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1 Santrumpy sarasas

AMP — antimikrobiniai peptidai

MCS — multikloninis saitas

RBS — ribosomos prisijungimo vieta

ACN — acetonitrilas

TFA — trifluoracto rugstis

DNR — deoksiribonukleortigstis

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

OT — optinis tankis

IPTG - izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidazé

GBE — grubus bakteriocino ekstraktas

NDS-PAGE - natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
RP-HPLC — atvirkstiniy faziy auksto slégio skysciy chromatografija.
MS — masiy spektrometrija

MS/MS — tandeminé masiy spektrometrija

GS-MS — dujy chromatografija



2 Jvadas

Gamtoje didelé jvairové organizmy tokiy kaip: augalai, gyvinai, vabzdziai, bakterijos ar
grybai, produkuoja ir sekretuoja bioaktyvias medziagas, kurios pasizymi antimikrobinémis
savybémis. Vienos i§ tokiy medziagy yra antimikrobiniai peptidai (AMP). Pastarieji sulauké
didelio démesio, dél savo potencialaus panaudojimo jvairiose pramonés Srityse, kaip galima
alternatyva jprastiems antibiotikams. Bakteriocinai yra AMP, kurie yra sintezuojami
ribosomy ir produkuojami bakterijose. Sie peptidai pasizymi didele jvairove savo
molekulinés masés dydziy, struktiary, veikimo mechanizmy, antibakteriniy spektry,
producento imuniteto mechanizmy, savo paties produkuojamam bakteriocinui, bei taikiniy-
receptoriy. Siuo metu, didéjant antibiotikams atspariy bakterijy skai¢iui, bakteriocinai tapo
ypa¢ patrauklis tyrimy objektai. Bakteriocinai, kaip alternatyva antibiotikams, turi
potencialo pritaikymui ne tik medicinoje ar veterinarijos srityje, bet taip pat ir maisto

pramongéje, kontroliuojant maistg gadinancius ar patogeninius mikroorganizmus.

Pirmg karta bakteriocinai mokslingje literatiiroje buvo paminéti tyré¢jo A. Gratia 1925 m.,
kuomet buvo aprasytas antagonistinis augimo poveikis tarp skirtingy Escherichia coli
bakterijy. Bakteriocinai buvo pavadinti ,kolicinais®, kad atspindéty juos produkuojantj
organizmg. PrieSingai nei gramneigiamy bakterijy, gramteigiamy bakterijy bakteriocinai
dazniausiai yra mazos molekulinés masés peptidai (<10 kDa). Dauguma jy pirmiausiai
susintetinami ribosomy kaip pirmtakai, o tik tada, po peptido transliacijos, yra
modifikuojami, kad jgyty antibakterinj aktyvuma. Peptidy potransliacinés modifikacijos
suteikia jiems specifiniy cheminiy savybiy, kuriy netur¢jo prie§ modifikavimg. Be to,
potransliacinés modifikacijos pasitarnauja, kaip mechanizmas, kontroliuojantis ir
aktyvuojantis peptido antibakterines savybes, ir tuo paciu apsaugantis producentg nuo savo
paties susintetinto bakteriocino. Sie antibakteriniai peptidai pasizymi antimikrobiniu
aktyvumu pries kitas bakterijas, kurios priklauso tai paciai rasiai kaip ir producentas (siauro
veikimo spektro) arba kurios yra filogenetiskai tolimos producentui (plataus veikimo

spektro).



Siuo metu naujausia bakteriociny Klasifikacija (1 pav.) yra sukurta Alvarez-Sieiro et al.
(2016). Ji pritaikyta LAB bakteriocinams, ta¢iau tinkama ir kity bakterijy bakteriocinams.
Remiantis $ia klasifikacine sistema bakteriocinai yra skirstomi j tris pagrindines klases, 0

pastarieji j poklasius:

e I klasé — po transliacijos modifikuojami bakteriocinai. Tai mazesni nei 10 kDa
peptidai, kurie po transliacijos yra modifikuojami. Sie bakteriocinai struktirigkai
susideda 1§ lyderinés sekos bei Serdinio peptido sekos. Lyderiné seka tarnauja kaip
atpazinimo motyvas modifikacijg atlieckantiems fermentams, transportui ar islaiko
peptida neaktyvy.

e II klasé — nemodifikuoti bakteriocinai. Siai grupei priskiriami maZesni nei 10 kDa
peptidai, kurie neturi potransliaciniy modifikacijy. Peptido subrendimui, kuomet
jgyjama galutiné struktiirg bei peptidas tampa aktyviu, néra reikalingi modifikacijos
fermentai, iSskyrus peptidazg, kuri nukerpa lydering seka, ir/arba bakteriocino
transporter], reikalingg peptido sekrecijai.

o III klasé — dideli nemodifikuoti bakteriocinai. Tai didelés molekulinés masés (>10

kDa) bakteriocinai, neturintys potransliaciniy modifikacijy.

Bakteriocinai taip pat gali atlikti ir tarplasteliniy signaliniy molekuliy funkcija. Yra
iSkelta prielaida, jog producentui esant natiiralioje ekologinéje aplinkoje, pirmine
bakteriociny funkcija néra zudyti kitas bakterijas. Manoma, kad natiiralios bakteriociny
koncentracijos, juos produkuojan¢ioms bakterijoms jprastose salygose, yra salyginai
nedidelés. Tuo tarpu, literatiiroje yra gausu pavyzdziy, parodanciy, kaip bakteriocinai
atlieka jvairias reguliacines funkcijas, jskaitant jy paéiy sinteze. Zvelgiant i§ evoliucinés
perspektyvos, yra logiSkiau, jog jie veikia kaip prevenciné priemoné ir slopina kity
bakterijy jsitvirtinimg, Sioms formuojant biopléveles bakteriocino producento
ekologinéje niSoje. Tokiu atveju, labiau tikétina, jog jy funkcija, esant mazoms
bakteriocino koncentracijoms, yra signalo perdavimas bei kity bakterijy augimo

slopinimas, nei pastaryjy zudymas, esant dideléms bakteriocino koncentracijoms.
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1 paveikslas. Bakteriociny klasifikacija pagal Alvarez-Sieiro et al. (2016).

Siuo metu bakteriociny tyrimai yra labai aktualiis. Jie prapledia misy Zinias ir supratima
apie Siuos junginius, atskleidzia jy jvairove. Bakteriociny tyrimai leidzia atrasti naujus, iki
Siol nezinomus antibakterinius peptidus ar baltymus, padeda atskleisti jy veikimo
mechanizmus, suprasti jy biosintezés mechanizmus, potransliacines modifikacijas bei Kitas
vertingas jy savybes. Naujos Zinios gali pasitarnauti bakteriociny pritaikymui maisto ar
veterinarijos srityje bei medicinoje. Yra daugybé mikroorganizmy grupiy, kuriy

produkuojami bakteriocinai iki Siol nebuvo daug ir detaliai tyrin¢jami, todel jie galéty biiti



naujy bakteriociny Saltinis. Nauji bakteriocinai galéty turéti iki S$iol neZinomas
potransliacines modifikacijas, kurios suteikia peptidams vertingas savybes. Sios
modifikacijos bei jas vykdantys fermentai galéty pasitarnauti naujy bakteriociny ar kity

bioaktyviy peptidy su vertingomis savybémis sintezei.
Tyrimy tikslas

Naujy gramteigiamyjy termofiliniy endosporas formuojanciy bakterijy bakteriociny paieska,

biosintezé bei charakterizavimas.
UZduotys

* Identifikuoti naujus bakteriocinus, koduojamus termofiliniy Aeribacillus pallidus 8 ir
G. stearothermophilus 15 bakterijy kamieny genomuose, taikant bioinformatinés

analizés metodus.

» ISgryninti bakteriocinus, sintetinamus G. stearothermophilus 15 bakterijy kamieno, ir

nustatyti jy aminoriigs¢iy seka.
» Taikant heterologine raiska susintetinti bei charakterizuoti naujus bakteriocinus.

* Jvertinti potransliaciniy modifikacijy fermenty specifiSkumg savo substratams ir jy

pritaikymo galimybg¢ naujy bakteriociny heterologinei biosintezei E. coli lastelése.
Darbo aktualumas ir naujumas

Termofiliniy bakterijy bakteriociny tyrimai yra perspektyvi, ta¢iau menkai istirta sritis.
Daugumos zinomy termofiliniy bakterijy bakteriociny apraSymui triksta iSsamumo ir tik
keleto i§ jy aminorigi¢iy sekos yra nustatytos. Siame darbe yra aprasomi du nauji
bakteriocinai i§ termofiliniy endosporas formuojanciy Aeribacillus pallidus 8 ir Geobacillus
stearothermophilus 15 bakterijy kamieny. Naujas glikociny poklasio bakteriocinas buvo
identifikuotas 8 kamiene. Sis peptidas yra modifikuojamas po transliacijos, S-rysiu
prijungiant gliukoze prie Cys aminortigsties liekanos. Tokio tipo glikozilinimas yra ypac
retas bakterijy tarpe. Siame darbe pirma karta yra apraSoma glikociny heterologiné

biosintezé. Be to, buvo nustatyta, jog glikociny antibakteriniam aktyvumui pasireiksti néra



biitinas lyderinés sekos pasalinimas, ta¢iau glikozilinimas prie§ingai — bitinas. Siame darbe
naujai apraSyto glikocino biosintezés sistema pirmag karta sékmingai panaudota kity naujy
glikociny biosintezei. Sie rezultatai pagilina Zinias apie naujus, nedidelio ir mazai tyrinéto

glikociny poklasio bakteriocinus.

Tuo tarpu 1§ 15 bakterijy kamieno buvo iSskirtas ir i§grynintas naujas didelés molekulinés
masés bakteriocinas, priklausantis III bakteriociny klasei. Pastarieji, palyginus su kity klasiy
atstovais, nebuvo daug ir iSsamiai tyrinéti. Naujojo bakteriocino aminoriig§¢iy seka
nepasizymi reik§mingu panaSumu | jokig kito Zinomos funkcijos baltymo seka. Tolimesni
naujojo bakteriocino tyrimai galéty praplésti ir pagilinti Zinias apie III klasés bakteriocinus.
Sio darbo rezultatai suteikia galimybe ir palengvina naujy didelés molekulinés masés
bakteriociny paieska ateityje.

Ginamigji teiginiai

e Antibakteriniy peptidy, produkuojamy termofiliniy bakterijy, arba bakteriociny
sintez¢ koduojan¢iy geny Siose bakterijose tyrimai padeda atrasti naujus
bakteriocinus.

e Identifikuotas naujas po transliacijos modifikuojamas bakteriocinas, priklausantis
glikociny poklasiui, pasiZymintis stabilumu ir ypa¢ maza minimalia slopinancia
koncentracija. Tuo tarpu kitas naujas identifikuotas nemodifikuojamas didelés
molekulinés masés bakteriocinas nepasizymi sekos panasumu ] kitus zinomus
bakteriocinus.

e Pirmg karta pademonstruota glikocino biosintezé, panaudojant heterologing jo
biosintezeés geny klasterio raiSka kitame bakterijy kamiene.

e Glikociny potransliaciniai modifikavimo fermentai gali biiti panaudojami kity naujy

glikociny heterologinei biosintezei.



3 Metodai
3.1 Bakterijy kultiiry kultivavimo salygos

Termofilinés bakterijos augintos maitinamojo buljono (MB) terpéje (1 % triptono, 0,5 %
NaCl ir 0,5 % mesos ekstrakto). Kultiiros buvo saugomos suspendavus MB terpéje su
gliceroliu (10 %) -70/80 °C temperatiiroje. Termofiliniy bakterijy kultGros pirmiausiai buvo
atSvieZinamos, jas uzs¢jant ant agarizuotos MB terpés (1,5 % agaro). Bakteriociny
gryninimui ir i§skyrimui 15 kamienas augintas MB terpé¢je papildant ja druskomis: KCI —

0.07 pmol/L and MgCl2 — 1.1 pmol/L.
3.2 8ir 15 bakterijy kamieny antibakterinio poveikio spektro nustatymas

8 ir 15 kamieno antagonistinis poveikis prie§ kitas termofilines filogenetiskai artimas
bakterijas tikrintas agarizuotos terpés uzpylimo metodu. Antibakterines medziagas
produkuojantis kamienas uzséjamas ant agarizuotos MB terpés, Petri 1¢kStelés centre, ir
inkubuojama 55 °C temperatiiroje 16-18 val. Po to uzpilama agarizuota MB terpé su
inokuliuotu testuojamu kamienu, kurio optinis tankis (OT (600nm)) agarizuotoje terpéje
~0,04. Terpei sustingus lékstelé inkubuojama 55 °C temperatiiroje 16-18 val. Po inkubacijos

vertinama slopinimo zona aplink 1ékstelés centre uzséta tiriamajj kamiena.
3.3 Genominés DNR sekoskaita ir bioinformatiné analizé

Genominés DNR, i$skirtos i§ 8 ir 15 bakterijy kamieny, buvo siystos genomy sekoskaitai j
“GATC Biotech” (Vokietija), naudojant Illumina HiSeq 2000 technologija. Gautos sekos
surinktos ] kontigus, naudojantis Velvet programa, anotuotos RAST serveryje bei jkeltos i
NCBI duomeny bazg (identifikaciniai numeriai atitinkamai yra LVHY00000000 ir
LVHZ00000000).

Bakteriociny paieska tirtuose 8 ir 15 kamieno genomuose atlikta BAGEL3 serveryje. 8 ir 15
kamienai identifikuoti naudojantis Genomy atstumo skai¢iuoklés programa “Genome-to-
Genome Distance Calculator” (GGDC), kuri analizuoja genomus skaitmeninés DNR-DNR

hibridizacijos “digital DNA-DNA hybridization” (IDDH) metodu. 8 ir 15 kamieny genomai



lyginti su kity termofiliniy (Para)Geobacillus spp., ir Caldibacillus sp. bakterijy genomais,

rastais NCBI duomeny bazéje.
3.4 Antibakterinio aktyvumo matavimas

Antibakteriniam aktyvumui nustatyti buvo naudojamas Parageobacillus genomospecies 1
NUB36187 (BGSC 9A11) bakterijy kamienas. | iStirpintg (55° C) agarizuotga MB terpe
uzséjamas jautrus kamienas, kultiros OT (600 nm) terpéje ~0,04. Agarizuota MB terpé su
inokuliuotu jautriu kamienu ispilstoma j Petri 1éksteles. Terpei sustingus, joje iSkerpami
Sulin¢liai (~1 cm skersmens). Nustatinéjant bakteriocino aktyvuma difuzijos Sulinéliuose
metodu, j Sulinélius jpilama po 50 pl méginio, jj kiekvieng karta 2 kartus skiedziant MB
terpe. Nustatingjant bakteriocino aktyvuma laseliy metodu, ant agarizuotos terpés uzneSama
po 10 uL méginio. Lékstelés inkubuojamos termostate 60 °C temperatiiroje 16-18 val. Po
inkubacijos lékstelése vertinamos susidariusios slopinimo zonos. Bakteriocino aktyvumas
vertinamas sutartiniais vienetais mililitre (SV/mL), kuris apskai¢iuojamas formule 2"x1 mL
/ V. V — méginio tiris, N — didziausio bakteriocino skiedimo verté, kuomet dar matoma

slopinimo zona aplink Sulinél;.
3.5 Palidocino geny klasterio klonavimas, ekspresija ir bakteriocino gryninimas

Geny Kklasteris pal, susidedantis i§ geny palA, palS, palT, paldbA ir paldbB buvo
pagausintas PGR budu. Toliau, naudojant ,,USER Enzyme” (NEB) klonavimo rinkinj
iklonuotas ;] pBAD24 ekspresijos vektoriaus multikloninj saita (MCS) uZ promotoriaus ir
ribosomos prisijungimo vietos (RBS) vektoriuje. Gautas konstruktas pBAD?24-pal perkeltas
1 Escherichia coli BL21(DE3) raiskos kamieng. Bakterijy kulttira auginta 1 | modifikuotoje
MO terp¢je (NazHPO4x7H20 — 12.8 g/l, KH2PO4 — 3 g/l, NaCl — 0.5 g/l, NH4Cl — 1 g/I,
MgSO4 — 0.24 g/l, CaCl> — 0.11 g/l ir 4 ml glicerolio) 37 °C temperatiiroje, o pal geny
klasterio ekspresija indukuota kultiirai pasiekus OT ~0,6. Praéjus 16 val. po indukcijos
pradzios bakterijy kultira buvo nucentrifuguota. Bakteriocino gryninimui supernatantas
uzneSamas ant ,,Amberlite XAD16N* (Sigma-Aldrich) hidrofobinés poliaromatinés dervos,

0 peptidai eliuojami 100 % metanoliu. Toliau, eliuoti peptidai su bakteriocinu gryninami



katijony mainy chromatografijos metodu, naudojant NGC (Bio-Rad) skysciy
chromatografijos sistemg su ,,HiTrap SP HP 5 ml“ (GE Healthcare Life Sciences) kolonéle.
Méginio uzneSimui ant kolon¢lés naudotas 50 mM pieno rugsties buferis (pH 4,5), o peptidy
eliucijai - 50 mM pieno ragsties buferis su 300 mM NaCl (pH 4,5). Eliuoti peptidai gryninti
atvirkstinés fazés chromatografijos metodu (RP-HPLC), panaudojant ,,Agilent 1260 Infinity
LC* skys€iy chromatografijos sistemg Su ,,Jupiter Proteo®, C-12, 250x10 mm bei 250x4.6
mm kolonélémis (Phenomenex). Peptidai eliuoti 0.01 % trifluoracto ragsties (TFA) buferyje
keliant acetonitrilo (ACN) koncentracija linijiniu gradientu nuo 5 iki 60 %. Eliucijos
frakcijos analizuotos MALDI-TOF MS metodu bei tikrintas jy antibakterinis aktyvumas

laSeliy metodu. Frakcijos su iSgrynintu palidocinu saugotos -80 °C temperatiiroje.

3.6 Glikociny prekursoriy bei palS, palT ir palST geny klonavimas j ekspresijos

vektorius

Genas palA, koduojantis palidocino prekursoriaus peptidg, buvo padaugintas PGR budu ir,
panaudojant restrikcijos endonukleazes bei T4 ligazg, jklonuotas | pRSFDuet-1 ekspresijos
vektoriaus MCS. Taikiniui specifinés mutagenezés biidu, naudojant fosforilintus (5°-gale)
pradmenis, konstruktas pRSFDuet-1-palA padaugintas PGR metodu ir j jj jterpta DNR seka,
koduojanti His7 inkarg peptido C-gale. Panaudojant T4 ligazg, PGR produktas suliguotas,
tuomet gautas naujas konstruktas pRSFDuet-1-palA-his, koduojantis palidocino pirmtaka su

His7 inkaru peptido C-gale.

Sintetiniai genai, koduojantys glikociny pirmtakus peptidus su His6 inkaru peptido C-gale:
sublancinas 168 (sunA-his), glikocinas F (gccF-his), enterocinas F4-9 (enfA4-9-his), Hypl
(hypl-his) ir Hyp2 (hyp2-his), buvo uzsakyti ,,GenScript“ jmonéje. Genai susintetinti
pUC57 vektoriuje su optimizuotais kodonais E. coli bakterijai. Glikociny genai perklonuoti
I pRSFDuet-1 ekspresijos vektoriaus MCS, naudojant restrikcijos endonukleazes ir T4
ligaze. Gauti pRSFDuet-1 konstruktai koduojantys genus sunA-his/gccF-his/enfA4-9-
his/hyp1-his/hyp2-his.

Taikiniui specifinés mutagenezés bidu, panaudojus fosforilintus (5°-gale) pradmenis,

konstruktai pRSFDuet-1-hyp1-his ir pRSFDuet-1-hyp2-his padauginti PGR metodu ir i8 jy



pasalintos DNR sekos, koduojancios peptidy lyderines sekas. Panaudojant T4 ligaze PGR
produktai suliguoti ir gauti nauji konstruktai pRSFDuet-1-core_hypl-his ir pRSFDuet-1-
core_hyp2-his, kurie koduoja Hypl ir Hyp2 numanomy glikociny peptidus be lyderiniy
seky (Serdiniai peptidai) ir su His6 inkaru peptidy C-galuose.

Genai palS, palT padauginti PGR buidu ir, panaudojant Quick-Fusion Cloning Kit (Bimake)
klonavimo rinkinj, jklonuoti j pBAD24 ekspresijos vektoriaus MCS. Gauti pBAD24
konstruktai, koduojantys genus palS/palT/palST.

3.7 Glikociny pirmtaky ekspresija kartu su palS, palT ir palST genais

E. coli BL2I(DE3) lastelés transformuotos pRSFDuet-1 ekspresijos vektoriumi,
koduojanciu palA-his/sunA-his/gccF-his/enfA4-9-his/hypl-his/hyp2-his/core_hypl-
his/core_hyp2-his genus, bei ekspresijos vektoriumi pPBAD24, koduojanéiu palS/palT/palST
genus, buvo auginamos 100 ml LB terpéje 37 °C temperatiiroje su aeracija. Kuomet lgsteliy
OT (600 nm) pasieké ~0,6, geny ekspresija buvo indukuota arabinoze bei IPTG. Praéjus 4
val. po indukcijos pradzios, lastelés nucentrifuguotos ir suspenduotos buferyje A (20 mM
NaH2POs, 500 mM NaCl, pH 7.4). core_hypl-his ir core_hyp2-his genai ekspresuoti tik su
palS, o jy indukcija vykdyta 7 val. Lasteliy suspensija suardyta sonikatoriumi, tuomet
méginys vél nucentrifuguotas. Atskyrus supernatantg (tirpi lasteliy frakcija), nuosédos
(netirpi lasteliy frakcija) buvo suspenduotos buferyje A su 6 M guanidino-HCI. Istirpinus
nuosédas peptidai gryninti ,,NGC* (Bio-Rad) skys¢iy chromatografijos sistema naudojant
,,HisTrap FF 1 ml*“ (GE Healthcare Life Sciences) Ni?* afininés chromatografijos kolonéleg.
Baltymai eliuoti i§ kolonélés buferiu B (20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 500 mM
imidazolo, 4 M guanidino-HCI, pH 7,4). Toliau, méginys grynintas atvirkstinés fazés
chromatografijos metodu (RP-HPLC) su “Agilent 1260 Infinity LC” skys¢iy
chromatografijos sistema, naudojant “Jupiter Proteo®, C-12, 250x10 mm (Phenomenex)
kolonéle. Peptidai i§ kolonélés eliuoti 0,01 % TFA buferiu, keliant ACN koncentracija
linijiniu gradientu nuo 5 % iki 60 %. Eliucijos frakcijos analizuotos MALDI-TOF MS

metodu bei tikrintas jy antibakterinis aktyvumas laseliy metodu.



Genai core_hyp1-his ir core_hyp2-his ekspresuoti tik su palS, o jy indukcija vykdyta 7 val.
Susintetinty peptidy gryninimas vyko tokiu paciu principu, kaip ir kity, pries tai analizuoty
peptidy, su papildomu RP-HPLC gryninimo etapu, naudojant ,Jupiter Proteo™, C-12,
250%4.6 mm (Phenomenex) kolonéle. Eliucijos frakcijos analizuotos MALDI-TOF MS

metodu bei tikrintas jy antibakterinis aktyvumas laseliy metodu.
3.8 Baltymy gryninimas amonio sulfatu

15 kamieno naktiné kultira, auginta MB terpéje 55 °C temperatiiroje, 200 aps./min.,
inokuliuota j Sviezig MB terp¢ santykiu 1:100. Toliau bakterijy kultira auginta tomis
paciomis salygomis iki 7 val. Tuomet lgstelés nucentrifuguotos, o supernatante iki 80 %
prisotinimo istirpintas amonio sulfatas. Po 2-3 val. maiSymo tirpalas nucentrifuguotas,
supernatantas nupiltas, o nuosédos suspenduotos buferyje A (25 mM tris-HCI, pH 8) ir
dializuotos dializés maiSelyje “SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO” (Thermo Fisher
Scientific) tame paciame buferyje pagal gamintojo rekomendacijas. Po dializés gautas

grubus bakteriocino ekstraktas (GBE) buvo saugomas -20 °C temperatiiroje.

3.9 Bakteriociny, produkuojamu 15 bakterijy kamieno, gryninimas

chromatografiniais metodais

Po GBE isskyrimo, jame esantys bakteriocinai, gryninti jony mainy chromatografija. GBE
uznestas ant anijony mainy chromatografijos kolonélés UNO Q6, 12x53 mm, 6 ml (Bio-
Rad). Baltymai i$ kolonélés eliuoti buferyje A (25 mM tris-HCI, pH 8) linijiniu gradientu
keliant NCI koncentracija iki 1 M. Antibakterinis aktyvumas tikrintas eliucijos frakcijose

bei frakcijoje su neprikibusiais baltymais (méginys pratekejes pro kolon¢le) laseliy metodu.

Eliucijos frakcijos, kuriose pastebétas antibakterinis aktyvumas po gryninimo anijony
mainy chromatografija, dializuotos dializés maiSelyje ,,SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K
MWCO” buferyje B (25 mM natrio-citratinis, pH 3.8). Dializuotas méginys uzneStas ant
katijony mainy chromatografijos kolonélés UNO S6, 12x53 mm, 6 ml (Bio-Rad). Baltymai
eliuoti buferyje B linijiniu gradientu keliant NaCl koncentracijg iki 0,5 M. Antibakterinis

aktyvumas tikrintas eliucijos frakcijose laseliy metodu.



Eliucijos frakcijos, kuriose identifikuotas antibakterinis aktyvumas po gryninimo katijony
mainy chromatografija, dializuotos dializés maiselyje ,,SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K
MWCO” buferyje C (15 mM MES pH 6.5 ir 2 M amonio sulfato). Dializuotas meéginys
uznestas ant “Bio-Scale MT5 kolonélés, 10 x 64 mm (Bio-Rad), uzpildytos ,,Macro-Prep,
methacrylate-based (HIC)*“ hidrofobiniy sgveiky chromatografijos derva (Bio-Rad).
Baltymai eliuoti buferyje C linijiniu gradientu mazinant amonio sulfato koncentracija iki 0

M. Antibakterinis aktyvumas tikrintas eliucijos frakcijose laseliy metodu.

Po gryninimo anijony mainy chromatografija frakcija, su neprikibusiais baltymais,
dializuota dializés maiselyje ,,SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO” buferyje D (25
mM MES pH 6.5). Dializuotas méginys uzneStas ant katijony mainy chromatografijos
kolonélés UNO S6, 12x53 mm, 6 ml (Bio-Rad). Baltymai eliuoti buferyje D linijiniu
gradientu keliant NaCl koncentracijg iki 0,5 M. Antibakterinis aktyvumas tikrintas eliucijos

frakcijose laSeliy metodu.
3.10 Baltymuy elektroforetiné analizé skirstant baltymus pagal molekuling mase

GBE ir eliucijos frakcijos po chromatografinio gryninimo buvo analizuojamos
glicino/tricino-NDS-PAGE metodu. Po elektroforezés gelis 2-3 val plaunamas fiksavimo
tirpale 25% izopropanolio, 10% acto rugsties ir 50% H20), po to 1-2 val plaunamas H.O ir
perpjaunamas j dvi dalis. Viena dalis buvo daZzoma ,,PageBlue Protein Staining Solution”
(Thermo Fisher Scientific), kita gelio dalis uZpilama agarizuota MB terpe su inokuliuotu
jautriu kamienu (galutinis kulttiros OT (600 nm) ~0,4). Terpei sustingus, 1ékstelé su uzpiltu
geliu inkubuojama termostate 55 °C temperatiiroje per naktj. Po inkubacijos léksteléje
vertinamos inhibicijos zonos. Lékstelé su inhibicijos zonomis lyginama su dazytu geliu ir

nustatoma bakteriociny molekuliné masé.

3.11 Bakteriocinuy, produkuojamy 15 bakteriju kamieno, dvikrypté elektroforetiné

analizé

Bakteriocinai, po gryninimo chromatografijos metodais, analizuoti elektroforetine analize,

iSskirstant juos pagal izoelektrinj taska. Prie§ analiz¢ méginiuose esantys baltymai



sukoncentruoti iSsodinant juos metanoliu/chloroformu. Tuomet, baltymy nuosédos
iStirpintos méginio uznesimo buferyje ir méginys paskirstytas ant ,,ReadyStrip IPG Strips”,
24 cm, pH 3-10 (Bio-Rad) strypeliy. Kitame strypelyje paskirstytas méginys su baltymy
standartais “IEF Standards” (Bio-Rad). Strypeliai analizuoti elektroforezés budu pagal
gamintojo rekomendacijas. Po elektroforetinés analizés strypelis su standartais dazytas
“PageBlue Protein Staining Solution* (Thermo Scientific). Vienas i$ strypeliy su méginiu
Petri 1éksteléje buvo uzpiltas agarizuota MB terpe su inokuliuotu jautriu kamienu (galutinis
kulttiros OT (600 nm) ~0,4). Terpei sustingus, 1ékstelé su strypeliu inkubuota termostate 55
°C temperatiiroje per naktj. LéksStel¢je su strypeliu, vir§ kurio atsirado inhibicijos zonos,
lyginama su strypeliu, kuriame analizuoti baltymy standartai. Kitas strypelis, su méginiu po
izoelektrinio fokusavimo, toliau analizuotas baltymy elektroforezés biidu, baltymus
paskirstant pagal molekuling mas¢ (NDS-PAGE). Po Sios analizés gelis buvo dazytas
“PageBlue Protein Staining Solution®. Baltymas, kuris atitinka bakteriocino molekuline
mas¢ dazytame gelyje ir inhibicijos zong léksteléje su strypeliu, buvo iskirptas i§ gelio ir

pateiktas masés spektrometrijos analizei MS/MS metodu.
3.12 Geno geo26, koduojancio geobaciling 26, klonavimas ir heterologiné ekspresija

Genas geo26 buvo padaugintas PGR biidu ir jklonuotas 1 pBAD24 ir pNZ8048 ekspresijos
vektoriy MCS, panaudojant restrikcijos endonukleazes ir T4 ligazg. Gauti konstruktai
pBAD24-ge026 ir pNZ8048-geo26, atitinkamai transformuoti § E. coli BL(DE3) ir

Lactococcus lactis NZ9000 raiskos kamienus.

E. coli BL21(DE3) bakterijy kultiira, transformuota konstruktu pBAD24-geo26, buvo
auginta LB terpéje 37 °C temperattroje esant 200 aps./min. Po 16-21 val. auginimo kulttra
buvo perséta (1:100) j Sviezig 20 ml LB terpe ir auginta 37 °C temperatiroje esant 200
aps/min. Kuomet lasteliy OT pasieké ~0,6, geo26 geno ekspresija buvo indukuota
arabinoze. Praéjus 4 val po indukcijos pradzios, 5 ml lasteliy kultiros buvo nucentrifuguota
ir suspenduota 0,3 ml 50 mM tris-HCI pH 8 buferyje. Lasteliy suspensija sumaiSyta su

stikliniais rutuliukais (0.1 mm diametro) ir Igstelés mechaniskai suardytos pulsuojanc¢iame



mikseryje. Gautas lasteliy lizatas nucentrifuguotas, tuomet patikrintas supernatanto

antibakterinis aktyvumas difuzijos Sulinéliy metodu.

Geno geo26 ekspresija buvo vykdoma taip pat ir Lactococcus lactis bakterijose, taikant
»NICE Expression System* ekspresijos sistemg (MoBiTec GmbH) pagal gamintojo
rekomendacijas. L. lactis lastelés, transformuotos konstruktu pNZ8048-ge026, augintos
MG-17 terpéje 30 °C temperatiiroje be aeracijos. Po 16-21 val. kulttra perséta (1:100) j
Sviezig MG-17 terpg ir toliau auginta 30 °C temperatiiroje be aeracijos. Kuomet bakterijy
kultira pasiek¢é OT ~0,6, geno geo26 ekspresija indukuota nizinu. Pra¢jus 4 val. po
indukcijos lastelés surinktos ir suardytos tokiu paciu principu kaip ir prie$ tai E. coli

lastelés. Supernatante patikrintas antibakterinis aktyvumas difuzijos Sulinéliuose metodu.

4 Rezultatai

4.1 8ir 15 kamieny dalinis identifikavimas ir antibakterinio spektro nustatymas

Siame darbe buvo naudoti termofiliniai 8 ir 15 bakterijy kamienai i§ Vilniaus universiteto,
Gamtos moksly centro, Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros mikroorganizmy
kolekcijos. Siy kamieny daliné identifikacija buvo atlikta panaudojus 16S rDNR sekoskaita.
Remiantis 16S rDNR seka nustatyta, kad 8 kamienas priklauso Aeribacillus genties
bakterijoms, tuo tarpu 15 kamienas — Geobacillus genciai. Naudojant agarizuotos terpés
uzpylimo metoda, buvo parodyta, jog 8 kamienas pasizymi pladiu, o 15 kamienas siauru
antibakterinio  veikimo  spektru  prie§ termofilines  bakterijas, priklausancias

(Para)Geobacillus ir Anoxybacillus gentims (1 lentelé).



1 lentelé. 8 ir 15 bakterijy kamieno antibakterinis poveikis prie§ Parageobacillus spp. Geobacillus spp.
Anoxybacillus sp. ir Aeribacillus sp. bakterijy kamienus. Antibakterinis aktyvumas yra (+); antibakterinio
aktyvumo néra (-); mazas antibakterinis aktyvumas (). 8 ir 15 bakterijy kamieny antibakterinis aktyvumas
nustatytas naudojant agarizuotos terpés uzpylimo metoda.

Antibakteriniu aktyvumu

Antibakterinio aktyvumo identifikavimui pasiZymintis kamienai

naudoti kamienai

Kamienas 8 Kamienas 15
P. toebi DSM 145907 + -
P. thermoglucosidans DSM 25427 + -
P. genomospecies 1 NUB36187 (BGSC 9A11) + +
G. thermodenitrificans DSM 4657 + -
G. thermocatenulatus DSM 15378 + -
G. thermoleovorans DSM 53667 + +
G. lituanicus DSM 153257 + -
G. stearothermophilus DSM 227 + +
G. jurassicus DSM 157267 + +
G. subterraneus DSM 135527 + +
G. thermoleovorans HTA426 + -
A. tepidamans DSM 163257 + +
A. pallidus DSM 36707 - -
Kamienas 15 + -
Kamienas 8 + -

4.2 Genominés DNR sekoskaita ir bioinformatiné analizé

Siame darbe 8 ir 15 bakterijy kamieny genominés DNR buvo isskirtos ir pateiktos
sekoskaitai, panaudojant Illumina HiSeq 2000 sistemg. 8 ir 15 kamieny genomy sekos
(LVHY00000000 ir LVHZ00000000, atitinkamai) analizuotos Genomy atstumo skaic¢iuokle
— ,,Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC), panaudojant skaitmeninés DNR-
DNR hibridizacijos metodikg — ,,digital DNA-DNA hybridization” (dDDH). Remiantis Sia
analize 8 kamienas buvo identifikuotas kaip Aeribacillus pallidus rasis, o 15 — Geobacillus

stearothermophilus rasis.



Siekiant rasti Siuose bakterijy genomuose genus, koduojancius bakteriocinus bei jy
biosintezéje dalyvaujancius fermentus, genomy sekos analizuotos BAGEL4 serveryje.
Remiantis §ia analize 15 kamieno genome nebuvo aptikta jokiy Zinomy bakteriociny bei jy
biosintez¢ koduojanc¢iy geny. Tuo tarpu 8 kamiene buvo aptikta keletas geny klasteriy, kurie

koduoja baltymus, numanomai atsakingus uz bakteriociny biosinteze.

Vienas i§ geny klasteriy (2 pav.), identifikuoty 8 kamiene, kodavo baltymus, kurie turéjo
38-53 % seky panasumg | sublancino 168 biosintezéje dalyvaujanciy baltymy sekas.

Sublancinas 168 yra po transliacijos modifikuojamas bakteriocinas, priklausantis glikociny

I ! -

palA palsS palT paldbA paldbB

poklasiui.

2 paveikslas. Geny klasteris pal, atsakingas uz palidocino biosinteze. Geny klasterio ilgis 4805 bp.

Nauja glikocing, kurj pavadinome palidocinu, koduojantis geny klasteris pal, susideda i§ 5
geny. Pastarieji koduoja: 61 aminortigsties grandinés ilgio bakteriocino pirmtako peptida
PalA; glikoziltransferazg PalS; bakteriocino lyderio peptidazg/transporterj PalT; bei
dislufidiniy tilteliy susidaryme dalyvaujanéiy baltymy pora PaldbA ir PaldbB. Sis geny

klasteris ir jo koduojami baltymai buvo pasirinkti tolimesniems darbams.

4.3 Palidocino biosintezés geny klasterio klonavimas ir raiska

Geny klasteris pal, koduojantis visa palidocino biosintezés sistema, buvo padaugintas PGR
metodu ir jklonuotas | pBAD24 raiskos vektoriy. Palidocino biosintezés sistemos ekspresija
buvo vykdoma E. coli BL21(DE3) raiskos kamiene, indukuojant arabinoze. Susintetintas
antibakterinis peptidas palidocinas buvo iSgrynintas i§ terpés supernatanto, naudojant
hidrofobiniy sgveiky, katijony mainy bei atvirkstinés fazés chromatografijos metodus (RP-

HPLC). ISgrynintas bakteriocinas pasizymé¢jo antibakteriniu aktyvumu (3 pav.)
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3 paveikslas. Bakteriocino gryninimo chromatograma RP-HPLC metodu. Chromatogramoje
pazymeétas peptido eliucijos pikas, pasizymintis antibakteriniu aktyvumu prie$ P. genomospecies
1 NUB36187 (BGSC 9A11).

4.4 Palidocino charakterizavimas

ISgrynintas palidocinas toliau buvo analizuojamas masiy spektrometrijos (MS) metodais.
MS analizé¢ padéjo nustatyti tikslia palidocino molekuling mase bei potransliacines
modifikacijas. Teoriné palidocino masé (monoizotopiné), apskaiiuota pagal peptido
aminortigsciy seka, yra 4061,76 Da. Analiz¢ naudojant LC-ESI-MS metoda parode¢, jog
iSgryninto natyvaus peptido molekuliné masé (monoizotopiné) yra 4219,79 Da (4a pav.).
Tuo tarpu palidocino, kuris paveiktas TCEP, siekiant redukuoti disulfidinius tiltelius,
molekuliné masé (monoizotopiné) — 4223,82 Da (4b pav.). Remiantis $iais masiy skirtumas,
galima teigti, jog palidocinas turi du disulfidinius tiltelius -4 Da, bei +162 Da. Detalesné
peptido analizé¢ naudojant LC-ESI-MS/MS metoda parodé¢, kad Cys25 (Serdinis peptidas)
turi +162 Da potransliacing modifikacijg. Pastaroji, vertinant molekuling masg, teoriskai
atitinka heksozés liekana, prijungta S-rySiu prie Cys25 aminoragsties lickanos. Siekiant
nustatyti, ar Cys25 yra glikozilintas ir identifikuoti heksozés molekule, palidocinas buvo
analizuotas dujy chromatografijos metodu (GC-MS). Si analizé parodé, kad peptido
sudétyje yra gliukozés (5 pav.), kuri ir buvo prijungta S-rysiu prie Cys25 aminoriigsties
liekanos. Remiantis Siais duomenimis bei PSIPRED programos skai¢iavimais schemoje yra

pateikta teoriné palidocino struktiira (7 pav.).
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4 paveikslas. 18gryninto palidocino analizé LC-ESI-MS metodu. Natyvaus peptido analizé (a) ir peptido,
paveikto TCEP, analizé (b).
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5 paveikslas. Palidocino analizé dyjy chromatografijos (GC-MS) metodu. Cukraus standarty analizé
fiskuojant jy eliucijos nuo kolonélés laikg (a): manozé — 7.125 min, a ir 3 galaktozé — 7.57 min ir 7.95 min,

acetilintas manitolis (j méginj jeinantis standartas) — 9.76 min, a ir B N-acetil galaktozaminas — 9.5 min ir
10.075 min, N-acetil gliukozaminas — 10.45 min. Palidocino analizé (b).

Palidocino stabilumas buvo tirtas matuojant jo antibakterinio aktyvumo poky¢ius po
inkubacijos skirtingose temperatiirose arba buferiuose, esant skirtingoms pH reik§méms. Sis
tyrimas atskleide, jog peptidas iSlieka stabilus 10 dieny kambario temperatiiroje, taiau po
30 dieny jo antibakterinio aktyvumo lieka tik 12 %, lyginant su pradiniu aktyvumu pries
inkubacijg. Po 3 val. inkubacijos 90 °C temperatiiroje jo aktyvumas nesumazéja, tuo tarpu

po autoklavavimo 121 °C temperatiiroje 15 min., lieka 50 % pradinio aktyvumo. Inkubacija



buferiuose, esant pH reik§mémis nuo 2-10, nesumazina palidocino aktyvumo. Sie rezultatai

rodo, kad palidocinas yra stabilus aukStose temperatiros ir placiame pH spektre.

Palidocino aktyvumas buvo tikrintas pries jvairias termofilines bakterijas. Parodyta, kad jis
yra aktyvus prie§ kai kurias termofilines (Para)Geobacillus, Caldibacillus bei mezofilines
Bacillus genties bakterijas. Jis pasizymi ypa¢ maza minimalia slopinancia koncentracija

pries P. genomospecies 1 NUB36187 kamieng, kuri yra 2 pM.

4.5 PalS ir PalT baltymy funkcijy jvertinimas ir patvirtinimas

Siekiant patvirtinti numanomas glikoziltransferazés PalS ir bakteriocino lyderio
peptidazés/transporterio PalT funkcijas, Siuos baltymus koduojantys genai buvo ekspresuoti
kartu su palA, koduojan¢iu pirmtako peptida PalA (3 lentelé). Norint palengvinti
bakteriocino gryninimg po geny koekspresijos, palidocino pirmtako genas palA buvo
modifikuotas, prijungiant DNR seka, koduojan¢ia His7 inkarg peptido C-gale. Sio geno
(palA-his) ekspresija buvo vykdoma kartu su palS/palT/palST genais E. coli BL21 (DE3)

raiskos kamiene.

Didziausia susintetinto peptido koncentracija buvo aptikta netirpioje E. coli lagsteliy lizato
frakcijoje. Naudojant Ni?* afinine (IMAC) bei atvirk$tinés fazés (RP-HPLC)
chromatografijg susintetinti peptidai i§gryninti i$ netirpios lasteliy lizato frakcijos. Tuomet
analizuoti MALDI-TOF MS metodu bei patikrintas jy antibakterinis aktyvumas laseliy
metodu. Si analizé atskleide, kad ekspresuojant palA-his kartu su palS, susintetinto peptido
masé padidé¢ja +162 Da. Tai patvirtina, jog PalS, modifikuoja palidocino pirmtakg pre-
PalA-His ir gaunamas glikozilintas palidocino pirmtakas pre-PalA-His-Glc. Sis peptidas
pasizymi antibakteriniu aktyvumu, priesingai nei nemodifikuotas pre-PalA-His peptidas,
gautas ekspresuojant vien tik palA-his geng. Ekspresuojant palT kartu su palA-his,
susintetinto peptido mas¢ atitiko Serdinio palidocino peptido mase be lyderinés sekos. Tali
patvirtina, kad PalT nukerpa pre-PalA-His lyderine sekg. Susintetintas Serdinis peptidas
nepasizyméjo antibakteriniu aktyvumu. Ekspresuojant palST genus kartu su palA-his,
susintetinto peptido masé atitiko glikozilinto be lyderinés sekos (subrendusio) peptido PalA-

His-Glc mase. Sis peptidas pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu. Tai patvirtina, jog pilnai



palidocino biosintezei pakanka glikocino pirmtako PalA, glikoziltransferazés PalS bei

bakteriocino lyderio peptidazés/transporterio PalT.

4.6 Disulfidiniy tilteliy nustatymas pre-PalA-His-Glc ir PalA-His-Glc peptiduose

Susintetinti ir iSgryninti peptidai pre-PalA-His-Glc bei PalA-His-Glc toliau analizuoti
siekiant nustatyti, ar juose susiformavo disulfidiniai tilteliai ir ar jie yra svarbis palidocino
antibakteriniam aktyvumui (2 lentelé). Siuo tikslu, peptidai buvo paveikti disulfidinius
tiltelius redukuojanc¢iu reagentu TCEP ir/arba laisvas Cys aminortgséiy liekanas
blokuojan¢iu reagentu IAA. Po reakcijy peptidai buvo veél gryninami RP-HPLC,
analizuojami MALDI-TOF MS metodu ir tikrinamas peptidy antibakterinis aktyvumas
laseliy metodu. MS analizé parodé, jog pre-PalA-His-Glc ir PalA-His-Glc peptidai turi po
du disulfidiniai tiltelius. Peptidy aktyvumo nustatymas laseliy metodu parodé, kad po
disulfidiniy tilteliy suardymo peptidai praranda savo antibakterinj aktyvuma.

2 lentelé. Peptidy prie-PalA-His, prie-PalA-His-Glc ir PalA-His-Glc antibakterinis aktyvumas po disulfidiniy
Nesant disulfidiniy tilteliy ir paveikus peptidus IAA, laisvi Cys taip pat alkilinami. Blokuoty Cys masé padidéja
54 Da. Peptidy masé analizuojama MALDI-TOF MS metodu. Antibakterinis aktyvumas analizuojamas laseliy
metodu. + rodo jog yra antibakterinis aktyvumas arba Cys buvo alkilinti, - rodo jog antibakterinio aktyvumo
néra arba Cys nebuvo alkilinti.

pre-PalA-His pre-PalA-His-Glc PalA-His-Glc
(subrendes)
Cys Cys Cys
AKVUMAS ilinimas AKOVUM3Silinimas A <YVUMES  ilinimas
Natyvus (nepaveiktas
TCEP ir/ar 1AA) - - i - A =
peptidas
Peptidas paveiktas
- - + = + -
IAA
Peptidas paveiktas
. - 1 - + - +
TCEP ir IAA

4.7 Palidocino aminoriigsiy sekos palyginimas su kitais glikocinais

Palidocino aminortigs¢iy seka buvo palyginta su visais iki Siol zinomais ir aprasytais
glikocinais: sublancinu 168 (SunA), produkuojamu B. subtilis; glikocinu F (GccF),
produkuojamu Lactobacillus plantarum; turandacinu (ThrA), koduojamu B. thuringiensis;

bei enterocinu F4-9 (EnfA4-9), produkuojamu Enterococcus faecalis bakterijose. Didziausia



PalA aminortig§¢iy sekos homologija rasta lyginant su SunA peptidu, taip pat tam tikri
panasSiis seky motyvai buvo rasti ir ThuA peptide. Palidocino sekos analizé¢ BLAST
duomeny bazg¢je atskleide, jog pastarasis bakteriocinas savo aminoriigS¢iy seka pasizymi
nedidele homologijg ir | numanomus naujus glikociny pirmtaky peptidus — Hypl ir Hyp2,
kurie buvo rasti Bacillus genties bakterijy genomuose. Glikociny pirmtakams: PalA, Hypl,
Hyp2, SunA ir ThuA, biidingos kelios konservatyvios aminoriig§¢iy sekos. Tuo tarpu PalA,
GceeF ir EnfA4-9 reikSmingais seky panaSumais nepasizyméjo. Visy zinomy ir naujy

numanomy glikociny aminorigs¢iy seky palyginimas pateiktas 6 paveiksle.

Falkh MEDLLEELMYEVDLEEMENLQ-—————————————————— G.E:GYSAAQCA——MLSC\’I\IYIPG\’————GF—GQGG—YS—A—CE—LYKRYC ——————————————— 6l

Hypl MNENISKLMEEVSVEEMEQLO-—————————————————— GHELSKTQCA--WMARSCVNY LPGVP-—GGF-GLGEE-YE-M-CE-EYKQYCN—————————————— 64
Sunk M-——-EFLFEEVELEELENQK-—————————————————— GSGLGRAQCARLWLO--CAS——————— GGII-GLGG-GAVA-CO-NYRQFCR—————————————— 14
Thuh M-——-KELIKELNLEELETFEGGYDGVNYMHOHDGGEAGGESGIGTAQCA - YFEALC -~ Y 5GESENLGGYGGLGS - TQNN-CE-LARKYC——————————————— &0
Hyp2 M-—---DNLLREISEEDLELYD-————————————————— GGSGFSSAQCA—-YFIANC---I5GVGERR---GLGS-QQVD-CM-LARQ-CRODOSPPYGGSRFA- 71
GeoF M-——-SELVETLTISEISKAQNN-——-—————————————— GEXP--AWC-—-WYT-——————————————— LAMCGAGYDSGTCDYMYSH-CFGIKHHSSGS55YHE 64
EnfA49 M-—-GNSILHNEMIVEEMEAVE-—————————————————— GGNL---VCPPM-————— PDYIKRLSTGEGVSSVYMAWQIANCKS —--5G3CMEGQTNRIC————-—— 67

6 paveikslas. Glikociny pirmtaky peptidy palyginimas. Konservatyvis aminorigsciy regionai pazymeéti
Zalia spalva. Glikozilinamos arba numanomai glikozilinamos aminorigstys pazymétos mélynai.
Disulfidinius tiltelius formuojantys arba numanomai formuojantys Cys pazyméti oranzine spalva.
Lyderinés sekos kirpimo saitas arba numanomas kirpimo saitas pazymétas raudonai.

4.8 Kity glikociny sintezé panaudojant PalS ir PalT baltymus

Siekiant nustatyti PalS ir PalT specifiSkumg substratui (pirmtakui peptidui) bei jy
pritaikymo galimybes kity arba naujy glikociny biosintezéje, palS ir palT buvo ekspresuoti
kartu su glikociny pirmtakus: Hypl, Hyp2, SunA, GcceF ir EnfA4-9 koduojanciais genais.
Siam tikslui naudoti sintetiniai pirmtaky genai su optimizuotomis kodony sekomis
ekspresijai E. coli lastelése. Kaip ir palidocino atveju glikocinus koduojantys genai buvo
modifikuoti, prijungiant DNR seka, koduojanéia His6 inkara peptidy C-gale. Siy geny
(hypl1-his/hyp2-his/sunA-his/gccF-his/enfA4-9-his) ekspresija buvo vykdoma kartu su
palS/palT/palST genais E. coli BL21(DE3) raiskos kamiene. Didziausia susintetinto peptido
koncentracija buvo aptikta netirpioje E. coli Iasteliy lizato frakcijoje. Naudojant Ni?* afinine
(IMAC) bei atvirkstinés fazés (RP-HPLC) chromatografijg susintetinti peptidai i§gryninti i§
netirpios lasteliy lizato frakcijos. Tuomet jie analizuoti MALDI-TOF MS metodu bei laseliy

metodu patikrintas jy antibakterinis aktyvumas (3 lentelé).



2 lentelé. Glikociny pirmtaky geny ekspresija kartu su genais palS ir palT. Glc — peptido modifikacija (+162
Da — glikozilinimas); (+) peptidas turi antibakterinj aktyvuma; NA — néra antibakterinio aktyvumo; NM — néra
peptido modifikacijy; NLK — peptido lyderiné seka néra nukirpta.

Ekspresuoti ) . . . . .
genai su palA-his sunA-his hyp1-his hyp2-his enfA4-9-his  gccF-his
prekursoriais

Ekspresuotas tik NA, NM, NLK NA, NM, NLK  NA, NM, NLK NA, NM, NLK  NA, NM, NLK  NA, NM, NLK
prekursorius

palS +, Glc, NLK +, Glc, NLK +, Glc, NLK NA, Glc, NLK  NA, NM, NLK  NA, NM, NLK
palT NA, NM, lyderis nukirptas ~ NA, NM, NLK  NA, NM, NLK ~ NA, NM, NLK  NA, NM, NLK  NA, NM, NLK
palST +, Glc, lyderis nukirptas +, Glc, NLK +, Glc, NLK NA, Glc, NLK  NA, NM, NLK  NA, NM, NLK

[Sgryninty peptidy MS analizé parodé, jog nei vieno peptido masé nesumazéjo — lyderiné
seka nebuvo nukirpta, tac¢iau Hypl, Hyp2 bei SunA peptidy masés pakito mazdaug +162
Da. Tai rodo, jog sie peptidai buvo glikozilinti. Jvertinus naujai susintetinty glikozilinty
pirmtaky peptidy: pre-Hypl-His-Glc, pre-Hyp2-His-Glc ir pre-SunA-His-Glc antibakterinj
aktyvuma nustatyta, jog pre-Hypl-His-Glc ir pre-SunA-His-Glc glikozilinti peptidai su
lyderine seka turi antibakterinj poveikj. Ekspresuojant vien tik pirmtaky genus, be palS

geno, iSgryninti peptidai nepasizyméjo antibakteriniu poveikiu.

Toliau, buvo siekiama nustatyti, ar Hypl ir Hyp2 peptidai be lyderinés sekos gali biiti
glikozilinami glikoziltransferazés PalS. Siam tikslui naujai sukonstruoti genai core_hyp1-
his ir core_hyp2-his, koduojantys Hypl ir Hyp2 peptidus be lyderinés sekos (Serdiniai
peptidai), su His6 inkaru peptidy C-gale.

Geno palS ekspresija kartu su core_hypl-his/core_hyp2-his buvo atlikta E. coli BL21(DE3)
lastelése. Peptidy biosinteze, gryninimas ir analizé buvo atliekama tokiu paciu principu kaip
ir prie§ tai. ISgryninty peptidy MS analizé negaléjo patvirtinti, jog susintetinti Serdiniai
peptidai (be lyderinés sekos) buvo glikozilinti PalS glikoziltransferazés, nes Hypl-His ir
Hyp2-His peptidy masé nesiskyré nuo jy apskaiCiuotos teorinés masés. Nepaisant to,
iSgryninty peptidy antibakterinio aktyvumo analizé atskleide, jog pastarieji Serdiniai

glikociny peptidai jgijo antibakterinj aktyvuma (7 pav.). Ekspresuojant vien tik core_hyp1l-



his/core_hyp2-his genus, be palS geno, iSgryninti peptidai nepasizyméjo antibakteriniu

poveikiu.

7 paveikslas. Glikociny aktyvumas. P — PalA-Glc (subrendes palidocinas); 1 — Hyp1-His(-Glc) Serdinis
peptidas; 2 — Hyp2-His(-Glc) Serdinis peptidas. Antibakterinis aktyvumas nustatytas laseliy metodu.

Sie rezultatai patvirtina, jog buvo susintetinti glikozilinti $erdiniai peptidai: Hyp1-His-GIc ir
Hyp2-His-Glc, taciau jy iSeiga buvo labai maza, kad bty detektuoti tietk MALDI-TOF MS,
tiek didesnés skiriamosios gebos LC-ESI-MS metodu.

Tolimesni tyrimai su iSgrynintais Serdiniai peptidai Hypl ir Hyp2, pasizyminciais
antibakteriniu aktyvumu, parodé¢ kad jie turi aktyvumg pries kai kurias termofilines

(Para)Geobacillus, Caldibacillus bei mezofilines Bacillus genties bakterijas.

Hypl ir Hyp2 Serdiniy peptidy sekos buvo analizuotos PSIPRED programa, o teorinés Siy
peptidy struktiiros pateiktos 8 paveiksle. PSIPRED programos analizés rezultatai parodé,
kad Hypl ir Hyp2 peptidai gali turéti po dvi a-spirales. Sios spiralés, kaip ir sublancino,
glikocino F ir palidocino struktirose, gali biiti sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais. Cys
aminoriigstis, esanti tarpspiraliniame linkyje gali biiti glikozilinama S-rySiu, prijungiant

gliukozés molekule.



Pallidocin

8 pav. Glikociny teorinés struktiros sumodeliuotos PSIPRED programa. Aminorigstys pazymétos
mélynai sudaro a-spirales, rozine spalva pazymétos aminortigstys sudaro tarpspiralinj linkj, prie Cys
aminordgsties per S jungtj prijungta gliukozés molekulé.

4.9 G. stearothermophilus 15 produkuojamuy bakteriociny, , gryninimas ir analizé

Nors kito Siame darbe tirto termofilinio 15 kamieno genome nebuvo rasta jokiy bakteriociny
ar jy sintez¢ koduojanciy geny, taciau $is kamienas pasiZyméjo antibakteriniu poveikiu pries
kitas giminingai artimas bakterijas. D¢l §ios priezasties, uzauginus 15 kamieng skystoje
terpéje, i§ bakterijy kultiiros supernatanto panaudojus jony mainy chromatografijos bei
dvikryptés baltymy elektroforezés metodus buvo iSgrynintas 26 kDa molekulinés masés

baltymas (Siame darbe pavadintas geobacilinu 26 (Ge026)) pasizymintis antibakterinémis



savybémis. Taip pat buvo nustatyta, jog 15 kamienas produkuoja ir 17 kDa molekulinés
masés baltymg (Siame darbe pavadintas geobacilinu 17 (Geol7)), pasiZymintj

antibakterinémis savybémis.

Inkubuojant 1Sgryninta Geo26 skirtingose temperatiirose, buvo parodyta, kad Sis
bakteriocinas iSlieka stabilus 70 °C temperatiiroje, tuo tarpu po inkubacijos 80 °C
temperatiiroje jo aktyvumas krenta 50 %, po inkubacijos 90 °C temperatiiroje aktyvumo
nebelieka. Geol7 bakteriocinas iSlaiko 50 % savo aktyvumo net po autoklavavimo 121 °C

temperatiiroje.

ISgrynintas Geo26 buvo pateiktas MS analizei MS/MS metodu. Remiantis §ia analize 15
kamieno genome rastas genas, koduojantis §j baltyma, bei pacio baltymo aminortig§¢iy seka
(9 pav.). Geo26 yra hipotetinis baltymas, kurio seka nepasizymi reik§mingu panasumu ]

joki kita zinomg ir apraSytg bakteriocing ar Zinomos funkcijos baltyma.

Signalinio peptido kirpimo vieta (SignalP)

MFFAVFMVFVNAIPSFASAESTELNTDLQKIRNLDVNQELTIQIIKDNKQ
1] 10 T 20] '

QRVVEVFEKDTGKIYRSIFNKKDNSFETVEIDKKTKIEKNVFSSKTFETQ
! 60 ! 701 ‘ 80 ‘ 90! 100

YNGEQLQSSQISPMSFSLIDSGSNLSGKFKYYVYTQKIWVVQCEGKSKNP
' 120] ‘ 1301 140] 150

TETSNNSSDLQSFRNSVNNLRGAELRFSAAMGTAATSPLIAAITAPTGWG
160 i 170 ‘ 180 ‘ 190] 200

PIVAT LTAVGAGAAAIAEAYNSYVYAKDCRFYFGRITIR
210 ! 220 ‘ 230 [239

9 paveikslas. Geobacilino (Geo26) baltymo aminoriigS€iy seka. Raudona spalva pazymétos sekos,
detektuotos MS/MS masiy spektrometrijos analize. Signalinio peptido kirpimo vieta apskaiciuota SignalP
programa.

Geo026 baltymg koduojantis genas buvo jklonuotas j raiskos vektorius pBAD24 ir pNZ8048
bei ekspresuotas atitinkamai E. coli BL21(DE3) bei Lactococcus lactis NZ9000 bakterijose.

Po Geo26 ekspresijos buvo patikrintas antibakterinis aktyvumas Siy bakterijy lasteliy
lizatuose (10 pav.).



10 paveikslas. Geo26 antibakterinis aktyvumas Igsteliy lizate. Bakteriocino ekspresija E. coli BL21(DE3)
(a). Bakteriocino ekspresija L. lactis NZ9000 (b). 1 — Neindukuotos lgstelés (kontrolé), 2 — indukuotos
Igdstelés (4 val. po indukcijos). Antibakterinis aktyvumas tikrintas difuzijos Sulinéliuose metodu.

Nustatyta, kad ekspresuojant Geo26 tiek L. lactis, tiek E. coli susintetinamas aktyvus
bakteriocinas. Nepaisant to, $io baltymo gryninimas, sukonstravus Geo26 su His6 inkaru
baltymo N-gale, nepavyko. Dél to, detalesniy Sio bakteriocino bei jo sintezés tyrimy pasiekti

nepavyko.

5 Rezultaty aptarimas

Siame darbe buvo identifikuotas ir apraytas naujas po transliacijos modifikuojamas
bakteriocinas — palidocinas. Jis bakteriociny klasifikacijoje priskiriamas glikociny —
glikozilinamy bakteriociny, poklasiui. Prie §io bakteriocino Cys aminortgsties gliukozés
molekulé prijungta S-rysiu. Tai labai retas reiskinys bakterijy tarpe. Siuo metu yra aprasyti

tik keli S-rysiu glikozilinti peptidai, priskiriami glikocinams.

Palidocino biosinteze koduojantys genai (palA, palS, palT, paldbA ir paldbB) buvo rasti
gram-teigiamos endosporas formuojancios termofilinés A. pallidus 8 bakterijos genome.
Siame darbe buvo pirma karta pademonstruota glikocino heterologiné biosintezé. Palidocino
biosintezés geny klasteris koduojamas gram-teigiamos bakterijos buvo ekspresuotas E. coli

bakterijoje, o susintetintas bakteriocinas sekretuotas j augimo terpg.

Palidocino glikoziltransferazé PalS bei lyderio peptidazé/transporteris PalT yra pagrindiniai
biosintezéje dalyvaujantys baltymai, kuriy pakanka susintetinti palidocing E. coli
bakterijoje. PalS buvo pritaikytas ir kity glikociny pirmtaky glikozilinimui. Sis fermentas
gali prijungti cukraus molekule ne tik prie pirmtako peptido PalA, bet ir prie SunA bei
numanomy naujy glikociny pirmtaky Hypl ir Hyp2 ir tokiu bidu juos aktyvuoti. Siame



darbe parodyta, kad lyderinés sekos pasalinimas néra butinas glikociny antibakteriniam
aktyvumui. Aktyvumui pasireiksti pakanka pirmtako glikozilinimo, kas galiausiai lemia ir
teisingy disulfidiniy tilteliy susidaryma peptide. Palidocino atveju, jie taip pat yra biitini
bakteriocino antibakteriniam aktyvumui. Pademonstruota, kad PalS gali glikozilinti ir Hypl
ir Hyp2 glikociny Serdinius peptidus, nors ir daug mazesniu nasumu, nei glikozilinant Hyp1

ir Hyp2 pirmtakus su lyderine seka. Tokiu btidu buvo susintetinti du nauji glikocinai.

Tuo tarpu G. stearothermophilus 15 kamieno genome bakteriocinus koduojanciy geny rasta
nebuvo. Nepaisant to, $is kamienas produkuoja 26 kDa molekulinés masés bakteriocing
geobaciling 26 (Geo26) bei 17 kDa molekulinés masés baltyminés prigimties antibaktering
medziagg geobaciling 17 (Geol7). ISgryninus geobaciling 26 nustatyta jo aminortigsciy seka

ir bakteriocing koduojantis genas 15 kamieno genome.

ISgrynintas Geo26 visiskai praranda antibakterinj aktyvuma ji paveikus 90 °C temperatiira, o
tuo tarpu Geol7 iSlieka veiklus ir po 15 min. autoklavavimo 121 °C temperatiiroje.
Geobaciling 26, remiantis jo didele molekuline mase, galima priskirti bakteriociny I1I klasei.
Ateityje nustaCius geobacilino 17 aminoriigs¢iy seka, galima butu jj jvardinti kaip
bakteriocing ir priskirti taip pat III bakteriociny klasei, nors jo termostabilumas néra

budingas Sios klasés bakteriocinams.

6 ISvados

e Identifikuotas naujas glikociny poklasio bakteriocinas — palidocinas, kuris yra
koduojamas termofilinio A. pallidus 8 kamieno genome.

e Pirmg kartg taikant termofilinés bakterijos bakteriocino biosintezés geny klasterio
ekspresija, susintetintas ir heterologiskame E. coli kamiene sekretuotas glikocinas.

o Nustatytas palidocino aktyvumas pries termofilines (Para)Geobacillus, Caldibacillus
bei mezofilines Bacillus genties bakterijas. Palidocinas pasizymi labai maza (2pM)
minimalia slopinancia koncentracija pries P. genomospecies 1 NUB36187 kamiena.

Parodyta, kad bakteriocinas stabilus 121 °C temperatiiroje ir pH spektre nuo 2 iki 10.



e Parodyta, kad palidocino S-glikoziltransferazé PalS geba glikozilinti sublancino ir du
naujus glikociny pirmtakus: Hypl ir Hyp2. Nustatytam kad PalS mazu naSumu
glikozilina ir Serdinius Hypl ir Hyp2 peptidus. Glikozilinti Hypl ir Hyp2 Serdiniai
peptidai pasizymi antibakteriniu poveikiu prie§ termofilines (Para)Geobacillus,
Caldibacillus bei mezofilines Bacillus genties bakterijas.

o Identifikuotas naujas bakteriocinas geobacilinas 26, sekretuojamas termofilinio G.
stearothermophilus 15 kamieno. Tai 24,5 kDa molekulinés masés bakteriocinas,
inaktyvuojamas 90 °C temperatiiroje. Geobacilino 26 aminorigsc¢iy seka nepasizymi

panasumu ] kity Zinomos funkcijos baltymy sekas.

7 Publikacijos ir konferencijos
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16.

e Pranckuté R, Kaunietis A, Kananavi¢iuté R, Lebedeva J, Kuisiené N, Saleikiené J,
Citavi¢ius D. 2015. Differences of antibacterial activity spectra and properties of
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Formic acid and acetic acid induce a programmed cell death in pathogenic Candida
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bacteria Aeribacillus pallidus. The 7" Congress of European Microbiologists
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