 val. 37 °C. Po restrikcijos miSinys i§sodintas
chloroformu, vykdytas DNR iSsodinimas etilo alkoholiu su natrio acetatu. Po i§sodinimo vykdytas

tirpdymas dH,O bei restrikcijos rezultaty analizé agaroziniame gelyje (Zr. 2.4.2).
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Po restrikcijos rezultaty analizés atrinkti potencialiai tinkami klonai kultivuoti LB + 1 mg/mL
ampicilino, 37 °C, 250 rpm, 4 wval., plazmidés iSvalytos, minétu rinkiniu Zzr. auksciau.
Spektrofotometriskai ivertinus plazmidziy koncentracija, atliktas skiedimas iki sekvenavimui
tinkamos koncentracijos.

Sekvenavimo rezultatai analizuoti 2.4.6 nurodytomis bioinformatinés analizés programomis.

2.4.8 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno klonavimas j ekspresijos vektoriy pET28c(+)

Atrinkti pTZ57R/T ir pJET1.2 konstruktai transformuoti { E. coli DH5a, taikant elektroporacija
(2000 mV, 5 ms), naudotas elektroporatorius, ,,Eppendorf*. Po transformacijos kultivuota 24 val.,
37 °C ant LB-Ag. + 1 mg/mL ampicilino. Diskrecios kolonijos naudotos inokuliuoti | neagarizuota
LB + 1 mg/mL ampicilino. Po 14 val. kultivavimo esant 37 °C, lastelés nucentrifuguotos 7000 rpm,
10 min., esant 4 °C. Plazmidés valytos, restrikcija vykdyta kaip nurodyta 2.4.7.

Po restrikcijos rezultaty analizés agaroziniame gelyje vykdytas U32.002 geno sekos (su ir be
signalinés/pro sekos) ligavimas (naudojant Rapid DNA ligation kit rinkini) i ekspresijos plazmide
pET28c(+) (Invitrogen, JAV). Ligavimui taikytas santykis: 100 su 400 mg, atitinkamai U32.002
geno seky su linearizuotu vektoriumi (linearizacija vykdyta kaip nurodyta 2.4.7).

Ligavimo produktai transformuoti i E. coli BL21 (DE3) taikant elektroporacija (zr. auksciau).
Po transformacijos kultivuota 24 val., 37 °C ant LB-Ag. + 1 mg/mL kanamicino. Diskrecios
kolonijos analizuotos, taikant koloniju PGR, restrikcing bei seky palyginimo analizes. Minéty

metody vykdymo algoritmai atitinka 2.4.6; 2.4.7 aprasus.

2.4.9 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno ekspresijos indukcija bei ekspresijos kamieno

baltyminio preparato iSskyrimas

Atlikus transformacija (Zr. 2.4.8) vykdyta inokuliacija { LB + 1 mg/mL kanamicino. Kultivuota
37 °C, 250 rpm. iki kultura pasieks ~0,6 OTggpo. Si kultira naudota inokuliavimui - 5 %. Po
inokuliavimo, veélgi kultivuota analogiskomis salygomis iki ~0,6 OTgo. Pasiekus $i optini tankj,
vykdyta indukcija IPTG iki galutinés 1 mM koncentracijos.

Po kultiiros kultivavimo 4 val. indukuojant, E. coli BL21 (DE3) nucentrifuguotos 14800 rpm, 7
min., esant 4 °C, resuspenduotos TE buferyje (pH 8,0). Vykdyta lasteliy liz¢, taikant lizocima
(galutiné koncentracija - 0,25 mg/mL). Lizés miSinys inkubuotas 1 val., esant 37 °C. Po inkubavimo

nucentrifuguota 14800 rpm, 10 min., esant 4 °C.
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Gauti lasteliy lizatai bei lizavimo mi$iniy nuosédos analizuoti, pasitelkiant natrio dodecilsulfato

poliakrilamidinio gelio elektroforeze (NDS-PAGE), zr. 2.4.10.

2.4.10 Baltymy elektroforezé
(jei nenurodyta kitaip, pagal Rosenberg, 2005)

Tirpalai:

e Akrilamido ir N,N - metilenbisakrilamido tirpalas: Akrilamidas 29,2 % (svoris/tiiris); N,N -
metilenbisakrilamidas 0,8 % (svoris/tiiris); dH,O iki 100 mL. Laikytas tamsoje, esant 4°C
temperatiirai.

e Skirianc¢iojo gelio buferis: 1 M TRIS-HCI (TRIS 121,2 g; dH,O iki 1000 mL), pH 8.8/23 °C.

e Koncentruojancio gelio buferis: 1M TRIS-HC1 (TRIS 121,2 g; dH,O iki 1000 mL), pH
6,8/23 °C.

e 10 % (svoris/tiiris) APS, ruostas prie§ naudojima.
e 10 % (svoris/turis) NDS.
e 5x TRIS-Glicininis buferis: TRIS 5,1 g; Glicinas 72 g; NDS 5 g; dH,0 iki 1000 mL.

e 4x Baltymy paruo$imo buferis: Sacharoze 4 g; 2-merkaptoetanolis/dH,O 2,0 mL; NDS 0,8 g; 1
M TRIS-HCI (TRIS 121,2 g; dH,O iki 1000 mL), pH 6,8/23 °C 2,5 mL; Bromfenolio
meélynasis-V 0,1 % (svoris/tiiris).

Geliai ir metodo algoritmas

Baltymy preparato frakcionavimui naudota vienakrypté, stacioji, nutrikstama NDS-PAGE.
Naudotas vertikaliosios elektroforezés aparatas ASG - 250, ,,C. B. S. Scientific Co.*

Surinkus ir patikrinus aparato gardelés sandaruma, ji uzpildoma 12 % poliakrilamidiniu -
skirian¢iuoju geliu (sudétis zr. 2 lentelg) tiek, kad virSuje likty 2-3 cm. Tuomet ant nesustingusio
skirian¢iojo gelio uZpilami 2 mL 2-izopropanolio. Gelis paliekamas kambario temperatiiroje, kol
sustings. Po to 2-izopropanolis pasalinamas ir, praplovus dH,O, ant skirian¢iojo gelio pilamas 3 %
poliakrilamidinis - koncentruojantis gelis (zr. 2 lentelg). I ji istatytos Sukos. Koncentruojanciam
geliui sustingus, Sukos i$traukiamos, suformuojant elektroforezés leidimo Sulinélius.

Paruosta gardelé istatoma { elektroforezés aparata. Jis uZpildomas praskiestu TRIS-Glicininiu
buferiu, o Sulin¢liai praplaunami minétu buferiu.

Baltymy pavyzdZiai prie§ ineSima i Sulinélius sumaiSomi su baltymy paruoSimo buferiu. Tiek

redukuojant (2-merkaptoetanoliu paruosimo buferyje), tiek tik temperatiira denatiiruojant baltymy
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pavydzius, pries pat ineSima ~3 min. vykdoma ju inkubacija ~98 °C vandens voneléje. Naudojamas
molekuliniy masiy zymuo - PageRulerTM Unstained Protein Ladder. [ Sulinélj jo leista 10 uL, o
paruosto baltymuy pavyzdzio tirpalo - 40 pL.

I Sulinélius ineSus pavyzdzius ir molekuliniy masiy Zymenij elektroforezés aparatas jungiamas
prie nuolatinés srovés Saltinio - esant kambario temperatiirai, vykdoma elektroforezé. Proceso
pradzioje elektros srové yra 20 mA, pavyzdziams i€jus { skiriantjji geli - 25 mA. Srovés stipris

parinktas atsizvelgiant i geliy storj - 0,75 cm.

2 lentelé. Skiriancio ir koncentruojancio geliy sudétys
(1S Rosenberg, 2005)

Reagenty tirpalai 12 % skiriantis gelis, mL 3 % koncentruojantis gelis, mL
dH,O 14 10,2
Akrilamido ir

16 2,55
N,N - metilenbisakrilamido tirpalas

IM TRIS-HCI, pH 8,8/23°C 10 -

IM TRIS-HCI, pH 6,8/23°C - 1,875
NDS (10 %)

0,4 0,15
APS (10 %)
TEMED 0,016 0,015

Gelis dazytas PageBlue™ Protein Staining Solution, pagal gamintojo rekomendacijas. Atplovus

gelis praplautas dH,O, o elektroforezés rezultatai fiksuoti fotografuojant.

2.4.11 U32.002 kolagenolizinés peptidazés ekspresijos salygy optimizavimas
(pagal Ducka et al., 2009)

Optimizuoti ekspresijos parametrai:
e kultivavimo temperatiira - 20 (tik U32.002 geno be signalinés/pro sekos atzvilgiu), 25, 30,
37 °C;
e  kultiiros optinis tankis indukavimo momentu - 0,6; 0,9 OTggo;
e  kultivavimo trukmé indukavus - 4, 20 val.;
e [PTG koncentracija indukavimui - 0,1; 0,5; 1 mM.
Optimizuojant lasteliy lizé vykdyta kaip nurodyta 2.4.9 - visuomet | TE/8 pH. Bendra tikslinio
baltymo koncentracija vertinta, pritaikius NDS-PAGE (zr. 2.4.10). Testuoti visi optimizuoti
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pasirinkty parametry variantai. Optimizacija vykdyta tiek klonavus U32.002 gena su, tiek be

signalizés/pro sekos.

2.4.12 Baltymy koncentracijos matavimas Bradford'o metodu

(pagal Bradford, 1976, papildant i$ Zor ir Selinger, 1996)

Metodas pagristas melynos spalvos kompleksy susidarymu Kumasi G-250 dazo molekulei,
nekovalentinémis jungtimis, saveikaujant su tiriamy baltymy polipeptidiniy grandiniy ar. baziniais
ir aromatiniais radikalais. Kompleksy susidarymui, kaip funkcijai nuo baltymu koncentracijos,
budinga tiesiné priklausomybé.

Esant kambario temperatiirai, konkretus baltymy méginio tiris sumaiSytas su dvigubu
Bradford'o reagento tiriu. Svelniai supuréius, po ~2 min. spektrofotometriskai matuota sugertis,
esant A=595 nm. Sugerties pokytis apskai¢iuotas lyginant su kontroliniu tirpalu. Kontrolinis tirpalas
ruoStas kaip ir bandinys, tik naudotas ne méginio tirpalas, o dH,O. Baltymuy koncentracija
apskaiciuota pagal kalibracing lygti.

Ruosiant Bredford'o reagenta, 5 mg Kumasi G-250, esant kambario temperatiirai, iStirpinti 2,5
mL 96 % (turis/turis) rektifikuoto etilo alkoholio, véliau ipilta 5 mL 80 % (tiris/tiiris) ortofosforo
rugsties ir sumaiSius reagentas praskiestas dH,O iki 50 mL. Tuomet reagentas 24 val. laikytas esant
4 °C temperatiirai, po to du kartus filtruotas. ParuosStas reagentas nuolat laikytas tamsiame inde,
esant 4 °C, tik prie§ matavima leidziant {Silti iki kambario temperattros.

Kiekviengkart pagaminus Bredford'o reagenta, sudaryta kalibraciné kreivé. Naudoti tikslios,
zinomos koncentracijos (ne maziau penkiy skirtingy, i§ intervalo 0,001-0,01 mg/mL), kambario

temperatiiros albumino tirpalai dH,O.

2.4.13 Ca**, Zn*" jony jtaka U32.002 kolagenolizinés peptidazés struktiiriniam termostabilumui

Struktiirinis termostabilumas testuotas taikant temperatiiras: 37; 40; 50; 60; 70; 80; 95 °C (visais
atvejais inkubuota 1 val.). Ekspresijos kamieno lasteliy lizé¢ (Zr. 2.4.9) buvo vykdyta naudojant
buferius: TE/pH 8; 50 mM TRIS-HCl/pH 7,4 su 1 mM CaCl,; 50 mM TRIS-HCl/pH 7,4 su | mM
ZnCl, ir 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1 mM ZnCl, + 1 mM CaCl,. Pazymétina, jog privedant
naudoty buferiy pH buvo atsizvelgta | visas testuotas temperatiiras. Po lizés buvo matuojama
baltymu koncentracija Bredford'o metodu (zr. 2.4.12). Baltymy koncentracija, skiedziant atitinkamu
buferiu, suvienodinta visy méginiy atzvilgiu. Visy buferiy varianty baltyminiai preparatai inkubuoti

nurodyta laiko tarpa, esant nurodytoms temperatiroms. Inkubuojant purtymas netaikytas, o
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baltyminio preparato turis siekeé 200 puL. Po inkubacijos preparatas centrifuguotas 7 min. 14800 rpm.

Véliau atliktas rezultaty vizualizavimas taikant NDS-PAGE (zr. 2.4.10).

2.4.14 Baltymy zimografija
(jei nenurodyta kitaip, pagal Rosenberg, 2005)

Tirpalai:

e Skalavimo buferis: TRIS 6,06 g; 2,5 % (turis/turis) Triton X-100;. dH,O iki 1000 mL. Privesta
HCl iki pH 7,4, esant 23 °C.

e Substratinis buferis: NaCl 4,67 g; CaCl, 0,44 g; ZnCl, 0,54 mg; NaN; 0,08 g; Brij 35 0,02 g;
TRIS 2,424 g; dH,0 iki 400 mL. Privesta HCI iki pH 7.4, esant 50 °C.

e [ tipo kolageno tirpalas: tirpus I tipo kolagenas i§ ziurkés uodegos 16 val. tirpdytas 10 mM acto
rugstyje, esant 4 °C. Gautas pirminis tirpalas filtruotas, taikant 0,22 nm filtra ,,Millipore*, véliau
dializuotas prie§ dH,O; pH ~6,2 (turiy santykis atitinkamai 1:5000 mL), esant 4 °C. Naudota
dializés membrana Spectra/Por 6-8 kDa (Spectrum Laboratories, JAV) (Kawase et al., 2010).
Po dializes istirpusio I tipo kolageno koncentracija nustatyta Bredford'o metodu, zr. 2.4.12.

Metodo algoritmas

Baltymy zimografija daugeliu aspekty tapati 2.4.10 metodui, todel pazyméti tik metody
algoritmy skirtumai.

Zimografijai naudotas modifikuotos sudéties 12 % skiriantysis gelis. Kolagenolizinio aktyvumo
tvertinimui prastos sudéties (zr. 2 lentelg) gelis buvo papildomas I tipo kolageno tirpalu iki 0,5
mg/mL galutinés Sio baltymo koncentracijos (Gogly et al., 1998), atitinkamu tiiriu mazinant dH,O
tiri. RuoSiant skiriancius gelius Zelatinolizinio, albuminolizinio, kazeinolizinio, elastinolizinio bei
keratinolizinio aktyvumuy ivertinimui, ju sudétis buvo papildoma minétais baltymais iki galutinés
0,5 % (svoris/tiiris) koncentracijos (Kim et al., 2007b). Zimografijai taikytas Prestained Protein
Molecular Weight Marker molekuliniy masiy Zymuo.

Po elektroforezés zimograma, esant kambario temperatiirai, ne maziau dviejy karty po 30 min.,
purtant, plauta skalavimo buferiu, po to palikta 20 val. inkubuotis substratiniame buferyje, esant
50 °C temperatiirai.

Gelis dazytas PageBlue™ Protein Staining Solution, pagal gamintojo rekomendacijas. Atplovus

vykdyta rezultaty fiksacija fotografuojant.
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3. REZULTATAI

3.1 Suminés RNR preparaty iSskyrimas bei jy stabilumo jvertinimas

Siekiant jrodyti, jog U32.002 kolagenolizinés peptidazés i§ G. lituanicus DSM 15325" genas
transkribuojamas, bei iSanalizuoti transkripcijos priklausomybg nuo kultiros augimo dinamikos,
buvo pasirinkti keturi (zr. 4 pav.) skirtingi kultiiros augimo etapy momentai. Pirmasis: A - i§
kulttros eksponentinio augimo fazés pradzios, B - besibaigiancios eksponentinio augimo fazés, C ir
D - lasteliy zities fazés. IS lasteliy, buvusiy kiekviename minétame kultiiros augimo momente,
iSskirta suminé RNR. Atlikus visas suminés RNR preparaty ruosimo stadijas, kiekviename
preparate buvo jvertinta galutiné RNR koncentracija (3 lentel¢), o RNR degradacijos laipsnis

analizuotas, pasitelkiant agarozés elektroforeze (zr. 5 pav.).

0,46

OT 595 im

—— Auginus pH 6,5 mMD terpéje

0 ) 4 [ 8 10

t. valandomis

4 pav. Suminés RNR preparaty isskyrimui pasirinkty G. lituanicus DSM 15325 kultiiros
augimo momenty (A; B; C; D) iSsidéstymas kultiiros augimo kreiveje, taikant optimalius
kultivavimo parametrus.

Visy iSskirty suminés RNR preparaty galutinés koncentracijos matavimo rezultatai parod¢, jog
pavyko paruosti koncentruotus preparatus. I bei II i§skyrimo rezultatai, juos lyginant tarpusavyje,
skyrési nezymiai. Stebimas nukleoriigi¢iy (matuojant bendrai RNR ir DNR koncentracijas)
koncentracijos sumazéjimas, lyginant koncentracijas prie§ bei po veikimo DNaze I. Tiesioging
priklausomybe tarp kulttiros OT ir iSskirtos galutinés RNR (po veikimo DNaze I) koncentracijos
demonstruoja pirmieji trys suminei RNR i8skirti pasirinkti kultiiros augimo momentai - A; B ir C.

Kulttiros kultivavimo atzvilgiu vélyviausias momentas D §ios priklausomybés nedemonstruoja.
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3 lentelé. RuoSiamy suminés RNR preparaty nukleoriig§¢iuy koncentracijos kitimas

Pirminé -
_ s Galutiné RNR
Kulttros _ nukleortigs¢iy .
) Kultiiros OTg00 nm .. koncentracija
augimo koncentracija
(mg/mL)
momentas (mg/mL)
I'skyrimo | II skyrimo | I skyrimo | II skyrimo | Iskyrimo | II skyrimo
A (2val) |0,218 0,194 40,75 37,38 23,12 19,5
B (4val) | 0,632 0,615 61,81 41,77 38,75 36,3
C (6val) |0,603 0,594 37,58 31,28 21 23,19
D (7 val.) | 0,520 0,531 64,79 36,41 32,75 24,5

Isskirty suminés RNR preparaty degradacijos vertinimo gelyje (Zr. 5 pav.), kiekvieno preparato

elektroforetiniame profilyje iSsiskiria dvieju skirtingy molekuliniy masiy RNR - 23 S (ties 3000 bp

fragmentu) bei 16 S (ties - 1500 bp) rRNR. Visy iSskirty preparaty elektroforetiniai profiliai tapattis

- abiejy tipy rRNR stebimos kaip diskrecios zonos, Sleifo pavidalo juosty ar kitokiy molekuliniy

masiy RNR néra. Tarpusavyje lyginant tiek I, tiek ir II skyrimo preparaty profilius, iSsiskiria

suminés RNR preparato, i$skirto i§ 4 kultiiros kultivavimo valandos (B preparatas), I ir II skyrimo

profiliai. Siuo atveju stebimos didesnés ir intensyviau isreikstos 23 S ir 16 S TRNR zonos.

1500
1000

500

5 pav. Suminés RNR preparaty (II skyrimas)
degradacijos laipsnio vertinimas, taikant agarozés
elektroforeze.

M. - RiboRuler™ High Range RNA Ladder (fragmenty
molekulinés masés verté pateikiama bp); 1. Suminés
RNR preparatas isskirtas po 2 kultivavimo valandy (A
preparatas); 2. Suminés RNR preparatas isskirtas po 4
kultivavimo valandy (B preparatas); 3. Suminés RNR
preparatas iSskirtas po 6 kultivavimo valandy (C
preparatas); 4. Suminés RNR preparatas iSskirtas po 7
kultivavimo valandy (D preparatas).
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3.2 KDNR sintezé panaudojant atvirkstine transkriptaze

Siekiant jvertinti kDNR sintezés efektyvuma taikant atvirksting transkripcija, kiekvienas kDNR
preparatas analizuotas, taikant agarozés elektroforezg. Visy testuoty preparaty elektroforetiniai
profiliai buvo tapatiis - stebétas Sleifas, besidriekiantis pla¢iame molekulinés masés diapazone.

Pastaraji rezultatg iliustruoja 6 pav.

10000

30040
20000

6 pav. kDNR sintezés efektyvumo
ivertinimas, taikant agarozes elektroforezg.

M. - GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder
(fragmenty  molekulinés  masés  verte
pateikiama bp); 1. KDNR preparatas - matrica
suminés RNR preparatas iSskirtas po 2
kultivavimo valandy (A preparatas, II
skyrimas); 2. kDNR preparatas - matrica
suminés RNR preparatas iSskirtas po 4
kultivavimo valandy (B preparatas, II
skyrimas).

3.3 U32.002 kolagenolizinés peptidazés transkripcijos priklausomybé nuo kultiiros augimo

fazés

U32.002 kolagenolizinés peptidazés transkripcijos priklausomybé nuo kultiiros augimo fazés
vertinta vykdant PGR su specifiSky konkrec¢iam U32.002 geno fragmentui pradmeny poromis. Kaip
matrica PGR buvo taikomi paruosti KDNR preparatai, gauti vykdant atvirksting transkripcija nuo
suminiy RNR preparaty, gauty dvieju nepriklausomy ruoSimy metu. Visi PGR metu naudoty
pradmeny pory variantai, ju apribojamo PGR produkto ilgiai bei schematiné lokalizacija U32.002
geno sekos atzvilgiu pateikti 7 pav. Vykdytu PGR reakciju rezultatai pateikti 8 pav.
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U32.002 geno i5 G. lituanicus DSM15325T seka

v v l

SIGMNALINE SEKA
A * *.— _.*73'

GALIMI PGR PRODUKTAI

LITCOL-F//LITCOL-R: 1292 bp

LITCOL-F//GEOCOL-R: 1231 bp

LITCOL-455al//LITCOL-R: 1162 bp

GEOCOL-F//LITCOL-R: 1116 bp

GEOCOL-F//GEOCOL-R: 1074 bp

7 pav. U32.002 geno transkripcijos analizei naudoty pradmenuy pory variantai, galimuy PGR
produkty dydziai bei ju schematiné lokalizacija geno sekos atzvilgiu.

1500

1 vy

8 pav. U32.002 kolagenolizinés peptidazés transkripcijos analizei skirty PGR produkty agarozés
elektroforeze.

M. - GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (fragmenty molekulinés masés verté pateikiama bp); 1. Pradmenys
GEOCOL-F/R, matrica - kDNR preparatas - gautas naudojant suminés RNR preparata, iSskirta po 2
kultivavimo valandy (A preparatas, Il skyrimas); 2. GEOCOL-F/R, B preparatas, Il skyrimas; 3. LITCOL-
F/R, A preparatas, II skyrimas; 4. LITCOL-F/R, B preparatas, Il skyrimas; 5. GEOCOL-F/R, C preparatas,
IT skyrimas; 6. GEOCOL-F/R, D preparatas, Il skyrimas; 7. LITCOL-F/R, C preparatas, II skyrimas; 8.
LITCOL-F/R, D preparatas, I skyrimas; 9. LITCOL-F/GEOCOL-R, C preparatas, II skyrimas; 10.
LITCOL-F/GEOCOL-R, D preparatas, II skyrimas; 11. LITCOL-45Sal/R, C preparatas, II skyrimas; 12.
LITCOL-45Sal/R, D preparatas, Il skyrimas; 13. GEOCOL-F/LITCOL-R, C preparatas, Il skyrimas;14.
GEOCOL-F/LITCOL-R, D preparatas, II skyrimas.
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Atlikus PGR produkty vizualizavima, nustatyta, jog numatyty molekuliniy masiy produktai
gauti taikant visus pradmenis visas jmanomais variantais tuo atveju, kai matrica naudoti kKDNR
preparatai gauti, panaudojant suminés RNR preparatus, iSskirtus po 2 bei 4 kultivavimo valandy
(atitinkamai A ir B preparatai), zr. 8 pav. 1 - 4 takeliai. Pazymétina, jog PGR produktai, taikant
LITCOL-45Sal ir LITCOL-R pradmenu pora A bei B preparaty atzvilgiu, 8 pav. nepateikti. Tuo
atveju kai matrica buvo kDNR preparatai gauti panaudojant suminés RNR preparatus, iSskirtus po 6
bei 7 kultivavimo valandy (atitinkamai C ir D preparatai), gauti numatytos molekulinés masés
produktai, kuomet naudotos pradmeny poros GEOCOL-F ir GEOCOL-R (8 pav. 5 ir 6 takeliai),
LITCOL-45Sal ir LITCOL-R (8 pav. 11 ir 12 takeliai); GEOCOL-F ir LITCOL-R (8 pav. 13 ir 14
takeliai), bet negauti taikant LITCOL-F ir LITCOL-R (8 pav. 7 ir 8 takeliai), LITCOL-F ir
GEOCOL-R (8 pav. 9 ir 10 takeliai). U32.002 transkripcijos analizei skirty PGR rezultatai,
tarpusavyje lyginant gautus naudojant kDNR preparatus, paruostus nuo suminiy RNR preparaty I ir
II, pastaryjy iSskyrimo visiskai sutapo.

Kaip minéta transkripcijos analizés metodiniame aprase (2.4.4), atliekant Sig analizg, vykdytos
kontrolinés reakcijos. Kiekvienai konkretaus kDNR preparato atzvilgiu vykdomai PGR reakcijai
taikyta neigiama kontroliné PGR. Kontroliniy reakciju rezultatai buvo vizualizuoti, atliekant

elektroforezg agaroziniame gelyje. Né vienoje ju nebuvo gauta PGR produkto.

3.4 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno sekos nuskaitymas bei analizé

U32.002 geno nustatymui ir pagausinimui G. lituanicus DSM 15325" atlikta LITCOL-PGR,
taikant LITCOL-F ir LITCOL-R (apimama visa geno seka) bei LITCOL-45Sal ir LITCOL-R
(apimamas geno fragmentas be signalinés/pro sekos) pradmeny poras. Véliau vizualizavus gautus
rezultatus, taikant agarozinio gelio elektroforeze (Zr. 9 pav.), nustatyta, jog gauti LITCOL-PGR
produktai tiksliai atitinka numatytus produktuy dydzius - visai geno sekai ~1292 bp bei ~1162 bp
geno sekos fragmentui be signalinés/pro sekos.

LITCOL-PGR produkty sekoskaitos rezultatai patvirtino, jog gauti pastarieji - U32.002 geno
sekos, atitinkamai su ir be signalinés/pro sekos. Visgi geno seka skiriasi nuo G. kaustophilus
HTA426 U32.002 geno sekos. Palyginus iSskirti septyni nukleotidy skirtumai: G. lituanicus DSM
15325" 324 pozicijoje sutinkamas citozinas, o G. kaustophilus HTA426 sekoje - timinas; 405
pozicijoje guaninas - citozinas; 711 pozicijoje citozinas - timinas; 742 pozicijoje citozinas - timinas;
1004 pozicijoje timinas - guaninas; 1016 pozicijoje guaninas - adeninas; 1200 pozicijoje adeninas -

guaninas. Minéti skirtumai tik dviem atvejais lemia ar. skirtumus tarp lyginamy seku: G. lituanicus
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DSM 15325" 335 pozicijoje sutinkamas leucinas, o G. kaustophilus HTA426 sekoje - argininas,

339 ar. sekos pozicijoje sutinkamas argininas - histidinas.

1500

1000 9 pav. LITCOL-PGR rezultatai.

M. - GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (fragmenty molekulinés
masés verté¢ pateikiama bp); 1. LITCOL-PGR produktas
taikant LITCOL-F ir LITCOL-R pradmeny pora; 2. LITCOL-
PGR produktas taikant LITCOL-45Sal ir LITCOL-R
pradmeny pora.

3.5 Kolagenolizinés peptidazés U32.002 geno ekspresijos jvertinimas

Atlikus U32.002 geno su bei be signalinés/pro sekos i§ G. lituanicus DSM 153257 klonavima {
daugiakopijinius vektorius atitinkamai | pTZ57R/T ir pJET1.2, taikant kamieng E. coli DH5a, o
véliau i ekspresijos vektoriy pET28c(+), taikant kamiena E. coli BL21 (DE3), buvo biitina jsitikinti,
ar sékmingai vyksta ekspresijos indukcija IPTG. Ekspresijos faktams nustatyti taikytas rezultaty
vizualizavimas NDS-PAGE (zr. 10 ir 11 pav.) bei baltymuy masiy spektrometrija, atlikta VU
Biochemijos instituto Proteomikos centre (Vilnius, Lietuva).

Gauti pET28c(+) konstrukto su visa U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno seka indukcijos
rezultatai rodo, jog tirpiosios vidulasteliniy baltymy frakcijos elektroforetiniai profiliai, lyginant tris
kontrolinius (10 pav. 1; 2; 4 takeliai) ir profili, atspindinti £. coli BL21 (DE3) po indukcijos IPTG
transliuotus baltymus (10 pav. 3 takelis), nesutampa. Akivaizdiis du nesutapimai dél indukcijos
IPTG - gausiai sintetinamas baltymas tarp 40 ir 50 kDa ir baltymas tarp 150 ir 200 kDa. Nors
duomenys nepateikti, bet svarbu pazyméti, jog pET28c(+) konstrukto su visa U32.002 geno seka
atzvilgiu buvo analizuoti ir netirpts E. coli BL21 vidulasteliniai baltymai, bet jokio elektroforetiniy

profiliy skirtumo neuZzfiksuota.
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10 pav. U32.002 peptidazés geno su signaline/pro seka ekspresijos ivertinimo rezultaty vizualizavimas
taikant NDS-PAGE*.

M. - PageRuler™ Unstained Protein Ladder (fragmenty molekulinés masés pateikiamos kDa); 1. E. coli BL
21 (DE3) su pET28c(+) su U32.002 genu su signaline/pro seka, neindukavus IPTG; 2. E. coli BL 21 (DE3)
be pET28c(+); 3. E. coli BL 21 (DE3) su pET28c(+) su U32.002 genu su signaline/pro seka, indukavus
IPTG; 4. E. coli BL 21 (DE3) su pET28¢(+) be U32.002 geno su signaline/pro seka.

11 pav. U32.002 peptidazés geno fragmento be signalinés/pro sekos ekspresijos jvertinimo rezultaty
vizualizavimas taikant NDS-PAGE*.

M. - PageRuler™ Unstained Protein Ladder (fragmenty molekulinés masés pateikiamos kDa). 1. E. coli BL
21 (DE3) su pET28c(+) su U32.002 genu be signalinés/pro sekos, neindukavus IPTG; 2. E. coli BL 21
(DE3) be pET28c(+); 3. E. coli BL 21 (DE3) su pET28c(+) su U32.002 genu be signalinés/pro sekos,
indukavus IPTG; 4. E. coli BL 21 (DE3) su pET28c(+) be U32.002 geno fragmento; 5. E. coli BL 21 (DE3)
su pET28c(+) su U32.002 genu be signalinés/pro sekos, indukavus IPTG, preparato nuosédos; 6. E. coli BL
21 (DE3) su pET28c(+) su U32.002 genu be signalinés sekos/pro, neindukavus IPTG, preparato nuosédos;
7. E. coli BL 21 (DE3) su pET28c(+) be U32.002 geno, preparato nuosédos; 8. E. coli BL 21 (DE3) be
pET28c¢(+), preparato nuosédos.

* Pateikiamas fotografijos negatyvo vaizdas
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Vizualizavus (Zr. 11 pav.) pET28c(+) konstrukto su U32.002 geno fragmentu be signalinés/pro
sekos indukcijos IPTG efektyvumo tyrimo rezultatus, nustatyta, jog nuo kontroliniy bandiniy
elektroforetiniy profiliy (11 pav. 1; 2; 4; 6; 7; 8 takeliai) skiriasi tik netirpia, po indukcijos
sintetinamy baltymy frakcija atspindintis profilis (Zr. 11 pav. 5 takelis). Sis profilis nuo kontroliniy
i18siskyré gausiai sintetinamu baltymu tarp 40 ir 50 kDa bei mazu kiekiu tarp 150 ir 200 kDa.
Pazymétina, jog 10 pav. 3 takelio elektroforetinis profilis, atspindintis E. coli BL21 (DE3) po
indukecijos sintetinamus tirpius vidulastelinius baltymus, nuo kontroliniy profiliy visiskai nesiskyré.

Tuo atveju, kai NDS-PAGE vizualizuojant U32.002 peptidazés geno ekspresijos ivertinimo
rezultatus taikytas 4x baltymu ruoSimos buferis su 2-merkaptoetanoliu (detali buferio sudétis zr.
2.4.10), baltyminé zona tarp 150 ir 200 kDa buvo beveik visi§kai nepastebima (zr. 12 pav.). Sis
rezultatas tapo akivaizdziu tarpusavyje palyginus U32.002 peptidazés baltyminio preparato
elektroforetinius profilius, kuriy vieno gavimui taikytas 4x baltymy ruoSimo buferis be 2-
merkaptoetanolio (12 pav. 1 takelis), kito - su Siuo reduktoriumi (Zr. 12 pav. 2 takelis). Redukcija

netur¢jo jokios pastebimos itakos baltymui tarp 40 ir 50 kDa.

200
150

50

12 pav. Redukcijos itaka U32.002 peptidazes
preparatui, rezultataus vizualizuojant NDS-PAGE*.

M. - PageRuler'™ Unstained Protein Ladder
(fragmenty molekulinés masés pateikiamos kDa); 1.
U32.002 baltyminio preparato elektroforetinis
profilis gautas neveikus 2-merkaptoetanoliu; 2.
U32.002 baltyminio preparato elektroforetinis
profilis gautas veikus 2-merkaptoetanoliu.

Siekiant objektyviai nustatyti, ar akivaizdzius elektroforetiniy profiliy skirtumus, tarpusavyje
lyginant kontrolinius bei po indukcijos, lemia tikslinio baltymo ekspresija, naudota MALDI-
TOF/TOF tandeminé MS/MS. IS NDS-PAGE geliu (naudojus 4x baltymu ruoSimo bufer; be

* Pateikiamas fotografijos negatyvo vaizdas
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redukcijos) buvo iSpjauti tik po ekspresijos indukcijos sintetinami baltymai tarp 40 ir 50 kDa bei
tarp 150 ir 200 kDa. Uzsakytai baltymu masiy spektrometrijai taikytas standartinis protokolas,
baltymy identifikavimui - Mascot algoritmas.

Labai aukstu (vir§ 95%) baltymy identifikavimo patikimumu visuose tirtuose NDS-PAGE geliu

fragmentuose nustatytas vienintelis baltymas - U32.002 peptidaze.

3.6 U32.002 kolagenolizinés peptidazés su bei be signalinés/pro sekos ekspresijos optimizavimas

Ekspresuojamo tikslinio baltymo kiekio priklausomybé nuo konkretaus optimizuojamy
parametry derinio vertinta, lyginant elektroforetinius profilius NDS-PAGE geliuose. Nustatyta, jog
didziausia tikslinio baltymo su signaline seka iSeiga pasiekiama E. coli BL21 (DE3) kultivuojant
LB, indukavus 0,5 mM IPTG ir auginus 4 val. 37°C, indukcija atliekant kulttirai pasiekus 0,6 OTp.

Kaip matoma 11 pav., tikslinio baltymo be signalinés sekos indukcija vyksta efektyviai, taciau
tikslinio baltymo nematyti tirpioje vidulasteliniy baltymy frakcijoje. Siuo atveju optimizavimas
vykdytas, siekiant gauti maksimalig baltymo iSeiga tirpioje frakcijoje. Nustatyta, jog E. coli BL21
(DE3) kultivavimo temperatiiros mazinimas nedidino tikslinio baltymo be signalinés sekos tirpumo,
tuo tarpu bendra baltymo iSeiga mazino. Alternatyviy LB kultivavimo terpiy, praturtinty
angliavandeniais (Terrific Broth) taikymas tikslinio baltymo tirpumo taip pat nedidino.

Taigi didziausia tikslinio baltymo be signalinés/pro sekos iSeiga pasiekta, E. coli BL21 (DE3)
kultivuojant LB, indukavus 0,5 mM IPTG ir auginus 4 val. 37 °C, indukcija atliekant kultiirai
pasiekus 0,6 OTggo.

3.7 Ca*', Zn* jony jtaka U32.002 kolagenolizinés peptidazés struktariniam termostabilumui

U32.002 strukttrinio termostabilumo analize siekta nustatyti, kokiam temperatiiry intervalui
esant, Sis baltymas geba palaikyti molekulés struktiirini vientisuma - nedenatiiruoti. Pasirinkta
analizés schema taip pat suteiké galimybe nustatyti, ar Ca>" bei Zn>" jonai, veikdami atskirai/kartu,
gali tureti itakos U32.002 peptidazes struktiriniam termostabilumui.

Termostabilumas vertintas po analizés rezultaty vizualizavimo NDS-PAGE (naudotas 4x
baltymy ruoSimo buferis su 2-merkaptoetanoliu). Laikyta, jog U32.002 denatiiracija dél poveikio
konkrec¢ia temperatiira atspindi Sio baltymo koncentracijos sumaz¢jimas konkreciame

elektroforetiniame profilyje (zr. 13 pav.).
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13 pav. U32.002 peptidazés struktiirinio termostabilumo priklausomybé nuo inkubavimo temperatiiros ir
buferio sudéties™.

M. - PageRuler™ Unstained Protein Ladder (fragmenty molekulinés masés pateikiamos kDa); 1. U32.002
preparatg inkubavus 55 °C, preparato buferis TE/pH 8; 2. 55 °C, 50 mM TRIS-HCl/pH 7,4 su 1 mM CaCly;
3.55°C, 50 mM TRIS-HCl/pH 7,4 su 1 mM ZnCl,; 4. 55 °C, 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1 mM ZnCl,+
1 mM CaCly; 5. 70 °C, 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1 mM ZnCl,; 6. 70 °C, 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1
mM ZnCl, + 1 mM CaCl,; 7. 60 °C, TE/pH 8; 8. 60 °C, 50 mM TRIS-HCl/pH 7,4 su 1 mM CaCl,; 9.
80 °C, 50 mM TRIS-HCIl/pH 7,4 su 1 mM ZnCl,; 10. 80 °C, 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1 mM ZnCl,+ 1
mM CaClz.

Struktiirinio termostabilumo analizé vykdyta U32.002 peptidazés su signaline/pro seka atzvilgiu.
Kaip minéta 2.4.13, termostabilumo nustatymui tiesiogiai naudoti E. coli BL21 (DE3) lizatai.
Pastarieji ruosti vykdant Iasteliu lize | konkrecios sudéties buferi. Histidino afiniskumo inkaras nuo
U32.002 peptidazes polipeptido N-galo nebuvo Salintas.

Ivykdzius analize, nustatyta, jog U32.002 kolagenolizinés peptidazés koncentracija, vizualiai
vertinant stebima elektroforetiniuose profiliuose, islieka pastovi, esant 37 - 70 °C temperatiiros
diapazonui, buferiuose - 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1 mM ZnCl, ir 50 mM TRIS-HCI/pH 7,4 su 1
mM ZnCl, + 1 mM CaCl,. Esant daugiau nei 70 °C, koncentracija krenta Zemiau vizualiai
uzfiksuojamo lygio (13 pav. 9 ir 10 takeliai). Buferiuose TE/pH 8 ir 50 mM TRIS-HCIl/pH 7,4 su 1
mM CaCl, U32.002 peptidazés koncentracija buvo pastovi, esant 37 - 55 °C temperatiiros intervalui.

Virsijus 55 °C temperatira, koncentracija taip pat sumazéja Zemiau vizualiai uzfiksuojamo lygio

(13 pav. 7 ir 8 takeliai).

* Pateikiamas fotografijos negatyvo vaizdas
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3.8 U32.002 peptidazés ekspresuotos E. coli BL21 (DE3) katalizinio aktyvumo jvertinimas

Vertinimu siekta jsitikinti, ar ekspresijos sistemoje transliuotas baltymas su signaline/pro seka
igyja pakankamai natyvia konformacija, galin€ia uztikrinti katalizinio potencialo raiska. Visos iki
Siol biochemiskai charakterizuotos U32 peptidazés - kolagenolizinés, tod¢l pirminiam U32.002
peptidazés su signaline/pro seka 1§ G. lituanicus DSM 15325" katalizinio potencialo raiskos
nustatymui pasirinktas kolagenolizinio aktyvumo ivertinimas.

Katalizinis aktyvumas ivertintas nuo tikslinio baltymo polipeptido N-galo nepasalinus histidino
inkaro. Aktyvumo nustatymui taikytas E. coli BL21 (DE3) nevalytas baltyminis preparatas, gautas
lasteles lizuojant 1 bufer; 50 mM TRIS-HCl/pH 7.4, esant 50 °C temperatiirai (detaliau zr. 2.4.9).
Kontroliniai preparatai ruosti analogiskai. Svarbu pazymeéti, jog U32.002 peptidazés bei kontroliniy
baltyminiy meéginiy {neSimui { zimograminius gelius naudotas 4x baltymy ruosimo buferis be 2-
merkaptoetanolio. Po sumaiSymo su minétu buferiu, pries inesant | gelius, méginiai nekaitinti.

Taikant kolageno (0,5 mg/mL) zimografija, jvertintas U32.002 kolagenolizinés peptidazés
proteolizinis aktyvumas prie§ natyvy I tipo fibrilinj kolagena (Zr. 14 pav.). Zimograminio gelio
nuotraukoje U32.002 peptidazés meéginio zimografinio profilio Sonuose vir§ ~120 kDa (14 pav. 1
takelis) stebimos kolagenolizini aktyvuma irodancios nenusidaz¢ zonos (pazyméta raudonai).
Kolagenolizinis aktyvumas nebuvo identifikuotas ties ~50 kDa. ISanalizavus kontroliniy méginiy

(14 pav. 2; 3; 4 takeliai) zimografinius profilius, kolagenolizinis aktyvumas nenustatytas.

14 pav. U32.002 kolagenolizinio aktyvumo
identifikavimas taikant natyvaus [ tipo
kolageno (0,5 mg/mL) zimografija.

M. - Prestained Protein Molecular Weight Marker
(fragmenty molekulinés masés pateikiamos kDa);
1. U32.002 peptidazés preparatas i§ E. coli BL21
(DE3) lizato (kolagenolizini aktyvuma
atspindin¢ios zonos pazymétos raudonai); 2.
Baltyminis preparatas i§ E. coli BL 21 (DE3) su
pET28c(+) be U32.002 geno sekos; 3. Baltyminis
preparatas i§ E. coli BL 21 (DE3) su pET28¢c(+) su
U32.002 genu, neindukavus IPTG; 4. Baltyminis
preparatas i$ E. coli BL 21 (DE3) be pET28c(+).
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Siekiant visiSko objektyvumo, U32.002 preparato zimografinio profilio sritis, kurios Sonuose
detektuotas kolagenolinis aktyvumas, buvo iSpjauta. Gautas zimograminio gelio fragmentas
analizuotas taikant masiy spektrometrija (detaliau zr. 3.5). Vienintelis baltymas, identifikuotas
(patikimumas daugiau nei 99 %) analizuotame zimograminio gelio fragmente - U32.002 peptidazé.

Identifikavus U32.002 peptidazés pirminj substratini specifiSkuma - nustacius kolagenolizini
aktyvuma - substratinio specifiSkumo analizé€s schema papildyta. Taikant baltymy zimografija (Zr.
2.4.14), siekta nustatyti, ar U32.002 peptidazé geba skaidyti zelating, albumina, kazeina, elasting ir
kerating. Katalizinis aktyvumas prie§ minétus baltymus vertintas vizualiai analizuojant
zimograminius gelius, kuriy sudétis buvo papildyta iSvardytais baltymais iki 0,5 % (svoris/tiiris)
galutinés koncentracijos.

Gauti rezultatai pademonstravo, jog U32.002 peptidazé nesugeba hidrolizuoti zelatinos,
albumino, kazeino, elastino bei keratino, nes visy minéty baltymy zimogramose nebuvo
identifikuotos hidrolizés zonos. Pazymétina, jog, kaip ir vertinant kolagenolizini aktyvuma, vykdant
minéty baltymy proteolizés U32.002 peptidaze ivertinima, taikytas kontroliy rinkinys. Nei viename
1§ kontroliniy méginiy nebuvo nustatyta proteolizinio aktyvumo visy testuoty baltyminiy substraty

atzvilgiu.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Kolagenoliziniy peptidaziy analizé, prasidéjusi nuo patogeny kolagenaziy charakterizavimo,
néra nauja enzimologijos tyrimu sritis. Minéto specifiSkumo peptidazés tiriamos daugiau nei Sesi
deSimtmeciai. Nepatogeniniu bakterijy kolagenazés tiriamos du pastaruosius deSimtmecius.
Chronologiskai termofiliniy bakterijy kolagenaziy tyrimai - jauniausia kolagenoliziniy peptidaziy
tyrimo atSaka. Iki Siol chrakterizuotos tik pavienés termofily kolagenolizinés peptidazés, bet net
fragmentiski termofiliniy kolagenaziy tyrimai demonstruoja biotechnologiniu bei terapiniu poziiiriu
vertingas savybes (Watanabe, 2004).

Geobacillus genties kamieny kolagenazés néra tirtos. Atliekant bakalaurini darba (,,Daliniai
Geobacillus lituanicus DSM 15325" ir Geobacillus vulcani 22 kolagenoliziniy fermenty tyrimai*,
2009), G. lituanicus DSM 15325" buvo atrinktas kaip kamienas, gebantis intensyviai skaidyti
temperatiira destabilizuota I tipo kolagena, esant temperattry intervalui nuo 60 iki 80 °C.

Nors Geobacillus kamieny, kuriy nuskaityta viso genomo seka, skaiius intensyviai auga,
bioinformatinés analizés metodais nuspéjamuy kolagenoliziniy peptidaziy ivairové Sios genties
kamienuose nedidéja (Rawlings et al., 2010). Iki Siol U32 Seimos kolagenolizinés peptidazes islieka
vieninteliais kandidatais, siekiant paaiSkinti Geobacillus genties kamieny gebéjima hidrolizuoti
kolagena. U32 Seima iSskirta dar 1991 metais, analizuojant patogenuy kolagenaziy ivairove
(Takahashi et al, 1991), taiau iki Siol - tai viena maziausiai charakterizuoty gyvosios gamtos
peptidaziy Seimy.

G. lituanicus DSM 15325 genomo seka néra nuskaityta, bet bakalaurinio darbo metu, atlikus
kokybing GEOCOL-PGR analizg, buvo irodyta, jog Sio kamieno genomui biidingas U32 genas.
Geno nuskaitymas leido $i gena priskirti antragjam Seimos pogrupiui - U32.002 (Helicobacter-tipo).
U32 peptidazés geno buvima G. lituanicus DSM 153257 genome buvo galima numatyti,
atsizvelgiant | tai, jog visuose Geobacillus kamienuose, kuriy genomai nuskaityti, Sios Seimos
peptidaziy genai identifikuoti. Tuo tarpu U32 peptidaziy Seimos geno trankripcijos fakta in vivo
buvo bitina irodyti. U32 peptidazés geno transkripcijos faktas néra irodytas ne tik Geobacillus
genties kamienuose, bet ir né vienoje kitoje termofily gentyje.

Pasirinkta G. lituanicus DSM 15325" U32.002 kolagenolizinés peptidazés transkripcijos
analizés schema jgalino identifikuoti trankripcija esminése kultiiros augimo fazése - eksponentinio
augimo (fazés pradiniame etape bei fazei baigiantis) bei Ziities (zr. 4 pav.). Analizei buvo tikslingai
pasirinkta sintetiné mitybiné terpé (mM?9), kurios sudétis eliminavo galimo peptidaziy induktoriaus

buvimo galimybg.
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Transkripcijos analizés eiga apémé tris etapus. Pirmojo etapo metu i§ pasirinkty kultiros
augimo faziy momenty buvo sékmingai iSskirta suminé RNR. Sékmingo suminés RNR preparaty
iSskyrimo fakta patvirtino dvieju nepriklausomy tyrimy rezultatai. Spektrometrinis RNR
koncentracijos matavimas po ruosiamo preparato veikimo DNaze I leidzia teigti, jog RNR kiekis
buvo pakankamas tolesniems analizés etapams (Zr. 3 lentel¢). Nukleortigi¢iy koncentracijos
maz¢jimas po veikimo DNaze I jrodo, jog buvo sékmingai pasalintos DNR priemaiSos, galéjusios
iSkreipti trankripcijos analizés rezultatus. Pakankama galutiné RNR koncentracija leidzia teigti, jog
suminiy RNR preparaty i§skyrimo metu vykdyta tinkama preparaty uzterSimo RNazémis prevencija
(RNaziy veikimo inhibavimas - RiboLock™ RNase Inhibitor RNaziy inhibitoriumi, dH20 veikto
DEPC naudojimas ir kt. priemonés.). Sj apibendrinima taip pat pagrindzia i§skirty suminés RNR
preparaty degradacijos laipsnio jvertinimas, taikant agarozés elektroforetini vizualizavima (Zr. 5
pav.). 23 Sir 16 S rRNR (RNR tipai, kuriy koncentracija lasteléje didziausia) zonos buvo visiskai
diskreCios be degradacijos fakta atspindinéiy Sleify. Kaip ir tikétasi, nustatyta tiesiogine
priklausomybé tarp kultiros OT ir galutinés RNR koncentracijos. Sia priklausomybe
pademonstravo visi suminés RNR preparatai, iSskyrus preparata, kurio ruo$imui naudotos lastelés
buvusios jau pazengusioje zities fazéje. Tiesioginé priklausomybé tarp OT ir iSskirtos RNR
koncentracijos paaiskinama elementariu lasteliy skaiciaus skirtumu. Padidéjusia suminés RNR
koncentracija Zities fazéje gali lemti G. lituanicus DSM 15325" lasteliy pasiruoimo sporuliacijai
procesas. Proceso iniciacijos metu lastelés transkribuoja didelg indukuojamu geny ivairove (Yudkin
ir Clarkson, 2005). Kaip ir tikétasi, galutinés RNR koncentracijos skirtumai atsispind¢jo agarozés
elektroforetiniame gelyje (pvz., lyginant 5 pav. 2 takelj su 3).

Antrasis transkripcijos analizés etapas - kDNR sintezé, matrica naudojant suminius RNR
preparatus, buvo sékmingas. Vizualizuoti atvirkstinés transkripcijos produktai stebéti kaip Sleifo
pavidalo zonos, Zr. 6 pav.

Treciasis transkripcijos analizés etapas - kokybiniy PGR atlikimas bei analizé leido jrodyti
U32.002 kolagenolizinés peptidazés i§ G. lituanicus DSM 15325" transkripcijos fakta. Pastaroji
1Svada grindZziama PGR reakciju produkty analize (zr. 8 pav.). Visos U32.002 geno sekos
transkriptas identifikuotas G. lituanicus DSM 15325" kultiiros eksponentinés augimo fazés metu.
Teigini jrodo PGR produktai, gauti taikant LITCOL-F ir LITCOL-R pradmeny pora, kaip matrica
naudojant kDNR preparatus, kuriy ruoS§imui naudoti suminés RNR preparatai, i$skirti i§ kultiiros
eksponentinés fazés pradinio etapo bei Siai fazei besibaigiant. GEOCOL-F ir GEOCOL-R, taip pat
taikyti minéty kDNR preparaty analizei, patvirtino U32.002 transkripcijos fakta. Viso U32.002
geno sekos ilgio fragmentas nebuvo identifikuotas (8 pav. 7 ir 8§ takeliai) kDNR meéginiuose, kuriy

ruoSimui taikyti suminés RNR preparatai, iSskirti i§ lasteliy, buvusiy Zities faz¢je - atitinkamai
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produktas, taikant LITCOL-F ir LITCOL-R pradmenu pora, nebuvo gautas, ta¢iau U32.002 geno
transkripto fragmentas Siuose preparatuose buvo identifikuotas taikant GEOCOL-F ir GEOCOL-R
pora.

Taikant papildomo specifiSkumo pradmeni LITCOL-45Sal porose su LITCOL-R ir GEOCOL-R
nustatyta, jog kultiros zuties fazése sutinkamas U32.002 peptidazés geno transkriptas - trumpesnis
nei viso ilgio U32.002 geno seka, bet ne trumpesnis nei geno fragmentas be signalinés/pro sekos.
Bioinformatiné¢ U32.002 geno sekos analizé leidzia atmesti prielaida, jog U32.002 geno sekoje gali
egzistuoti alternatyvi trankripcijos sekos pradzia tarp geno pradzios ir signalinés/pro sekos pabaigos.
Apibendrinant galima teigti, jog U32.002 G. lituanicus DSM 15325" transkribuoja U32.002
peptidazés gena eksponentinés augimo fazés metu. Lasteliy zities fazéje sutinkami tik pradeéti
degraduoti U32.002 geno transkriptai. Transkripcijos analizei pasirinktos terpés, skirtos G.
lituanicus DSM 153257 kultivavimui, sudétis leidzia teigti, jog U32.002 peptidazés genas
transkribuojamas konstitutyviai.

Pateiktus transkripcijos rezultatus pagrindzia tiek I, tiek II suminiy RNR méginiy i$skyrimo
rezultatai. Tikslingi U32 peptidaziy Seimos transkripcijos dimanikos tyrimai néra vykdyti. U32
Seimos peptidaziy genu trankripcija identifikuota, tiriant bendrus keliy patogenuy genciy kamieny
(pvz. Staphylococcus) transkriptomus (Bore et al, 2007). Daugelio mezofiliniy bakterijy
kolagenoliziniy peptidaziy trankripcija - indukuojamas procesas (Kawase et al., 2004), bet taip pat
aprasytos kolagenazés, kuriy genai transkribuojami konstitutyviai (Adigiizel et al., 2008).
Kolagenaziy geny transkripcijos iniciacijos valdymas tiesiogiai susijgs su konkrecios bakterijos
uzimama ekonisa.

ISvada, jog U32.002 genas transkribuojamas tik eksponentinio kultiiros augimo fazés metu
leidzia susiaurinti potencialiy Sios kolagenazés funkciju in vivo spektra. Visgi funkcijos in vivo
identifikavimui bitini detalesni tyrimai.

Geobacillus genties kamienai, tarp jy ir G. lituanicus DSM 15325, gali bati sutinkami gana
tvairiose ekologinése bendrijose, tarp ju ir tose, kuriose kolageno grupés baltymai néra prieinami
kaip potencialiis anglies ir/ar energijos $altiniai (Caccamo et al., 2000; Feng et al., 2007). Sis
teiginys bei identifikuota konstitutyvi U32.002 geno transkripcija augimo atzvilgiu intensyviausioje
kultiiros augimo fazéje leidZia suformuluoti prielaida, jog U32.002 peptidaze gali lemti didesni
funkciju in vivo spektra nei tiesioginio kolageno grupés baltymy isisavinimo uZtikrinima. Tik dvieju
U32 Seimos peptidaziy lokalizacija Iastelés kompartmenty atzvilgiu objektyviai identifikuota.
Nustatyta, jog HP0169 (U32.002 pogrupis) i§ H. pylori (Kavermann et al., 2003) ir yegQ (U32.003)
18 S. enterica (Zhao, 2002) - sekretuojami fermentai. Remiantis prielaida, jog U32.002 i§ G.
lituanicus DSM 15325" taip pat sekretuojama, galima papildoma funkcija in vivo laikyti U32.002
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veikima, proteolizuojant Iastelés sekretuojamus ir/ar su lastelés voko formavimu susijusiy baltymu
proteolizg. Potencialiais U32.002 kolagenolizés substratais Siuo atveju galéty buti G. lituanicus
DSM 15325" baltymai, kuriy struktirai budingi domenai yra panasios i kolagenus molekulinés
organizacijos. Pastaryjy mety $iy baltymy ivairovés tyrimai leido nustatyti, jog ju kolageno
struktiirai tapaciy domenu lydymosi temperatiira virsija 60 °C (Persikov et al., 2005). Deja,
Geobacillus gentyje Sie baltymai dar néra identifikuoti bei tikslingai charakterizuoti.

[sitikinus, jog U32.002 genas i§ G. lituanicus DSM 15325 - transkribuojamas, atliktas $io geno
su bei be signalinés/pro sekos pagausinimas bei klonavimas. [ naudotus vektorius klonuoty U32.002
seky nuskaitymas jrod¢, jog LITCOL-F ir LITCOL-R, taip pat LITCOL-45Sal, sukonstruoti pagal
G. kaustophilus HTA426 U32.002 geno seka, buvo tinkami U32.002 kolagenolizinés peptidazés
pagausinimui. U32.002 kolagenolizinés peptidazés visos geno sekos bioinformatiné analizé parodé,
jog minéto geno koduojama seka nuo G. kaustophilus HTA426 U32.002 peptidazés sekos skyrési
tik dviem ar. G. kaustophilus HTA426 335 pozicijoje sutinkamas argininas, o G. lituanicus DSM
153257 - leucinas, 339 pozicijoje atitinkamai histidinas - argininas. Nuskai&ius visa G. lituanicus
DSM 153257 U32.002 kolagenolizinés peptidazés geno seka, atlikta bioinformatiné analizé
identifikavo vieninteli U32 konsensus regiona, kuriuo remiantis geno seka priskiriama Siai
peptidaziy Seimai.

Atlikus U32.002 kolagenolizinés peptidazés klonavima 1 ekspresijos vektoriy pET28c(+),
ivykdyta ekspresijos efektyvumo jvertinimo analizé. Nustatyta, jog U32.002 peptidazés su bei be
signalinés/pro sekos indukcija IPTG vyksta s€¢kmingai. Tuo atveju, kuomet E. coli BL21 (DE3)
ekspresuoja visa U32.002 geno seka, ekspresuotas baltymas iSlieka tirpioje citoplazmingje
frakcijoje (zr. 10 pav.). Siuo atveju, tikslinis baltymas neaptinkamas vidulastelinés baltymuy
frakcijos nuosédose bei E. coli BL21 (DE3) néra sekretuojamas. Tuo atveju, kuomet E. coli BL21
(DE3) po indukcijos IPTG sintetina U32.002 geno fragmenta be potencialios signalinés/pro sekos,
tikslinis baltymas aptinkamas vidulasteliniy baltymy netirpioje frakcijoje (zr. 11 pav.),
neaptinkamas tirpioje bei néra sekretuojamas.

Abiem atvejais - tiek ekspresuojant su, tiek be signalinés/pro sekos, U32.002 peptidaze geba
oligomerizuotis, susidarant homodimerui. Oligomerizacija vyksta per disulfidinius tiltelius.
Pastaraji teigini irodé reduktoriy itakos dimerui analizé (Zr. 12 pav.). Joniniy ryS$iy itaka dimero
formavimui leidzia atmesti NDS naudojimas, atliekant PAGE. ISsamiausiai biochemiskai
charakterizuota U32 Seimos peptidaze - PrtC baltymas, apraSytas, nedetalizuojant dimerinés
saveikos rysiy tipo, kaip aktyvus homodimeras (Kato et al., 1992). Todél ir U32.002 peptidazés 18
G. lituanicus DSM 15325" oligomerizacijos laipsni galima laikyti homodimeru. Pastarojo

homodimero molekulinés mases (gelyje stebima tarp 150 ir 200 kDa) neatitikima teorinei (~100
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kDa), lyginant §io potencialaus dimero zona su NDS-PAGE taikytu baltymu molekuliniy masiy
zymeniu, galima paaiskinti tuo, jog, sudarydami dimera, U32.002 monomerai dalj savyju molekuliuy
pavirsiaus izoliuoja, ribodami NDS prisijungima. Minétas reiskinys salygoja nelinijini molekulinés
masés atzvilgiu U32.002 dimero migravima, veikiant elektros srovés laukui, nepilnu dimero
monomery linearizavimu prisijungiant NDS. Dimerizacijos laipsnio analizé¢ vykdyta, netaikant
redukcijos bei { NDS-PAGE gelj ineSamo U32.002 méginio nekaitinus.

Siekiant optimizuoti sanaudas, butinas U32.002 preparato ruoSimui, atlikta Sio baltymo
ekspresijos su bei be signalinés/pro sekos parametry optimizacija. Optimizuojant U32.002 geno
sekos fragmento be signalinés/pro sekos ekspresija, taip pat siekta nustatyti, ar atrinktas parametry
derinys (sumazinta E. coli BL21 (DE3) kultivavimo, indukuojant ekspresija, temperatiira) gali lemti
Sio tikslinio baltymo tirpumo padidé¢jima. Ekspresijos optimizavimas buvo sékmingas tik U32.002
sekos su signaline/pro seka atzvilgiu. Nustatyta, jog IPTG koncentracijos naudojamos indukcijai
sumazinimas perpus iki 0,5 mM, nemazina tikslinio baltymo ekspresijos iSeigos. U32.002
peptidazés be signalinés/pro sekos optimizacijos metu nepavyko atrinkti ekspresijos parametry
derinio, didinancio $io tikslinio baltymo iSeiga i tirpia citoplazminiy baltymy frakcija.

U32.002 signaline/pro seka identifikuota, pritaikius bioinformatinés analizés rezultatus. Be
detaliy biocheminiy tyrimy neatmestina prielaida, jog signalinés/pro sekos regiono ribos neteisingai
numatytos ar §is regionas nebtidingas U32.002 peptidazei (peptidazé sekretuojama nuo signalinés
sekos nepriklausomu mechanizmu), §iuo atveju sintetinamas U32.002 konstruktas - neigyja
natyvios konformacijos bei krenta | nuosédas.

Analizuojant U32.002 baltymo su signaline seka struktiirinj termostabiluma, nustatyta, jog
U32.002 peptidazeé aplinkoje be dvivalenciy metalo jony néra termostabili - TE buferyje
denatiiruoja, temperatiirai virsijus 55 °C. Tuo tarpu optimali temperatiira G. lituanicus DSM 15325"
augimui siekia 60 °C (Kuisien¢ et al., 2004). Kaip ir tikétasi, metaly jonai didina peptidazés
struktiirini termostabiluma, tatiau ne visi - tik Zn** jonas. Neatmestinos dvi galimybés: arba Sio
metalo jonas tiesiogiai stabilizuoja peptidazes su signaline/pro seka struktiira, arba slopina katalizini
aktyvuma. Pastaruoju atveju mazZinama baltymo su signaline seka autoproteolize, esant aukStesnei
nei 55 °C temperatiirai. Aprasytos kolagenazes, kurioms biidinga autoproteolize, vykstanti esant
tiek aukStoms (Williams ir Murray, 1994), tiek labai Zemoms temperatiroms (Rouy et al., 2005).
Analizei taikyta 1 mM Zn®" tipiniu atveju lemia metalopeptidaziy (tarp kolagenaziy daZniausiai
sutinkamo katalizinio tipo) katalizinio aktyvumo, iskaitant autoproteoliz¢, inhibicija (Wart, 2004).
[rodyta, jog Ca®" didina U32 $eimos kolagenaziy katalizinj aktyvuma (Kato et al., 1992), taigi $io
metalo buvimas gali didinti autodegradacija, bet, kaip nustatyta, neturi/arba turi neZymy poveiki

tiriamo baltymo struktiiriniam termostabilumui.
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Apibendrinant galima teigti, kad atlikta Ca®" ir Zn®" jony jtakos struktdriniam termostabilumui
leido nustatyti, jog U32.002 peptidazé i§ G. lituanicus DSM 15325" nestabili, esant temperatiiros
diapazonui, optimaliam Sio kamieno augimui, tuo atveju, kuomet peptidazés aplinkoje nesutinkami
Zn*" jonai.

Identifikavus, jog U32.002 peptidazé sékmingai ekspresuojama E. coli BL21 (DE3) bei po
ekspresijos Sioje bakterijoje gali sudaryti natyvia homodimero formos konformacija, buvo svarbu
isitikinti, ar po indukcijos ekspresuotas baltymas geba demonstruoti katalizini aktyvuma. Iki Siol
charakterizuoty U32 peptidaziy pirminis substratinis specifiSkumas ivardijamas kaip gebé&jimas
skaidyti natyvius fibriliniy kolagenus (I, IT ir III tipai) (Kato et al., 1992; Kavermann et al., 2003 ir
kt.). Remiantis §iais duomenimis, pirminei U32.002 peptidazés aktyvumo analizei taikyta natyvaus
I tipo kolageno (0,5 mg/mL) zimografija.

Kolageno zimografijos metodo algoritmas buvo sudarytas, atidziai atsizvelgiant i salygas
(Gogly et al., 1998; Kawase et al., 2010), kurios neleisty I tipo kolagenui i§ Ziurkés uodegos
denattruoti virstant Zelatina. Taikytas substratinis buferis (Rosenberg, 2005) su NaCl (17 mM),
CaCl, (10 mM) bei ZnCl, (10 pM) igalino nustatyti kolagenolizini aktyvuma nespecifinémis
salygomis, o kadangi kolageno zimografijai né viename metodo etape netaikyti reduktoriai,
U32.002 galéjo formuoti homodimerus. Sio specifiskumo testavimui taikyta inkubavimo
temperatira (50 °C) pasirinkta, atsizvelgus i U32.002 struktirinio termostabilumo ivertinimo
rezultatus.

Gauti U32.002 peptidazés su signaline/pro seka kolageno zimografijos rezultatai - identifikuotas
kolagenolizinis aktyvumas - leidZia teigti, jog E. coli BL21 (DE3) ekspresuotas fermentas igyja
pakankamai natyvia konformacija, uZtikrinan¢ia kolagenolizinio specifiSkumo raiska. Kolageno
zimograminio gelio (14 pav.) analizeé leidzia teigti, jog U32.002 peptidazé¢ geba demonstruoti
proteolizini potenciala tik esant dimerizuotai biiklei. U32.002 elektroforetiniame profilyje
kolagenolizés zonos detektuotos tik vir§ ~120 kDa. U32.002 monomeras nesugebéjo skaidyti
kolageno - kolagenolizés zonos neidentifikuotos ties 50 kDa. Iki Siol biochemiskai charakterizuoty
U32 Seimos peptidaziy kolagenolizinio aktyvumo nustatymui kolageno zimografija nebuvo taikyta.

Charakterizuotos U32 peptidazés demonstruoja neabejoting, taciau ,,vangy“ kolagenolizini
aktyvuma (Aoki et al., 1993). Si apibendrinima atitinka ir U32.002 i§ G. lituanicus DSM 15325
kolagenolizinio aktyvumo jvertinimas - vir§ ~120 kDa detektuotos kolagenolizés zonos néra
intensyviai iSreikstos.

Detektuotas kolagenolizinio aktyvumo faktas, atsizvelgus i aktyvumo analizés salygas, taip pat
leidzia teigti, jog U32.002 i§ G. lituanicus DSM 15325" néra badingas prisijungimo prie kolageno

domenas, kurio veikimui bitinas joniniy rySiy sudarymas su kolageno natyvia superspirale.
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Jungimosi prie kolageno domenas biidingas daugeliui charakterizuoty kolagenaziy, taciau identiSka
funkcija uztikrinantys domenai, skirtingose kolagenazése skiriasi tiek struktiira, tiek veikimo
mechanizmu (Lee ef al., 2005). Tuo atveju, kuomet kolageno atpazinimo domeno veikimui bitinas
joniniy rysiy formavimas, aplinkoje esant Na" jony domenas nesugeba ,,atpazinti* kolageno (Itoi et
al., 2006). Tikslingai nustatyti, ar U32 peptidazés struktiiroje egzistuoja jungimosi prie kolageno
domenas, bandyta tik karta, bet U32.003 pogrupio peptidazéje 1S S. mutans $is domenas nebuvo
nustatytas (Han et al., 2006). Visgi kolagenolizinis aktyvumas buvo identifikuotas, kas leidzia
suformuluoti prielaida, jog U32.002 budingas savitas kolageno atpazinimo bei jungimosi prie
substrato mechanizmas.

Svarbu pazyméti, jog U32.002 kolagenolizinio aktyvumo vertinimas atliktas nuo ekspresuotos
peptidazés nepaSalinus histidino afiniSkumo inkaro, lokalizuoto polipeptido N-gale. Kaip
demonstruoja gauti rezultatai, papildoma nenatiirali ar. seka ledzia formuotis homodimerams bei
skaidyti natyvy I tipo kolagena. Visgi rezultaty lyginimas tarp kolagenolizinio aktyvumo
intensyvumo, taikant U32.002 preparata su afiniSkumo inkaro bei be jo, leis detaliai nustatyti, ar i
nenattrali sritis gali turéti jtakos katalizinio potencialo raiSkos parametrams.

Atlikta U32.002 peptidazés substratinio specifiSkumo analizé leidzia teigti, jog U32.002
universaliomis inkubavimo salygomis nesugeba hidrolizuoti zelatinos, albumino, kazeino, elastino
bei keratino. Substratinio specifiSkumo ivertinimas buvo vykdomas be inkubavimo parametry
atrinkimo ir optimizavimo, kas galéjo itakoti gautus rezultatus - proteolizinio aktyvumo raiskai
pries konkrety testavimui naudota substrata detektuoti nebuvo palankiy salygu. Atsizvelgiant {
akcentuota teiginj, visgi galima teigti, jog U32.002 - labai specifiné¢ peptidazé. Kazeinolizinis
aktyvumas analizuotas tik PrtC (U32.001 pogrupis) peptidazés atzvilgiu - jis nebuvo nustatytas
(Otogoto ir Kuramitsu, 1993). Si peptidazé taip pat nesugebéjo hidrolizuoti Zelatinos (Kato et al.,
1992). Tuo tarpu PrtC ortologas, sukeliantis kaciy periodontita Zelatina hidrolizuoja (Norris ir Love,
2000). Albuminolizinio, elastinolizinio bei keratinolizinio aktyvumy testavimas iki §iol nebuvo
taikytas U32 peptidaziy Seimos atstovy atzvilgiu.

Analizuojant U32.002 substratini specifiSkuma, buvo svarbu nustatyti, ar §i peptidazé¢ geba
proteolizuoti kitus fibrilinius baltymus nei kolagena. Neidentifikavus elastinolizinio bei
keratinolizinio aktyvumuy, taip pat pagrindZiama prielaida, jog U32.002 - kolageno hidrolizei
specifiSka peptidazé. Daugelis iSsamiai aprasyty kolagenaziy, net jei pasiZymi placiu substraty
proteolizés spektru, nesugeba proteolizuoti kity nei kolagenas fibrilinés struktiiros baltymy (Suzuki

et al.,2000).
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ISVADOS

1. Vienakopijinis G. lituanicus DSM 153257 U32.002 peptidazés genas konstitutyviai
transkribuojamas eksponentinés augimo fazés metu, kamieng auginant mM9, esant pH 6,5 (50
mM MES-NaOH), o temperatirai - 60 °C. Vélesnése augimo fazése transkripcija nevyksta,
aptinkamas nebaigtas degraduoti U32.002 geno transkriptas.

2. Naudojant ekspresijos kamiena E. coli BL21 (DE3) i pET28c(+), pavyko klonuoti U32.002
gena su bei be signalinés/pro sekos. Pirmuoju atveju tikslinis baltymas iSlieka tirpioje

citoplazminéje frakcijoje bei geba igyti natyvia konformacija, antruoju - iSkrenta { nuosédas.
3. U32.002 peptidazés su signaline/pro seka struktiirini termostabiluma didina Zn®" jonai.

4. Maksimali tikslinio baltymo su bei be signalinés/pro sekos iSeiga pasiekiama, E. coli BL21
(DE3) kultivuojant LB, indukuojant 0,5 mM IPTG ir auginant 4 val. 37 °C, indukcija atliekant
kulturai pasiekus 0,6 OTggo.

5. U32.002 peptidazes su signaline/pro seka formuojamas homodimeras geba proteolizuoti natyvy

I tipo kolagena, esant 50 °C, pH 7,4 (50 mM TRIS-HCI).
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Master thesis
SUMMARY

Collagens are one of the most important proteins including their functions and biotechnological
application. The biotechnological application of collagens wouldn‘t be possible without the process
of collagenolysis which is catalysed by collagenolytic peptidases. The aim of this work was to
perform transcriptional analysis of U32.002 (Helicobacter-type) collagenolytic peptidase gene and
its cloning as well as basic analysis.

The analysis of U32.002 peptidase gene transcription was performed after the extraction of total
RNA from G. lituanicus DSM 15325" cells that were in two different stages of growth. Reverse
transcription assays were performed after total RNA extraction. After the process of reverse
transcription samples of cDNA were used for the diagnostic PGR that was carried out by using five
different primers. This gene was cloned with and without putative signal/pro sequence in order to
produce the preparation of U32.002 peptidase. Full sequence of U32.002 peptidase gene was cloned
into pTZ57R/T and then into the expression vector pET28c(+). U32.002 gene without putative
signal/pro sequence was cloned into pJET1.2, and then into pET28¢c(+). SDS-PAGE and MALDI-
TOF analyses were performed in order to determine the fact of expression in E. coli BL21 (DE3).
Full scale expression optimisation was performed, as well. The influence of calcium and zinc ions
to the structural stability of U32.002 peptidase with putative signal/pro sequence was analysed. The
collagenolytic activity of U32.002 peptidase was analysed by using zymography of native collagen,
type L

The U32.002 peptidase of G. lituanicus DSM 15325" is transcribed constitutively during the
exponential phase of growth, whereas only fragments of U32.002 gene transcript are observed in
the later growth phases.

It is evident that zinc ions increase structural thermostability of U32.002.

The homodimer of U32.002 peptidase with putative signal/pro sequence was able to digest
native type I collagen at 50 °C; pH 7.,4.
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