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SANTRUMPOS
AMP — antimikrobiniai peptidai

DNazé¢ - nukleaze

RNaze - ribonukleaze

GRAS - visuotinai pripazinti saugiais (Generally Recognised as Safe)
TOMM - tiazolio/oksazolio modifikuoti mikrocinai
ABC — ATP prisijungiantys kasetés transporteriai

ATP — Adenozin 5° trifosfatas

DNR — deoksiribonukleortigstis

RNR - ribonukleoriigstis

NAM — N-acetilmuramo ragstis

NAG — N-acetilgliukozamino rtgstis

Rpm — apsisukimai per minute¢ (revolutions per minute)
MB — Maitinamasis buljonas

LB — Luria-Bertani

SOC — super optimalus buljonas su katabolity represija
dNTP - deoksinukleotidas

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

IPTG — izopropil B-D-1-thiogalaktopiranozidas
NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé
KFV — kolinijas formuojantys vienetai

Geo026 — geobacilinas 26

tRNR — transportiné ribonukleazé

MIC — minimali inhibiciné koncentracija

OT — optinis tankis



IVADAS

Bakteriocinai, tai bakterijy ribosomy sintetinami antimikrobiniai peptidai/baltymai, turintys
inhibicinj (bakteriolitinj arba bakteriostatinj) aktyvuma prie§ bakteriocing sintetinanciai bakterijai
artimas ar tolimesnes bakterijy raiSis. Tai labai heterogeniné peptidy/baltymy grupé, kadangi
skirtingi bakteriocinai skiriasi savo struktiira, dydziu, modifikacijomis, fizikocheminémis
savybémis. Bakteriocinai skiriasi ir savo veikimo mechanizmu. Remiantis Siomis savybémis

bakteriocinai yra skirstomi j 3 atskiras klases:
o Iklasei priklauso karstyje stabiliis, mazi (<10 kDa), po transliacijos modifikuojami peptidai

e I klasei priklauso karStyje stabilts, mazi (<10 kDa), po transliacijos nemodifikuojami
peptidai
o Il klasei priklauso karstyje labilas, dideli (>10kDa), nemodifikuojami peptidai/baltymai
IS visy $iy klasiy maziausiai tyrinéti yra III klasés bakteriocinai.

Pastaraisiais metais pastebétas bakteriociny potencialas panaudojimui jvairios srityse.
Bakteriocinai, kitaip nei antibiotikai, yra baltyminés kilmés. Jie nekenkia Zzmogaus organizmui ir
jo mikrobiotai, todél gali biiti panaudojami maisto pramonéje, ilginant maisto produkty galiojimo
laikg ir kokybe. Toks bakteriociny panaudojimas sumazinty cheminiy priedy ir fizinio apdorojimo
kiekj, taip pasiekiant dabartinius vartotojy poreikius nattiralesniems ir maziau apdirbtiems maisto
produktams. Be maisto pramongs, bakteriocinai dar turi klinikinj pritaikymg. Parodytas jvairiy
bakteriociny aktyvumas prie§ patogenines bakterijas. Kadangi bakterijos turi kitokius atsparumo
bakteriocinams mechanizmus nei antibiotikams, bakteriocinai gali bati panaudojami kovai prie§
antibiotikams atsparius bakterijy kamienus.

Bakteriocinai gali biiti panaudojami ir procesuose, kuriuose naudojama aukStesné
temperatiira, kaip prevencing priemon¢ prie§ uzkratg termofilinémis bakterijomis

Termofiliniy bakterijy bakteriocinai dar maZzai tyrinéti, ir §iuo metu né vienas dar néra
pritaikytas naudojimui pramonéje, todél Siame darbe yra tyrinéjamas Geobacillus sp. 15 kamieno
bakteriocinas

Sio darbo tikslas: Ekspresuoti aktyvy bakteriocing Escherichia coli Igstelése ir jj

charakterizuoti
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UZdaviniai:
Optimizuoti sglygas veiksmingai geobacilino 26 (Geo26) ekspresijai E. coli 1astelése
ISgryninti bakteriocing
Nustatyti temperatiiros jtakg bakteriocino stabilumui
Nustatyti Geo26 aktyvuma pries termofilines bakterijas

Nustatyti bakteriocino veikimo mechanizma



1.  LITERATUROS APZVALGA
1.1.  Antimikrobiniai peptidai

Gyvendami sudétingoje gyvenamoje aplinkoje, jvairiis organizmai, nuo vienalgsciy iki
sudétingy daugialaséiy, pastoviai saveikauja vieni su kitais. Sios saveikos gali bati Zalingos
organizmams, tod¢l jiems yra reikalingos apsaugos sistemos. Viena jy, tai antimikrobiniy peptidy
(AMP) biosintezé. AMP — tai trumpi (8 — 50 amino riigs¢iy), mazos molekulinés masés peptidai.
Dauguma jy yra katijoniniai, turi keleta hidrofobiniy aminortigs¢iy liekany, yra amfipatiniai ir rodo
dideli antimikrobinj aktyvumg. Skirtingos AMP klasés atrastos jvairiuose organizmuose:
zinduoliuose, voragyviuose, varliagyviuose, augaluose grybuose ir net vienalgs€iuose
mikroorganizmuose (Le, Fang ir Sekaran, 2017). Bakterijy sintetinami AMP jau seniai tyrin¢jami
kaip potencialis antimikrobiniai junginiai, kurie gali buti panaudojami tiek Kklinikiniuose
gydymuose tiek maisto apsaugoje (prezervacijoje). ISskyrus porg iSimc¢iy, bakterijy AMP
panaudojimas yra labai ribojamas, taciau dabar, didéjant antibiotikams atspariy patogeniniy
bakterijy kiekiui, prokarioty sintetinami AMP galéty biiti perspektyvi priemoné kovai su $ia
problema (Hassan et al., 2014).

AMP gali biti klasifikuojami j grupes, remiantis jy antrine struktiira: turintys o — spiraling
strukturg, bei turintys f — klosCiy struktiirg arba linijiniai AMP. Amfipatiniai a — spiralinés
struktiros AMP turi menkai i8reikstg savo erdving struktiirg vandeningoje aplinkoje, ta¢iau jgauna
amfipating spiraline struktiira, kai patenka j nepoline aplinka, pavyzdziui, bakterijos membrang.
Kiti AMP charakterizuojami kaip turintys dvi ar daugiau  — klos¢iy, kurios yra stabilizuojamos
disulfidiniy tilteliy. Galiausiai, iStgsti AMP neturi jiems btidingos struktiiros, bet apibiidinami kaip
turintys didelj kiekj specifiniy aminoriigséiy liekany, tokiy kaip histidinas, argininas, glicinas ar
triptofanas (Zhang ir Gallo, 2016).

1.1.1. Bakterijy antimikrobiniai peptidai
Bakterijos sintetina dviejy tipy AMP: ribosomy sintetinamus, dar Zinomus kaip
bakteriocinus, ir ne ribosomy sintetinamus AMP, kurie neturi juos koduojanciy struktiiriniy geny
(Yeetal., 2013). Bakteriociny sinteze aktyvuoja nepakankamas maisto medziagy kiekis aplinkoje,
tam, kad bakterijai biity suteikiamas pranaSumas, kovojant d¢l vietos ir iStekliy. Bakteriocinai yra
daznai aptinkami, turi didele jvairove, veikia prie§ artimas (siauro veikimo spektro) ar pries

tolimesnes (plataus veikimo spektro) bakterijy rasis (Yang et al., 2014)



Pirmieji charakterizuoti bakteriocinai buvo i§ gramneigiamy bakterijy, tai E. coli kolicinai,
kurie buvo atrasti dar 1925m. Andre Gratia. Kolicinams priklauso grupé jvairiy antibakteriniy,
didelés molekulinés maseés (30 — 80 kDa) baltymy, kurie Zudo artimas bakterijy rusis jvairiais
mechanizmais, pavyzdziui, inhibuojant lgstelés sienelés sinteze, padarant lgstelés membrang
pralaidzig ar stabdant DNazés ar RNazés aktyvumg (Cleveland et al., 2001). Kadangi kolicinai
prie$ zudydami jautrius kamienus jungiasi prie specifiniy receptoriy, jie turi siaurg taikiniy ratg ir

mutacija receptoriuje gali padaryti kamieng nejautriu (Cascales et al., 2007).

Gramteigiamy bakterijy bakteriocinai turi auks$ta specifinj aktyvuma prie§ maista
gadinancias ir patogenines bakterijas (Field et al., 2015). Daugiausia zinomi ir iStirti yra
pienartig§¢iy bakterijy bakteriocinai, kadangi jau nuo seny laiky Sios bakterijos yra naudojamos
Ivairiy maisto produkty fermentacijoje, ne tik dél savybés keisti produkty skonj ar struktiirg, bet ir
del gebéjimo sintetinti inhibitorius, kurie stabdo gedimo procesg ir patogeniniy mikroorganizmy
augima (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Vienas zinomiausiy ir geriausiai iStirty pienarigsciy bakterijy
bakteriociny — tai nizinas, atrastas dar 1928 metais Rogerso. Nizinas yra Lactococcus lactis
sintetinamas mazas peptidas, kuris atakuoja lastelés sienelg ir sukelia lasteliy taikiniy lize. Siuo
metu Nizinas yra gaminamas pramoniniu mastu ir specifiskai panaudojamas jvairiose srityse,
pavyzdziui prevencijai nuo bakterijy spory sudygimo ant maisto produkty pavirsiaus (Gharsallaoui
et al., 2016).

Bakteriocinai, tai heterogeniné baltymy grupé ir paprastai yra skirstomi } mazus peptidus,
kurie yra modifikuojami po transliacijos (I klas¢) ir nemodifikuojamus peptidus (II klas¢), bei
didesnius kar$tyje labilius baltymus (III klasé¢). Dauguma bakteriociny turi didelji specifinj
aktyvumg prie§ klinikinius taikinius (jskaitant ir antibiotikams atsparias bakterijy risis), turi
kitokius veikimo mechanizmus nei dabartiniai chemoterapiniai vaistai. D¢l savo baltyminés kilmés
jie nekenkia Zmogaus organizmui ir jo mikrobiotai, bei yra tinkami geny pagrindu vykdomai
baltymy inZinerijai. Biitina paminéti, kad gali 1Ssivystyti atsparumas bakteriocinams, taciau tokia
galimybé gali biiti sumaZinama detaliai supratus bakteriociny veikimo ir apsaugos nuo jy

mechanizmus (Cotter, Ross, ir Hill, 2013).

1.1.2. Bakteriocinai pries antibiotikus
D¢l panaSumo bakteriocinai ir antibiotikai daznai maiSomi tarpusavyje. Norint panaudoti
bakteriocinus maisto pramongje biitina juos atskirti. Pagrindiniai skirtumai tarp Siy dviejy

medziagy apibendrinti 1.1 lenteléje (Cleveland et al., 2001).



1.1 lentelé. Bakteriociny ir antibiotiky skirtumai

Savybé Bakteriocinali Antibiotikai
Panaudojimas Maisto pramongje Klinikinis

Sintezé Sintetinama ribosomy Antrinis metabolitas
Aktyvumas Dazniausiai siauro spektro Ivairaus spektro
Lastelés Seimininkés Yra néra

imunitetas

Lastelés taikinés atsparumo
ar tolerancijos mechanizmas

Paprastai prisitaikoma
pakeiciant lastelés
membranos kompozicija

Paprastai genetiskai
perduodama determinantg,
daranti jtakg jvairiems

svarbiems lgstelés
procesams, priklausomai
nuo veikimo mechanizmo
Reikalingas specifinis
taikinys

Lastelés membrana arba
vidulasteliniai taikiniai

Reikalavimai sgveikai Kartais reikalingos inkarinés
molekulés

Daugiausiai pory
formavimas membranoje,
keletu atvejy lasteles
sienelés ardymas arba
sintezés trikdymas

Neéra zinomo Yra

Veikimo mechanizmas

Toksiskumas

PrieSingai nei antibiotikai, kurie yra antriniai metabolitai, bakteriocinai yra sintetinami
ribosomy, ir jautris proteazéms, todel nekenksmingi Zmogaus organizmui ir jj supanciai aplinkai
(Yang et al., 2014). Dél mazo toksiskumo jie gali biiti naudojami arba i§gryninti, arba in situ — juos
produkuojancios bakterijos. Yra zinoma, kad bakteriocinai sgveikauja su didele jvairove
receptoriy, kurie yra skirtingi, nei receptoriai saveikaujantys su antibiotikais, todél kryzminio
atsparumo susidarymas yra mazai tikétinas. Nors iSlieka tikimyb¢ iSsivystyti atsparumui pries
bakteriocinus, galimybé, kad $is atsparumas atsiras komensalinése populiacijose uz bakteriocino

taikinio zonos, yra labai maza (Egan, Ross, ir Hill, 2017).

1.2.  Bakteriociny klasifikacija
Bakteriocinai yra klasifikuojami remiantis jy struktira, molekuliniu dydziu, po-
transliacinémis modifikacijomis ir genetinémis charakteristikomis. Ir gramneigiamos ir
gramteigiamos bakterijos turi savo klasifikacijas. Kadangi pienartigs¢iy bakterijy produkuojami
bakteriocinai §iuo metu turi didziausig susidoméjima, dél savo pripazjstamy kaip saugiy (GRAS)
statuso, dauguma bakteriociny klasifikacijos schemy yra sukurtos biitent Siems bakteriocinams,
taciau tinka ir kity gramteigiamy bakterijy bakteriocinams (Drider ir Rebuffat, 2011). Pirmiausia

pienartigs¢iy bakterijy antimikrobiniai peptidai buvo priskiriami vienai i§ astuoniy grupiy,
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remiantis jy atsparumu kar$¢iui, jautrumu tripsinui, veikimo spektro dydziu. Véliau $is skirstymo
biidas buvo pakeistas pranasesniu, kurj pasiiilé Klaenhammer (1993). Jis i$skyré bakteriocinus j 4

skirtingas klases su poklasiais. Klaenhammer pasitlytos klasés:

° I klasés bakteriocinai, dar kitaip vadinami lantibiotikais, tai mazos molekulinés
masés (< 10 kDa), karstyje stabilis peptidai, kurie biosintezés metu yra modifikuojami. Sie
bakteriocinai po modifikacijos turi nestandartiniy aminoriig§¢iy ir i$skirting struktiirg.

. IT klasés bakteriocinai taip pat yra mazos molekulinés masés karStyje stabiliis
peptidai, taCiau po transliacijos jie néra modifikuojami, todél jy brendimui nereikalingi
jvairis fermentai (neskaitant signaling seka kerpancios peptidazés ir/ar bakteriocino
transporterio).

o III bakteriociny klasé §iuo metu maziausiai tyrinéta. Ja sudaro didesni nei 10 kDa
baltymai, kurie néra modifikuojami po transliacijos. Sios klasés bakteriocinai néra stabiliis
karstyje.

o IV klasés bakteriocinai — kompleksiniai baltymai, turintys turintys lipiding arba

angliavandenio dalj/dalis.

Visos naujesnés bakteriociny klasifikacijos schemos remiasi Sia klasifikacija, taciau
dabartinése klasifikacijos sistemose daznai néra iSskiriama IV bakteriociny klasé ir jy poklasiai
skirtingy autoriy darbuose iSskiriami skirtingai. Gramneigiamy bakterijy bakteriocinai yra
grupuojami pagal savo dydj j didelés molekulinés masés peptidus, dar vadinamus kolicinais, ir

mazos molekulinés masés peptidus — mikrocinus (Drider ir Rebuffat, 2011).

1.2.1. TIklasés bakteriocinai
Ja klas¢ (Lantibiotikai), tai policikliniai bakteriocinai, savo struktiroje turintys nejprastas
aminorugstis, kaip lantioning ir/ar metilantioning, atsirandancias potransliacinés modifikacijos
metu. Paprastai genai susij¢ su lantibiotiky brendimu yra lokalizuojami tame paciame operone.
Remiantis fermentais, kurie dalyvauja brendimo procese (1.1 pav.), lantibiotikai gali biiti skirstomi

1 dar 4 poklasius

o I poklasio bakteriocinai yra modifikuojami LanB dehidratazés ir LanC ciklazeés,
vykdant Serino/treonino dehidratacija ir ciklizacijg, susidarant tioeteriams rySiams.

o Il poklasio bakteriocinams tos pacios reakcijos atlickamos vienos bifunkcinés
lantipeptido sintazés LanM, kuri turi N-galinj dehidratazés ir C-galinj, } LanC ciklazg

panasy domena.
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o I poklasio lantipeptidai yra modifikuojami trifunkcinés sintetazes, turin¢ios N-
galinj liazés domeng, centrinj kinazés domeng ir manomg C-galinj ciklazés domena.

. Galiausiai, IV poklasio lantipeptidai, modifikuojami LanL sintetazés, kaip ir III
poklasio fermentas, turintis liazés ir kinazés domenus, , be to Sis fermentas turi ir | LanC

panaSy domeng (Knerr ir van der Donk, 2012)

| klasé Zn ligandai
LanB [ ] LanC [ I I I ]
Dehidrataze Ciklaze
Il klasé
om0 — | )
Dehidratazes domenas | LanC panasus ciklazes
Il klasé domenas
occ HICT I H )
Liazes domenas Kinazes domenas Tariamas ciklazes domenas
IV klasé
L HIT T T H | )
Liazes domenas Kinazes domenas | LanC pana$us ciklazes
domenas

1.1 pav. Skirtingy nantibiotikus modifikuojanc¢iy ferment klasiy schematinis vaizdas su parySkintais konservatyviais motyvais
(Knerr ir van der Donk, 2012)

Ib klasé (saktibiotikai), tai auganti bakteriociny grupé, apibiidinama, kaip turinti nejprastus
sieros — a-anglies rysius. Sios modifikacijos yra vykdomos S-adenozilmetionazés baltymy, kurie
katalizuoja Siy tioeteriniy rySiy formavimasi (Collins et al., 2017). Kaip ir visi bakteriocinali,
saktibiotikai yra sintetinami ribosomy bei turi antibakterinj aktyvuma ir Sis bruozas juos skiria nuo
diketopiperaziny, kurie taip pat turi sieros — a-anglies rySius, bet yra formuojami ne-ribosominiy

peptidy sintaziy sistemy (Mathur et al., 2015).

Ic klas¢ Tiazolio/oksalolio modifikuoti mikrocinai (TOMM). Sie bakteriocinai
modifikuojami po transliacijos, paverciant cisteing, sering ir treoning j atitinkamus heterociklus:
tiazolj, oksazolj, metiloksazolj. TOMM koduojami operonuose kartu su transporto, modifikacijos

ir imuniteto genais (Collins et al., 2017).

1.2.2. 1I klasés bakteriocinai
Kaip jau minéta, tai heterogeniné bakteriociny grup¢, kurig sudaro 30-20 aminoriig§¢iy
turintys peptidai (< 10 kDa), sudaryti i§ standartiniy aminoriigd¢iy. Sios klasés bakteriocinai gali
turéti disulfidiniy tilteliy, ar bati ciklizuoti sujungiant peptido N- ir C-galus (Drider ir Rebuffat,
2011), taip pat yra termostabildis ir teigiamo kriivio (Yang et al., 2014). Kartu su Sios klasés
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bakteriocinais sintetinamas indukcijos faktorius, kuris aktyvuoja reguliaciniy geny transkripcija.
Sis indukcijos faktorius yra dalis signalo transdukcijos sistemos, kuri yra atsakinga uz bakteriociny

sintez¢ (Drider ir Rebuffat, 2011).
Naujausioje literatiroje II klasés bakteriocinai yra skirstomi j 4 atskiras grupes.

ITa klasés bakteriocinai, dar vadinami ] pediocing panaSiais, yra sintetinami daugumos
gramteigiamy bakterijy. Jie buvo pripazinti, kaip turintys potencialg panaudojimui naturaliai
maisto apsaugai ir biomedicinos srityje, kadangi geba inhibuoti patogenines/maista gadinancias
bakterijas kaip Listeria monocytogenes ir Staphylococcus aureus bei sporas formuojancias
bakterijas kaip Bacillus cereus ir Clostridium perfringens. Siuos bakteriocinus sieja siauras
veikimo spektras ir didelis aktyvumas pries L. monocytogenes. Ila klasés bakteriocinai dar
pasizymi konservatyviu N-galiniu domenu (Y-G-N-G-V-X1-C-X2-K/N-X3-Xs-C, kur X — bet kuri
aminoriigstis). Si hidrofiliné, katijoniné seka kartais dar vadinama ,,pediocino dézute. Visi j

pediocing panasis bakteriocinai turi du cisteinus N gale, kurie sudaro disulfidin;j tilteli (Drider ir

Rebuffat, 2011).

Sios klasés bakteriocinai yra nemodifikuojami, i§skyrus lyderinés sekos atskélima nuo
bakteriocino pirmtako. Sis atskélimas daznai vyksta specifinéje Gly-Gly apdorojimo vietoje ir yra
atlieckamas kartu perkeliant peptidg i lastelés iSore. Bakteriocing perkelia tam skirtas ABC
transporteris ir jo pagalbinis baltymas (Ennahar et al. 2000: 85-106). Hidrofobinis ir/arba
amfifilinis C-galinis domenas yra maZziau konservatyvus. Pasiiilyta, kad konservatyvus N-galinis
regionas yra atsakingas uz nespecifinj jungimasi prie lastelés pavirSiaus, o maZiau konservatyvus

C-galinis domenas nulemia specifiSkuma taikiniui (Drider ir Rebuffat, 2011).

IIb klasei priklauso dviejy peptidy nemodifikuoti bakteriocinai. Jie daugiausia randami
pienartigStése bakterijose. Koduojantys Siuos bakteriocinus genai visada randami vienas prie kito,
tame paciame operone, o imuniteto baltymas, suteikiantis apsauga nuo abiejy peptidy, irgi
randamas visai Salia. ABC transporterj koduojantis genas randamas tame paciame, arba artimame
operone. Abiejy peptidy aminortigsciy sekos varijuoja, konservatyvus yra tik daznas GxxxG
motyvas, esantis abejuose peptiduose. Sis motyvas reikalingas saveikauti dviem spiraléms vienai
su kita ir yra bitinas bakteriocino antimikrobiniam aktyvumui (Drider ir Rebuffat., 2011). Sios
klasés bakteriociny aktyvumui reikalinga sinergetiné abiejy peptidy sgveika, kad pasireiksty

antimikrobinis aktyvumas. Pasitaiko bakteriociny, kurie individualiai turi antimikrobinj poveik],
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ta¢iau komplementaraus peptido prijungimas stipriai padidina aktyvumg. Du komplementariis

peptidai yra aktyviis nanomolinése ar net pikomolinése koncentracijose (Mokoena, 2017).

Siy bakteriociny sintezé yra reguliuojama 3 komponenty quorum sensing sistemos
(stimulas ir atsakas, priklausomas nuo lgsteliy tankumo), kuri susideda i§ indukcijos faktoriaus, su

membrana asocijuoto baltymo histidino kinazés ir atsako reguliatoriy.

Ilc Klasei priskiriami bakteriocinai, neturintys N-galinés lyderinés sekos, kuri paprastai
funkcionuoja kaip sekrecijos ir modifikacijos atpazinimo seka ir jji sintetinancioje lasteléje palaiko

bakteriocing neaktyvy.

I1d klasei priklauso ne j pediocing panasis, vieno peptido bakteriocinai. Tai heterogeniné
peptidy grupé, sudaryta i$ nesusijusiy, linijinio peptido bakteriociny, turin¢iy skirtingas struktiiras,

sekrecijos ir veikimo mechanizmus (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

1.2.3. I klasés bakteriocinai
Tai didelés molekulinés masés karstyje nestabiliis peptidai/baltymai, paprastai sudaryti i§
keleto skirtingy domeny: translokacijos, jungimosi prie receptoriaus ir antibakterinio aktyvumo
(Alvarez-Sieiro et al., 2016). PrieSingai nei kiti bakteriocinai, jie ne visada turi specifinius
imuniteto baltymus, taciau lgstelés sintetinancios Siuos bakteriocinus gali modifikuoti savo lastelés
sienele, kad jgyty atsparuma (Cotter et al., 2005). Pagal savo veikimo mechanizmg Sie bakteriocinai

gali biiti iSskirti j dvi atskiras grupes.

Illa klasés bakteriocinai, kitaip dar vadinami bakteriolizinais. Sie bakteriocinai ardo
bakterijy sienele, sudarytg i§ peptidoglikano, kuri yra svarbi lgstelei dalijantis, taip pat suteikiant

lastelei stiprumo ir standumo, palaikant lastelés formg ir saugant nuo osmotinés lizés.

Sios bakteriociny klasés pavyzdys — lizostafinas. Sis bakteriocinas turi N-galinj peptidazés
domeng, atsakingg uz katalitin} aktyvuma, ir C-galinj domeng, atsakingg uz jungimasi prie
peptidoglikano substrato. Sis fermentas laisvai pereina jautriy stafilokoky kapsule, ir ardo lasteliy

sienele per peptidinius tiltelius (Bastos et al. 2010: 1139-1161).

ITIb klasei priklauso nelizuojantys didelés molekulinés masés bakteriocinai. Si dideliy
bakteriociny klasé neardo peptidoglikano sluoksnio bakterijose. Disgalaktinas yra vienas S$ios
klasés bakteriociny pavyzdziy. Manoma, kad jis turi dviejy domeny struktiirg. C-galiniame domene
disgalaktinas turi hidrofobiniy aminoriigsciy liekany, kurios formuoja regiong, galint] jsiterpti }

membrang (Swe et al., 2009).
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1.3.  Veikimo mechanizmas

Paprastai bakteriocinai jungiasi prie specifiniy receptoriy, randamy ant mikroorganizmy
pavirsiaus. Sie receptoriai palengvina bakteriociny transporta per lastelés membrana. Bakteriocinai
gali veikti: 1. Sudarydami poras membranose, paveikdami membranos potencialg ir indukuodami
K+ jony, ATP ir aminoriigs¢iy iStekéjima, 2. Sukeldami lgstelés lize, 3. Sutrikdydami ar slopindami
DNR, RNR ir baltymy sinteze¢. Kai kuriy bakteriociny i$ skirtingy klasiy veikimo mechanizmas
pavaizduotas 1.2 pav. Bakteriocinai yra specifiniai savo veikimo atzvilgiu ir daznai turi aktyvuma
tik prie§ artimas bakterijy raisis, nors yra ir turin¢iy platy veikimo spektrg (Jozefiak ir Sip, 2013).

Il klasé | klasé lll klasé
(sakacinas) (nizinas) (lizostafinas)

L~ . \
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‘\
'
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1.2 pav. Skirtingy bakteriociny klasiy atstovy veikimo mechanizmas (Cotter, Hill ir Ross, 2005)

1.3.1. Membranos permeabilizacija (padidintas membranos pralaidumas)

Dauguma bakteriociny, kuriy aminoriig§¢iy sekos yra zinomos, yra amfifiliniai, katijoniniai
peptidai, turintys a-spiralés, B-klostés arba | sraigta panaSias antrines struktiiras. Remiantis
amfifilinémis bakteriociny charakteristikomis, yra bent du mechanizmai, kurie paaiSkinty jy
veikimg didinant membranos pralaiduma. Jie gali veikti kaip keleto zingsniy poracijos kompleksas,
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kurio metu bakteriocino monomerai tarpusavyje susijungia, jsiterpia ir oligomerizuojasi
citoplazmineje membranoje, kad suformuoty pora, kurioje hidrofilinés lickanos lokalizuotos poros
viduje, o hidrofobinés iSoréje (nizinas, pediocinas PA-1, laktocinas A ir B). Alternatyviai,
bakteriocinai gali sutrikdyti membranos vientisumg veikdami kaip detergentai. Taip jie sutrikdo

bioenergetinius lgstelés parametrus ir panaikina jsisotinimo kinetikg.

Skirtingi bakteriocinai, didinantys membranos pralaiduma, veikia panasiai, tatiau jiems
reikalingos skirtingos salygos, kad pasiekti jy efektyvy veikimg. Lantibiotikai veikia ant
energizuoty membrany . Nizino N-galinis domenas yra atsakingas uz jsiterpima j lipidy bisluoksnj,
0 C-galiné dalis atsakinga uz pirming¢ sagveika su membranos pavir§iumi. Prie§ formuojant poras,
nizinas turi prisijungti prie peptidoglikano prekursoriaus lipido Il, esan¢io membranoje. Kiti
bakteriocinai veikia neenergizuotas membranas, tacCiau jiems reikia membranos receptoriaus
baltymo. Mutacijos receptoriuose suteikia atsparuma bakteriocinams. Nissen-Meyer et al., 1992m.
atlikti tyrimai su ] pediocing panaSiais bakteriocinais parod¢, kad slopinamo aktyvumo
specifiskumas koreliuoja su C-galinio bakteriocino domeno seka. Sie rezultatai siiilo, kad is

domenas nulemia bakteriocino specifiSkumg (Doyle ir Buchanan, 2013).

1.3.2. Geny raiskos ir baltymy produkcijos slopinimas

Bakteriocinai gali zudyti kitas lasteles trigdydami jy DNR, RNR ir baltymy metabolizma.
Pavyzdziui, MccB17 pereina iSoring membrang per poring OmpF, o per viding membrang yra
perkeliamas peptido transporterio. Lastelés viduje jis funkcionuoja neleisdamas girazei
superspiralizuoti DNR ir taip trikdo DNR replikacijg. Bakteriocinas McclJ25 patekes | lastele
slopina transkripcija blokuodamas RNR polimerazés antrinj kanalg. Kiti bakteriocinai jungiasi prie
23S rRNR subvieneto ir blokuoja aminoacil-tRNR jungimasi prie 50S ribosomos. GE2270 A
jungiasi prie bakterijos Saperono elongacijos faktoriaus Tu ir inhibuoja baltymy sintezg¢ (Cotter,
Ross, ir Hill, 2013).

1.3.3. Poveikis lastelés sienelei
Nors dauguma bakteriociny veikia jautrias lgsteles formuodami poras jose, pasitaiko
bakteriociny veikian¢iy gramteigiamy lgsteliy sienelg. Vienas i§ budy — jungimasis prie
peptidoglikano prekursoriaus lipido II. Sitokj veikimo mechanizmg turi lantibiotikai,
nemodifikuoti bakteriocinai, dviejy peptidy bakteriocinai ir keletas gramneigiamy bakterijy
koliciny. Nizinas naudoja lipida II kaip prisijjungimo molekule pory formavimui. Lipidas II tampa

dalimi poros ir yra perdislokuojamas i§ vietos, kurioje jis yra reikalingas Iastelés sienelés
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biosintezei. Tokiu biidu, be pory formavimo, dar sutrikdomas lgstelés augimas ir dalijimasis. Kitaip
nei nizinas, mersacidinas yra ne poras formuojantis bakteriocinas. Jis jungiasi prie lipido Il ir
slopina transglikozilinimo zingsnj lastelés sienelés biosintezés metu, nepaveikdamas DNR, RNR

ar baltymy biosintezés.

Yra apibudinta keletas dideliy, karStyje labiliy bakteriociny, kurie hidrolizuoja lastelés
senele. Jie yra priskiriami IIIa bakteriociny klasei, dar vadinamai bakteriolizinais. Sie bakteriocinai
paprastai grupuojami ] turinCius katalitinj aktyvumg ir taikinio atpazinimo domeng. Vienas
pavyzdziy — jau minétas lizostafinas, kuris ardo peptidinius tiltelius tarp peptidoglikano monomery,
sudarytus vien i3 glicino. Milericinas B turi aktyvuma prie§ daugelj gramteigiamy bakterijy. Sis
bakteriocinas skelia peptidoglikang per peptidy Sonines grandines ir per tiltelj. Yra randami
bakteriocinai hidrolizuojantys ir gramneigiamy bakterijy peptidoglikano sluoksnj. Pesticinas,
sintetinamas Yersinia pestis, sudarytas i§ 3 domeny: translokacijos, jungimosi prie receptoriaus ir
aktyvaus katalitinio domeno, kuris yra panasus j baltymus susijusius su lizocimu. Sis bakteriocinas
yra aktyvus pries§ kitas Yersenia raisis ir pries keletg E. coli kamieny. Pesticinas veikia skeldamas

B1-4 glikozidinius rySius tarp NAM ir NAG (Roces et al. 2012: 259-272).

1.4.  Bakteriociny molekuliné charakteristika
Genetiné informacija, koduojanti bakteriociny produkcijg ir imunitetg gali buti lokalizuota
plazmidése ir/ar chromosomoje bei transpozonuose. Struktiiriniai genai, koduojantys
bakteriocinus, yra operonuose, kuriy bendras vaizdas pavaizduotas paveikslélyje (1.3). Operone
paprastai biina bakteriocino struktiirinis genas, taip pat genai, koduojantys imunitetg, bakteriocino
brendima, apdorojima ir eksporta i§ Iastelés, bei genai susije su bakteriocino biosintezés

reguliavimu, tai jvair@is indukcijos faktoriai, atsako reguliatoriai (Lee ir Kim, 2011).
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1.3 pav. Bendrinis bakteriociny operonas. Struktiirinis genas (strukt.) koduoja prepeptida, kuris yra modifikuojamas ir
sekretuojamas apdorojimo geny produkty (P1, P2) ir gali biiti reguliuojamas signalo transdukcijos keliu, kurj koduoja Regl ir Reg2
genai (R1, Rz 8iy geny produktai) (Doyle ir Buchanan, 2013)

Reali operony struktiira skiriasi nuo bendrinés, kadangi ne visi bakteriociny operonai turi
visus genus, pavaizduotus bendroje schemoje. Struktiirinis bakteriocino genas paprastai koduoja
prepeptida, kuris sudarytas i§ aktyvaus peptido pirmtako ir N-galinés lyderinés sekos. Lyderinés
sekos yra svarbios tam, kad ABC transporteriai atpazinty bakteriocino pirmtakg ir nukirpus jo
lydering seka eksportuoty subrendusj bakteriocing i§ lastelés. N-galiné seka gali padéti
neutralizuoti bakteriocino antibakterini poveikj, kadangi nesubrendes bakteriocinas turi daug
mazesn] aktyvumg. Manoma, kad §i seka lantibiotikuose turi ir modifikacijos sistemos atpaZinimo

role. Yra Zinoma ir keletas bakteriociny, neturin¢iy lyderinio peptido. (Cotter et al., 2005)

Imuniteto geno koduojamas baltymas padaro bakteriocinus sintetinancias lasteles atsparias
savo paties produkuojamiems bakteriocinams. Sis imunitetas yra specifinis ir daznai koordinuotas
kartu su bakteriocino sinteze (Lee ir Kim, 2011). Imunitetas bakterijai gali buti suteikiamas
specialaus baltymo (I, Ila, IIb, Ilc klasiy bakteriocinai) arba ABC transporterio (I, Ilc klasiy
bakteriocinai), kuris pumpuoja bakteriocing per membrang 1§ jj sintetinancios lastelés. Nors
imuniteto baltymai yra skirtingi, visi jie veikia arba izoliuodami bakteriocing, arba konkuruodami

dél receptoriaus. Imuniteto mechanizmai yra auksto specifiSkumo ir dazniausiai nesaugo nuo kity
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bakteriociny (Cotter et al., 2005). Yra III klasés bakteriociny, kuriy operonuose néra koduojamas
imuniteto baltymo genas. Nuo S$iy bakteriociny juos sintetinancios Igstelés apsisaugo keisdamos

savo sienelés struktira (Cotter et al., 2005).

Apdorojimo ir transporto genai koduoja maziausiai du baltymus, kurie reikalingi
subrendusio bakteriocino formavimui. Vienas $iy baltymy — tai ABC transporteris, kuris naudoja
ATP energija, kad perkelty bakteriocing j lastelés iSore. Sis transporteris turi du domenus: j
membrang jsiterpiantj domeng ir citoplazminj, ATP prisijungiantj domeng. Bakteriocinai, kurie yra
priklausomi nuo ABC transporterio sistemos gali biiti padalijami j dvi atskiras grupes. Pirmoji tai
bakteriocinai, turintys Gly-Gly seka lyderiniame peptide. Sie bakteriocinai yra sekretuojami
unikaliy ABC transporteriy, kurie turi proteolitinj aktyvumg ir skelia lyderinj peptidg per Gly-Gly
motyva, taip sekretuodami jau aktyvy bakteriocing. Antroji bakteriociny grupé neturi §io motyvo
ir jy lyderinis peptidas nukerpamas proteaziy, koduojamy bakteriociny operonuose. Sekrecijos

procese dalyvauja dar vienas papildomas baltymas (Cleveland et al. 2001).

1.5.  Bakteriociny panaudojimas
Pirminé bakteriociny rolé¢ yra suteikti juos sintetinanc¢ioms bakterijoms pranasumg pries
kitas bakterijas, uzimancias ta pacig ekologing ni33. Sis antagonistinis poveikis gali biiti

panaudojamas biotechnologijoje (Bastos et al. 2010).

1.5.1. Bakteriociny panaudojimas maisto pramonéje
Bakteriociny panaudojimas maisto pramongje gali turéti daug privalumy: sumazinama
rizika uzsikrésti nuo maisto, padidinamas maisto produkty galiojimo laikas, sumazinamas
cheminiy priedy kiekis ir fizinio apdorojimo intensyvumas, taip geriau iSsaugant maisting verte ir
sumazinant kaing. Tai taip pat padeda tenkinti vartotojy norus, kad maistas biity kuo nattiralesnis

ir turéty ilgesnj galiojimo laikg (Drider ir Rebuffat, 2011)

Maisto pramongje bakteriocinai gali bati naudojami jvairiais buidais. Jie gali buti tiesiog
idedami | maisto produktus arba tiesiogiai inokuliuojant bakteriocing sintetinantj kamieng. | maista
dedami bakteriocinai gali biiti gryni arba pusiau i§gryninti, kaip, pavyzdZziui, nizinas, kuris zinomas
Nisaplin™ vardu. Siuo metu, be nizino tik pediocinas PA-1 yra pardavinéjamas komerciskai kaip
maisto priedas (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Yra parodytas bakteriociny potencialas juos panaudoti

meésos, pieno produkty, zuvies, alkoholiniy gérimy, kiauSiniy, fermentuoty darZoviy
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bioprezervacijoje, juos naudojant vienus, arba kombinuojant kartu su kitais maisto apsaugos
metodais (Cotter et al., 2005)

Kitas praktiskas biidas panaudoti bakteriocinus, tai bakteriocinogeninius kamienus (ypac
pienariig§¢iy bakterijy) panaudoti kaip starterines kulttiras desry ar pieno produkty fermentacijoje.
Taip iSvengiama bakteriocino gryninimo etapo ir padidinama maisto kokybé bei saugumas.
Bakteriocinogeniniy kamieny sintetinamas enterocinas AS-48 gali tiesiogiai veikti maistg
gadinancéias ir patogenines bakterijas, pavyzdziui Listeria monocytogenes desrose arba

Staphylococcus aureus pieno produktuose (Hassan et al., 2014).

DaZnai maisto produktai yra uzkrésti bakterijy sporomis. Jos kelia didelj nerima, kadangi
yra itin atsparios temperatiiriniam ir cheminiam apdorojimui. Bakteriocinai rodo didelj potenciala,
kovojant su $ia problema. Pediococcus pentosaceus sintetinami I11 klasés bakteriocinai pentocinas
L ir pentocinas S turi sporostatinj aktyvuma prie$ Bacillus cereus sporas, kuris neleidzia joms

sudygti (Egan et al., 2016).

1.5.2. Bakteriociny panaudojimas lgstelés sienelés tyrimuose

Bakteriocinai gali biiti naudojami ne tik dél savo antibakteriniy savybiy. Aktyviis prie§
lastelés sienele bakteriocinai gali biiti labai naudingi studijuojant lastelés sienelés biologija ir atsaka
1 lastelés apvalkalo jauc¢iama stresg. LCN972 bakteriocinas buvo panaudotas iStirti industrijoje
svarbaus Lactococcus lactis atsaka j lastelés sienelés pazeidimus. Sie tyrimai svarbis, kadangi L.
lactis yra placiai naudojamas fermentacijos procesuose ir turi toleruoti jvairaus streso salygas. L.
lactis transkripcinis atsakas j Lecn97 padéjo atpazinti baltymus, kurie yra svarbiis lastelés sienelés
apsaugoje. Mutanty, atspariy lastelés sienele veikiantiems bakteriocinams, charakterizavimas taip
pat svarbus, kadangi gali padéti atrinkti atsparesnius kamienus ir atskleisti mechanizmus, pagal
kuriuos lastelés tampa atsparios. Sia informacija gali suteikti bakteriociny tyrimai (Roces,
Rodriguez, ir Martinez, 2012). Rekombinantinis IIT klasés bakteriocinas lizostafinas ekspresuotas
E. coli lastelése yra komerciskai parduodamas Sigma-Aldrich, ir placiai naudojamas stafilokoky
genetiniuose tyrimuose, izoliuojant jy DNR, taip pat formuojant protoplastus ir atskiriant

stafilokoky kamienus (Bastos, Coutinho, ir Coelho, 2010).

1.5.3. Bakteriociny panaudojimas degaly industrijioje
Bakteriocinai iSskirti i§ bakterijy, randamy naftos greziniuose, gali biiti panaudojami kaip
biocidai degaly industrijoje, kontroliuojant panasiy bakterijy sukeliamas problemas. Bacillus

cereus H20-1 kamieno, iSskirto i§ naftos greZinio Brazilijoje, sintetinamas bakteriocinas
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potencialiai gali biiti panaudojamas naftos telkiniy vamzdynams valyti, kadangi slopina ten
besiveisian¢iy sierg redukuojanciy bakterijy biopléveliy sudarymg ir tuo padiu sumazina

biokorozija (Abriouel et al., 2011).

1.5.4. Panaudojimas prie$ termofilines bakterijas

Termofilinés bacilos yra potencialus uzkratas jvairiose industrijose, kur palaikomos
aukStesnés temperattros (40-65 °C) gaminimo procese ar produkto laikyme: popieriaus gamyboje,
sul¢iy pasterizacijoje, dehidratuoty vaisiy gamyboje ir pieno pramongje. Pieno apdorojimo
kontekste, termofilinés bacilos gali formuoti endosporas ir biopléveles. Bioplévelés formuojamos
ant jrangos bei vamzdynuose yra opi problema ir dazna uzkrato priezastis. Be to, termofilai geba
sintetinti fermentus ir rigstis, kurie gadina produkty skonj, tod¢l yra potencialiis gedimo
organizmai (Burgess, Lindsay ir Flint, 2010). Bakteriocinai, veikiantys prie$ termofilines bakterijas

galéty biiti Sios problemos iseitis.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.  Bakterijy kamienai ir auginimo salygos

Parageobacillus genomospecies 1 (NUB 36187) kamienas buvo naudotas Kkaip
indikatorinis kamienas bakteriocino aktyvumui nustatyti. Darbe naudoti keli skirtingi Escherichia
coli kamienai: E. coli DHSa plazmidés kiekiui padauginti, E. coli BL21 (DE3) ir E. coli Rosetta
(DE3) baltymy raiskai vykdyti. Visos augimo terpés naudotos Siame darbe yra nurodytos 2.1
lenteléje. Termofiliniai kamienai buvo auginami skystoje maitinamojo buljono (MB) terpéje
papildytoje druskomis 55 °C temperatiiroje 200 rpm. E. coli kamienai buvo auginami Luria-Bertani
(LB) terpe¢je 37 °C temperatiiroje 200 rpm. SOC terpé naudota transformanty regeneravimui.
Agarizuotos MB ir LB terpés buvo gaminamos pridedant j jas agaro (1,5 %). Antibiotikai buvo
naudojami kaip atrankos Zymenys ir j terpe dedami atitinkamomis koncentracijomis pagal poreikj

(ampicilinas 50 pg/mL, kanamicinas 50 pg/mL, chloramfenikolis 34 pg/mL)

LB terpé sterilinta 121 °C 20 min., MB — 121 °C 30 min. SOC terpé¢ sterilinta be gliukozés
121 °C 20 min. Jai atvésus iki ~50 °C jpilamas filtruotas gliukozés tirpalas.

2.1 lentelé. Terpiy sudétis

Terpé Sudétis
LB 10 g/L peptono

5 g/L mieliy ekstrakto
5 g/L NaCL
MB 10 g/L triptono

5 g/L mésos ekstrakto

5 g/L NaCl
+Druskos
0,5 umol/L MnSQ4
1 pmol/L ZnSO4
0,075 mmol/L KCI
1 mmol/L MgCl,
2 mmol/L CaCl,
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Terpé Sudétis
SOC 5 g/L mieliy ekstrakto
20 g/L triptono
0,584 g/L NaCL
0,186 g/L KCI
2,4 g/L MgSO,
20 mL/L 20% gliukozés tirpalo

2.2 lentelé. Naudotos plazmidés

Plazmidé Kopijy skaiCius lastelé¢je  Atrankos zymuo Fermentai, naudoti
restrikcijai

PET26 + geo26 ~40 Kanamicinas Ncol, Xhol

PET21 + geo26 ~40 Ampicilinas Nhel, Xhol

PETDuet-1 + geo26 ~40 Ampicilinas BamHI, Xhol

pACYCDuet-1 + geo26  ~10-12 Chloramfenikolis BamHI, Xhol

2.2.  Bioinformatiniai metodai
Bakteriocino signalinis peptidas ir jo Kirpimo vieta nustatyta naudojant SignalP 4.1 programa.
Bakteriocino amino rugséiy seka lyginta su kitomis baltymy sekomis NCBI duomeny bazéje

naudojant BLASTp algoritma.

2.3. Kompetentiniy lasteliy ruoSimas elektrotransformacijai
Naktinés E. coli bakterijy kultiiros, augintos LB terpéje, perséjamos j 100 mL $viezios LB
terpés santykiu 1:99. Toliau bakterijy kultiira auginama purtykléje 37 °C temperatiiroje 200 rpm,
kol pasiekiamas lasteliy optinis tankis esant 600 nm bangos ilgiui (OTeoo) 0,5. Tuomet lastelés

vésinamos ledo voneléje 15-20 min (po Sio Zingsnio lastelés visada laikomos Saltai).

Atvésusios lgstelés centrifuguojamos +4 °C temperatiiroje 15 min. prie 5000x g.
Nucentrifugavus nupilamas supernatantas, Igsteliy nuosédos suspenduojamos 30 mL sterilaus
distiliuoto $alto vandens ir vél centrifuguojamos 15 min. esant 6000x g. Plovimas steriliu vandeniu
pakartojamas dar du kartus, antra kartg centrifuguojant 20 min. esant 6500x g, trecig kartg — 25
min 7000x g.

Po trecio plovimo nupilamas supernatantas, lastelés suspenduojamos 3 mL 10% glicerolio
tirpale ir centrifiguojamos esant 5000x g 3 min. Baigus centrifuguoti supernatantas nupilamas,
lastelés suspenduojamos 1 mL 10% glicerolio tirpale ir iSpilstomos po 50 pL j mégintuvélius.

Mégintuvéliai su pagamintomis kompetentinémis lastelémis laikomi -70 °C temperatiiroje.
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2.4.  Geobacilino 26 klonavimas j E. coli
Heterologinei geobacilino 26 ekspresijai geo26 genas buvo padaugintas PGR metodu nuo
Geobacillus sp. 15 kamieno genominés DNR. Geobacilino 26 struktiirinis genas, su koduojama
signalinio peptido seka ir be signalinio peptido sekos buvo padaugintas naudojant pradmenis, kurie
pateikti 2.3 lenteléje . Skirtingi pradmenys buvo sukonstruoti, siekiant jterpti geng su ir be
signalinio peptido j skirtingas plazmides. Konstruojant pradmenis buvo jterptos atitinkamos

restriktaziy atpazinimo sekos.

PGR buvo vykdoma 50 pL tiiryje. Reakcijos misinyje buvo 1,25 U Phusion High-Fidelity
DNR polimerazés (Thermo Fisher scientific), 200 UM kiekvieno nukleotido (dNTP), po 0,5 uM
pradmeny ir 250 ng genominés DNR. PGR ciklai nustatyti pagal polimerazés naudojimosi
instrukcijg, 0 naudota pradmeny prikibimo temperattira (T?) — 52 °C. PGR produktai ir plazmidés
grynintos naudojant PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), kerpant DNR i$
elektroforezés gelio naudota Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). PGR produkty ir
plazmidZziy karpymui naudotos atitinkamos restriktazés (Thermo Fisher Scientific). DNR ligavimui
naudota T4 DNR ligazé (Thermo Fisher Scientific). Sie rinkiniai naudoti pagal gamintojo
rekomendacijas. Vykdant kolonijy PGR vietoje genominés DNR j reakcijos misinj buvo jdedamos

uzaugusiy transformanty lastelés.

Geo026 genui, kuris koduoja bakteriocing su signaliniu peptidu, padauginimui naudoti
FOR_pET21_bac26 ir REV_pET21/pET26_bac26 pradmenys. PGR produktas jklonuotas j pET21
plazmidés multikloninj saita, naudojant Nhel ir Xhol restriktazes, ir gautas pET21+geo26sp
konstruktas. Geo26 genui, kuris koduoja bakteriocing be signalinio peptido, padauginti naudoti
FOR_pET21 -SignalP_bac26 ir REV_pET21/pET26 bac26 pradmenys. PGR produktas
iklonuotas j pET21 plazmidés multikloninj saitg, naudojant Nhel ir Xhol restriktazes, ir gautas
pPET21+ge026 konstruktas.

Geo26 genui, kuris koduoja bakteriocing su signaliniu peptidu, padauginimui naudoti
FOR_pET26_bac26 ir REV_pET21/pET26_bac26 pradmenys. PGR produktas jklonuotas j pET26
plazmidés multikloninj saita, naudojant Ncol ir Xhol restriktazes, ir gautas pET26+ge026sp
konstruktas. Geo26 genui, kuris koduoja bakteriocing be signalinio peptido, padauginimui naudoti
FOR_pET26 -SignalP_bac26 ir REV_pET21/pET26 bac26 pradmenys. PGR produktas
jklonuotas j pET26 plazmidés multikloninj saitg, naudojant Ncol ir Xhol restriktazes, ir gautas
PET26+ge026 konstruktas.
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Ge026 genui, kuris koduoja bakteriocing su signaliniu peptidu, padauginimui naudoti
FOR_pETDuet_bac26 ir REV_pETDuet_bac26 pradmenys. PGR produktas jklonuotas j pETDuet-
1 plazmidés multikloninj saitg, naudojant BamHI ir Xhol restriktazes, ir gautas pETDuet-
1+ge026sp konstruktas. Geo26 genui, kuris koduoja bakteriocing be signalinio peptido,
padauginimui naudoti FOR_pETduet_-SignalP_bac26 ir REV_pETduet_bac26 pradmenys. PGR
produktas jklonuotas j pETDuet-1 plazmidés multikloninj saitg, naudojant BamHI ir Xhol
restriktazes, ir gautas pETDuet+ge026 konstruktas.

Geo 26 genui su signalinio peptido seka ir jterptu histidino lickany zymeniu N-gale
padauginti naudoti FOR_pETDuet_bac26 ir REV_pETDuet_bac26 . PGR produktas jterptas j
pPACYCDuet-1 multikloninj saitg, naudojant BamHI ir Xhol restriktazes, ir gautas
pACYCDuet+geo26 konstruktas. pACYCDuet-1 vektoriui su Geo26 genu be histidino lickany
Zzymens padauginti naudoti FOR_pET26_bac26 ir REV_pETDuet bac26 pradmenys. PGR
produktas jterptas j pACYCDuet-1 plazmidés multikloninj saitg, naudojant Ncol ir Xhol
restriktazes, gautas pACY CDuet-6His+ge026 konstruktas.

Gauti pPET21+ge026sp, pPET21+ge026, PET26+ge026sp, PET26+0e026,
PETDuet+geo26sp, pETDuet+ge026, pACY CDuet-6his+ge026, pACY CDuet+geo26 konstruktai,
transformuoti elektroporacijos metodu (18 kV/cm, 5ms) j E. coli DH5o kamieng. Po
elektrotransformacijos Igstelés regeneruotos 1 val. SOC terp¢je 37 °C temperatiiroje, tuomet i$sétos
ant agarizuotos LB terpés su atitinkamu antibiotiku ir per naktj inkubuotos termostate 37 °C
temperatiiroje. ISaugus transformantams kolonijy PGR metodu patikrinamas plazmidés su geo26
genu buvimas transformantuose ir viena is§ kolonijy uzséjama j skysta LB terpe ir auginama 37 °C
purtykléje pernakt. Tuomet i$ bakterijy kultiiros iSskiriama plazmidé¢, kuri toliau transformuojamos

elektroporacijos metodu j E. coli raiSkos kamienus.
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2.3 lentelé. Pradmenys

Pradmens pavadinimas Seka

FOR_pET26_bac26 CAGCCATGGCGTTTTTTGCTGTGTTTATGGTCTTTG
FOR_pET21_bac26 AGTCATGGCTAGCATGTTTTTTGCTGTGTTTATGGTCTTTG
FOR_pETduet_bac26 CGAGGATCCGATGTTTTTTGCTGTGTTTATGGTCTTTG

FOR_pET26_SignalP_bac26 CATCCATGGAGTCTACTGAACTAAATACAGACTTAC
FOR_pETduet_SignalP_bac26 | CTGGATCCCGAGTCTACTGAACTAAATACAGACTTAC
FOR_pET21_SignalP_bac26 CAGTCGCTAGCATGGAGTCTACTGAACTAAATACAGACTTAC
REV_pETduet_bac26 TCACTCGAGTTAACGAATAGTAATTCTACCAAAGTAAAAACGACAG
REV_pET12/pET26_bac26 ACGTACCTCGAGACGAATAGTAATTCTACCAAAGTAAAAACGAC

2.5.  Rekombinantinio baltymo ekspresija
E. coli raiskos kamienai (BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3)), su transformuotais konstruktais
auginti LB terpéje 37 °C purtykléje aeruojant su atitinkamu antibiotiku. Lastelés auginamos, kol
OTeo0 pasiekia 0,6. Pasiekus reikiamg optinj tankj, baltymy raiSka indukuojama terpe papildzius
ImM IPTG ir toliau auginant Igsteles 3 val. Po indukcijos lastelés surenkamos jas centrifliguojant
(5000x g, 20 min., 4 °C), tuomet Igsteliy nuosédos suspenduojamos natrio fosfato buferyje (50mM
NaH2POs, 300mM NacCl, pH = 8)

2.6.  Elektroforetiné analize
NDS-PAGE atliekama pagal Laemmli (lan M. Rosenberg, 1996). Baltymai skirstomi 15 %
SDS-poliakrilamido gelyje 200 V 45 min. Po elektroforezés gelis dazomas Page Blue™ baltymy
dazymo tirpalu (Thermo Fisher Scientific). Vizualizuotos baltymy juostelés lyginamos su kartu
forezéje leista baltymy liniuote PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific).

2.7. Gryninimas Ni?* afininés chromatografijos metodu
Surinktos lgstelés po indukcijos ardomos ultragarsu (20% amplitiudé, sonifikuojama 2 s,
tuomet pauzé 5 S). Suardytos lgstelés centrifuguojamos esant 14000x g 20 min. Supernatante
atskiriama tirpi baltymy frakcija nuo netirpios. Pastaroji tirpinama natrio fosfato buferyje su 8M

uréjos.

Kolonélé su uzpildyta 1 mL Profinity IMAC Resin (Bio-Rad) gelio pirmiausia plaunama 5

kolonélés turiais distiliuoto vandens. Tada ekvilibruojama 5 kolonélés tuiriais natrio fosfato buferio
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su 5 mM imidazolo. Ekvilibravus kolonéle supilamas méginys (tirpi arba netirpi baltymy frakcija),
papildytas 5 mM imidazolo. Méginys pratekéjes pro kolonéle yra surenkamas, o kolonélé toliau
plaunama 5 mL natrio fosfato buferio su 20 mM imidazolo. Pratekéjusios nuplovimo frakcijos taip
pat surenkamos . Tada vykdoma baltymy eliucija, plaunant kolonéle 5 mL natrio fosfato buferio
su 500 mM imidazolo. Surenkamos eliucijos frakcijos po 1 mL, baltymo grynumas tikrinamas
NDS-PAGE baltymy elektroforezés metodu. Gryninant netirpig baltymy frakcija 1 buferius

pridedama 8 M uréjos

2.8.  Nudruskinimas
ISgrynintas méginys nudruskinamas gelchromatografijos metodu. ParuoSiamas
nudruskinimo buferis (0,05 M NaH2POs, pH 8), jame iSbrinkinamas Sephadex G-25 (Pharmacia
Biotech) gelis. Brinkstant geliui buferis kei¢iamas tris kartus. I8brinkus, kolonélé uzpildoma 8,5
mL gelio. UzZpildyta kolonélé plaunama 5 jos tiriais buferiu (0,05 M NaH2PO4, pH 8), tada
uzne$ama 2,5 mL méginio, jam subégus j gelj, ant kolonélés uzpilama buferio, o pratekéjes

méginys surenkamas (3,5 mL).

2.9.  Leksteliy su jautriu kamienu ruo$imas
Parageobacillus genomospecies 1 (NUB 36187) kamienas tankiai uzsé¢jamas gazonu ant
petri 1ékstelés su agarizuota MB terpe ir auginamas 4 val. 55 °C temperatiiroje. Tuomet lastelés
plaunamos nuo lékstelés skysta MB terpe ir pagaminama lgsteliy suspensija, kurios OTgoo = 1.
Lasteliy suspensija inokuliuojama j skystg terpe su agaru (santykiu 1:99), kol ji dar 55-60 °C. Terpé

geral iSmaiSoma ir i§pilstoma j petri léksteles.

2.10. Sulinéliy agare metodas
Petri 1ékstelése su jautriu kamienu iSkerpami Sulinéliai. ] juos pilamas neskiestas bei 2, 4,
8, 16 ir t.t. karty skiestas NB terpe méginys. Lékstelé inkubuojama 55 °C termostate per naktj. PO
inkubacijos léksteléje aplink Sulinélius vertinamos inhibicinés zonos. Bakteriocino aktyvumas
apskaiCiuojamas pagal formule AU/ml=(1mIxV-1)/D-1, kur V — méginio tiris mL, o D —
didziausias skiedimy skai¢ius, kuomet Sulinélyje aiSkiai matoma inhibiciné zona (Barefoot ir

Klaenhammer 1983).

2.11. Bakteriocino temperatiirinis stabilumas
ISgrynintas ir nudruskintas bakteriocino méginys inkubuojamas 2 val. skirtingose
temperattrose: 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C. Po inkubacijos jo aktyvumas nustatomas sulinéliy agare
metodu
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2.12. Kolonijas formuojanciy vienety skaiCiavimas
Naktin¢ jautraus kamieno kultlira, auginta agarizuotoje MB terpéje, perséjama ant
Sviezios agarizuotos MB terpés ir auginama 4 val. 55 °C termostate. Praéjus Siam laikui 1astelés
nuplaunamos skysta MB terpe ir pagaminama bakterijy kultiiros suspensija, kurios OTego = 1. Tada
ant agarizuotos MB terpés leksteleje isséjamos 10, 102, 10%, ... ir 108 karty skiestos lastelés ir
auginamos 55 °C termostate per naktj. Po inkubacijos, vertinamas kolonijy skaicius Iékstelése,
kuriose matoma 50 — 400 kolonijy. Visa tai pakartojama tris kartus ir iSvedamas vidurkis. Skiedima

padauginus i$ kolonijy skai¢iaus vidurkio apskaic¢iuojamas KFV/mL, kuomet OTego = 1.

2.13.  Minimalios inhibicijos koncentracijos matavimas

Minimali bakteriocino inhibiciné koncentracija nustatyta remiantis Wiegand et al., 2008
metodu, kuris atitinkamai Siame darbe buvo modifikuotas. Naktin¢ jautraus kamieno kultira,
auginta agarizuotoje MB terp¢je, pers€jama ant Sviezios agarizuotos MB terpés ir auginamos 4 val.
55 °C termostate. Pra¢jus Siam laikui lastelés nuplaunamos skysta MB terpe ir pagaminama
bakterijy kultiiros suspensija, kurios OTeoo atitinka 10x10° KFV/mL. 96 $ulinéliy léksteléje
iSpilstoma po 100 pL neskiesto, bei 2, 4, 8, 16 ir t.t. karty skiesto bakteriocino méginio, kuris prie$
tai suspenduotas NB tepé¢je. | Siuos Sulinélius taip pat iSpilstoma po 100 pL paruostos lasteliy
suspensijos NB terpéje, taip kad kickviename Sulinélyje buty ~ 5%10° KFV/mL. Lékstelés
inkubuojamos per naktj 55 °C purtykléje 300 rpm. Ryte vizualiai stebima, kokia maziausia
bakteriocino koncentracija dar stabdo lasteliy augima Sulinélyje ir apskai¢iuojama minimali

inhibiciné bakteriocino koncentracija.

2.14. Bakteriocino veikimo mechanizmo nustatymas
Naktiné jautraus kamieno kultlra uzséjama j 100 mL sterilios MB terpés santykiu 1:99 ir
auginama 4 val. 55 °C 200 rpm purtykléje. Praéjus 4 val. §i kultiira perséjama j sterilig MB terpe
santykiu 1:9. Perséjus, lastelés auginamos 2 val. tuomet j aktyviai auganciy lasteliy kultirg
jdedamos skirtingos bakteriocino koncentracijos ir matuojamas optinio tankio pokytis praéjus O,

30, 60 ir 120 min. nuo bakteriocino jdéjimo.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
Sis darbas yra jau pries tai laboratorijoje vykdyty darby tasa. geobacilinas 26 (Geo26) pries
tai buvo iSgrynintas i§ Geobacillus sp. 15 kamieno, buvo nustatyta jo aminortigsciy seka ir pagal

ja atrastas genas, kuris koduoja §j bakteriocing.

3.1.  Geobacilino 26 bioinformatiné analizé
Bakteriocino geobacilino 26 (Geo26) aminoriigs¢iy sekos analizé SignalP programa
parodé, kad §is baltymas turi signalinj peptida (3.1 pav.). C-verté rodo, kur yra galimos signalinio
peptido skelimo vietos, S-verté¢ — atskiria aminortigstis priklausancias signaliniam peptidui, nuo
aminoriig§ciy nepriklausanciy jam. Y-verté iSveda vidurkj tarp Siy dviejy matmeny ir nurodo
tikslesng restrikcijos vieta. Remiantis C-verte matome, kad yra dvi galimos restrikcijos vietos,
taciau Y-verte patikslina, kad signalinis peptidas yra 19 aminoriigsciy ilgio, ir jo skélimo vieta yra

tarp A (19) ir E (20) aminortigsciy.
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3.1 pav. SignalP programos rezultatai

Geo026 aminoriigs¢iy sekos (3.2 pav.) analizé NCBI duomeny bazéje, naudojant BLASTp
algoritma, parode¢, kad Geo26 yra hipotetinis baltymas, o jo seka nebuvo panasi j jokio Zinomo
bakteriocino aminoriigs¢iy seka. Panasiis baltymai yra koduojami Brevibacillus brevis,
Geobacillus thermocatenulatus, Anoxybacillus sp. P3H1B ir kai kuriy Bacillus riiSies kamieny

genomuose. Bakteriocino sekoje yra 2 cisteino aminortigstys, tod¢l yra tikimybeé, kad bakteriocinas
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savo strukttroje gali formuoti disulfidin; tiltelj, o netinkamas jo susidarymas ar netgi jo suardymas

gali jtakoti bakteriocino aktyvuma.

MFFAVFMVFVNAIPSFASAESTELNTDLQKIRNLDVNQELTIQIIKDNKQ
1] ! 10] ! 20] ! 30] ! 40] ! 50]

Signalinis peptidas

QRVVEVFEKDTGKIYRSIFNKKDNSFETVEIDKKTKIEKNVFSSKTFETQ
J 60| ! 70] ! 20| ! 30| f 100

YNGEQLQSSQISPMSFSLIDSGSHNLSGKFKYYVYTOKIWVVQCEGKSKNP
T 110] ! 120] ! 130] ! 140] ! 150

TETSNNSSDLQSFRNSYNNLRGAELRFSAAMGTAATSPLIAAITAPTGWG
J 160] f 170] f 1a80] f 150] f 200

PIVATLTAVGAGAAATIAEAYNSYVYAKDCRFYFGRITIR™*
U 2101 f 220] f 2301 f 240

3.2 pav. Geobacilino 26 aminoriigsciy seka

Remiantis Siais rezultatais ir aminortigs¢iy seka nustatyta, kad §is bakteriocinas yra naujas ir
iki Siol netyrinétas, neturi | save panasiy zinomos funkcijos baltymy ir bakteriociny. Taip pat §is
bakteriocinas turi signalinj peptida. Dél savo dydzio (24,6 kDa) §is bakteriocinas galéty biti
priskirtas III bakteriociny klasei.

3.2. Geobacilino 26 geno klonavimas j E. coli

Geobacillus sp. 15 kamieno genominé DNR buvo naudojama geobacilino 26 genui
padauginti PGR metodu. Kadangi SignalP programa parodé¢, kad bakteriocinas turi signalinj
peptida, geobacilino 26 genas buvo klonuojamas j plazmides su signalinio peptido seka (geo26sp),
ir be jos (ge026). Abu Sio geno variantai buvo klonuojami j pET21, pET26, pETDuet-1 plazmides,
0 1 pACYCDuet-1 plazmide buvo klonuotas genas su signalinio peptido seka bei turintis histidino
liekany Zymenj arba be jo. Tam, kad jvertinti $io baltymo heterologing raiska, naudojant skirtingas
plazmides, ir gauti didziausig aktyvaus baltymo kiekj. pET21 plazmid¢ pasirinkta, siekiant jterpti
histidino liekany Zymenj C-gale, taip palengvinant baltymo gryninimg. pET26 plazmid¢ pasirinkta,
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nes turi pelB signaling sekg, nukreipian¢ig rekombinantinj baltymg j periplazming ertm¢. Kadangi
jtariama, jog baltymas gali turéti disulfidinj tiltelj, o nukreipimas | periplazming ertm¢ padéty
tinkamai formuotis Siems tilteliams ir gauti aktyvy baltyma. pETDuet-1 vektorius pasirinktas dél
galimybés jterpti histidino liekany Zymenj N-gale. Klonavimas | pACYCDuet-1 vektoriy buvo
pasirinktas, kadangi tai mazakopijiné plazmide¢, ir buvo tikimasi, jog sulétéjus baltymo sintetzei

nesusidarys netirpiy kiineliy.

3.3.  Baltymo raiska
Siekiant optimizuoti geobacilino 26 raiska, gauti konstruktai (3.1 lentel¢) transformuoti j
du skirtingus E. coli raiskos kamienus. BL21 (DE3) kamienas pasirinktas dél savo tinkamumo
svetimy geny raiSkai. Jis yra placiai naudojamas rekombinantiniy baltymy rai$kai, jame yra
i$veiklintos proteazés. Taip pat pasirinktas ir E. coli Rosetta (DE3) raiSkos kamienas, dél pRARE
plazmidés turéjimo. Sioje plazmidéje koduojamos tRNR, turinéios retus kodonus. Tai gali biti
naudinga, kadangi geo26 yra genas i§ gramteigiamos bakterijos ir klonuojamas j gramneigiama E.

coli bakterija. Visi transformacijose naudoti konstruktai ir kamienai parodyti 3.1 lenteléje:

3.1 lentelé.

Konstruktas E. coli kamienas Pavykusi indukcija
PET26+ge026sp Rosetta (DE3) -
BL21 (DE3) -
pET26+ge026 BL21 (DE3) -
pET21+ge026sp Rosetta (DE3) -
BL21 (DE3) +
PET21+ge026 BL21 (DE3) -
PETDuet-1+ge026sp Rosetta (DE3) -
BL21 (DE3) -
PETDuet+ge026 Rosetta (DE3) +
BL21 (DE3) -
pACYCDuet+ge026 BL21 (DE3) -
pACY CDuet-6His+ge026 BL21 (DE3) -

Buvo bandoma pasiekti geobacilino 26 baltymo raiska, naudojant visus gautus konstruktus
ir ekspresijos kamienus. Po baltymo indukcijos naudotuose raiskos kamienuose lasteliy méginiai

buvo analizuojami NDS-PAGE metodu. Baltymo raiska buvo gauta tik naudojant pET21+ge026
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konstrukta BL21 (DE3) kamiene, bei pETDuet-1+geo26 konstrukta Rosseta (DE3) kamiene.
Naudojant kitus konstruktus Siuose kamienuose, baltymo raiSkos gauti nepavyko. To tiksli

priezastis néra zinoma, kadangi plazmidziy konstruktai nebuvo sekvenuoti.

3.4. Geobacilino 26 su signaliniu peptidu raiska

Pirmiausia pavyko gauti Geo26sp (geobacilino 26 su signaliniu peptidu) raiskg E. coli
BL21 (DE3) kamiene, naudojant pET21 plazmidg. Lyginant su kontrole, didziausias baltymo
kiekis buvo gautas 3 ir 4 valandg po indukcijos (3.3 pav.). Buvo pastebéta, kad baltymas agreguoja
i netirpius kiinelius ir yra netirpioje baltymy frakcijoje (3.4 pav). Gryninant §j Geo26sp Ni%*
afininés chromatografijos metodu jis neprikibo prie dervos ir buvo aptinkamas kartu su
pratekéjusiais pro kolonéle baltymais. Manoma, kad susidarant tretinei baltymo struktiirai,
histidino liekany zymuo pasislepia baltymo struktiiroje, ir gryninimo metu nesgveikauja su Ni?*

jonais. Taip pat buvo nustatyta, kad $is baltymas neturi aktyvumo.

Siekiant gauti geobaciling 26 tirpioje frakcijoje, po indukcijos lastelés augintos +18 °C
temperatiroje 16 valandy. Tokiomis salygomis sulét¢ja Igsteliy metabolizmas, baltymai
sintetinami lé¢iau, kas gali pagelbéti jy teisingam iSsilankstymui ir jgyti tinkamg treting struktiira.
Lasteliy méginiy analizé¢ NDS-PADE metodu parodé, kad Siuo atveju didzioji susintetinto
geobacilino 26 dalis yra tirpioje frakcijoje (3.5 pav). Buvo bandyta gryninti §ig tirpig baltymo forma
Ni?* afininés chromatografijos metodu. Kaip ir anksé¢iau, geobacilinas 26 buvo vis dar randamas

neprikibusiy prie kolon¢lés baltymy frakcijoje, o baltymo aktyvumo taip pat nebuvo.
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3.3 pav. pET21+ge026sp (su signaliniu peptidu)
ekspresija E. coli BL21 kamiene, kultivuojant
37°C. KO - neindukuotos 0 val.; K2, K3, K4 -
neindukuotos 2,3 ir 4 val., atitinkamai; 12, 13, 14
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3.4 pav. Geo26sp klonuoto |
PET21 ir ekspresuoto E. coli
BL21 kamiene tirpi ir netirpi
frakcijos, kai  bakterijy
kultiira auginta 37 °C. L —
Baltymy liniuoté, T — tirpi
frakcija, N — netirpi frakcija
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3.5 pav. Geo26sp klonuoto |
PET21 ir ekspresuoto E. coli
BL21 kamiene tirpi ir netirpi
frakcijos, kai  bakterijy
kultora auginta 18 °C. KT —
neindukuota tirpi frakcija, IT
— indukuota tirpi frakcija,
KN — neindukuota netirpi
frakcija, IN — indukuota

netirpi frakcija

Ta pacia plazimdg jterpus j kitg raiSkos kamieng — Rosetta (DE3) baltymo sintez¢ nevyko.

IS rezultaty matyti, kad Geo26 su signalinio peptido seka raiska pET21 plazmidéje yra

neefektyvi. Gaunamas baltymas, kuris neturi aktyvumo, ir nesigrynina Ni?* afininés

chromatografijos metodu

3.5. Geobacilino 26 be signalinio peptido raiska
Toliau buvo analizuojama Geo26 (geobacilinas 26 be signalinio peptido) baltymo raiska E.
coli Rosetta (DE3) kamiene, naudojant pETDuet-1 plazmide (3.6 pav.). Atlikus Iasteliy méginiy
analize NDS-PAGE metodu, bei iSanalizavus tirpig ir netirpig baltymy frakcijas paaiskéjo, kad Siuo

atveju geobacilinas 26 neagreguoja  netirpius kiinelius ir yra tirpioje baltymy frakcijoje.

Toliau geobacilinas 26 buvo grynintas Ni?* afininés chromatografijos metodu (3.7 pav.).
Kadangi vykdant raiSka buvo naudojama pETDuet-1 plazmid¢, sintezés metu histidino liekany
zymuo buvo prijungtas baltymo N-gale. Manoma, kad dé¢l pakeistos histidino liekany Zymens

vietos, jis nebesislépé baltymo struktiiroje ir gryninimas buvo s¢kmingas.
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3.6 pav. pETDuet-1+geo26 be 3.7 pav. Geo26 be signalinio peptido gryninimas i$ E. coli
signalinio peptido ekspresija E. coli Rosetta (DE3) lasteliy lizato tirpios frakcijos. L — batymy
Rosetta (DE3) kamiene. L - baltymy liniuc?Fé, 1- nepriki_be;_l_)altymaiz_2-6 — kolonélés plovimo
liniuoté; K3 -neindukuota 3 val.; 13 - frakcijos, 7-11 —eliucijos frakcijos

indukuota 3 val.

IS 3.7 pav. matyti, kad eliucijos frakcijose dar yra kity baltymy. Buvo bandyta optimizuoti
baltymo gryninimg ir atsikratyti priemaiSy. Taciau nuplaunant kolonéle, pakélus imidazolo
koncentracijg iki 30 mM, dél silpny sgveiky tarp Ni?* jony ir histidino liekany Zymens, nuo
kolonélés nusiplauna dalis geobacilino 26. Buvo bandyta papildomai gryninti ir katijony ar anijony
mainy chromatografijomis, taciau visais atvejais gryninimo metu buvo prarandamas baltymas.
Manoma, kad gryninimui gal¢jo biiti pasirinktas netinkamas buferis, baltymas galéjo sudaryti

agregatus kolon¢l¢je. Toliau tyrimai atlikti su dalinai grynu geobacilinu 26.

3.6.  Geobacilino 26 aktyvumas prie$ kitas termofilines bakterijas
Siekiant nustatyti geobacilino 26 veikimo spektra, iSgryninto bakteriocino aktyvumas buvo
tikrintas prie§ kitas termofilines bakterijas Sulinéliy agare metodu. Gauti rezultatai pateikti 3.2
lenteléje. I$ jos matyti, kad geobacilinas 26 veikia pries kai kuriuos Geobacillus ir Parageobacillus
kamienus. I$ turimy rezultaty sunku pasakyti, ar tai plataus veikimo spektro bakteriocinas. Norint

tai nustatyti reikéty patikrinti Geo26 aktyvuma pries kitas jvairiy genciy bakterijas.
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Taip pat buvo jvertinta ir Geo26 minimali
inhibiciné koncentracija. Siam tyrimui buvo pasirinktas
Parageobacillus genomospecies 1 (NUB 36187)
kamienas, kadangi tiriant bakteriocino aktyvuma pries jj
buvo aiskiai matomos didziausios inhibicinés zonos.
Buvo parodyta, kad 484 ng/mL geobacilino koncentracija
(minimali inhibiciné koncentracija, MIC) stabdo Sio
kamieno augimg. Tuo tarpu 242 ng/mL bakteriocino
koncentracija jau augimo nebestabdé. Tuo tarpu, kito 111
klasés bakteriocino lizostafino MIC varijuoja nuo <0,047

iki 12,5 pg/mL (Bastos, Coutinho, ir Coelho, 2010).

3.2 lentelé. Geo26 aktyvumas prie§ termofilines bakterijas

310/ml
e

0,24 pg/ml 15,5 pug/ml

@ o
62 pug/mi 7,75 pg/
o ©
A 0,97 pg/ml o 3,88 pg/ml

°
1,9 ﬁé/ml

0,48 pg/ml

3.8 pav. Skirtingy Geo26 koncentracijy
itaka jautraus kamieno augimui

Kamienas Aktyvumas
Aeribacillus pallidus (DSM 36707) -
Anoxybacillus tepidamans (DSM 163157) -
Geobacillus gargensis (DSM 153787) -
Geobacillus jurassicus (DSM 157267) ++
Geobacillus kaustophilus (HTA 426) ++
Geobacillus stearothermophilus 10 (DSM 13240) +
Geobacillus subterraneus (DSM 135527) -
Geobacillus thermocatenulatus (DSM 730) -
Geobacillus thermodenitrificans (DSM 4657) -
Geobacillus thermoleovorans (DSM 53667) +/-
Geobacillus uzenensis (DSM 135517) +/-
Parageobacillus genomospecies 1 (NUB 36187) ++
Parageobacillus thermoglucosidasus (DSM 25427) -
Parageobacillus toebii (DSM 145907) +

++ didel¢ inhibicijos zona  + maza inhibicijos zona +/- neryski inhibicijos zona - néra inhibicijos
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3.7.  Geobacilino 26 temperatiirinis stabilumas
Norint patikrinti Geo26 stabilumga jvairiose temperatiirose, bakteriocinas buvo inkubuojamas 2 val.
50 °C, 60 °C, 70 °C ir 80 °C temperatiiroje. Po inkubacijos bakteriocino aktyvumas pamatuotas

Sulinéliy agare metodu, darant dukartinius skiedimus. Rezultatai pateikti 3.3 lenteléje:

3.3 lentelé. Bakteriocino temperatiirinis aktyvumas, lyginant su kontrole

Temperatira Aktyvumas

-20 °C 100 %

4°C Prarandamas po 2 sav.
50°C 100 %

60 °C 100 %

70°C 100 %

80 °C 50 %

IS rezultaty matyti, kad bakteriocinas iSlaiko savo stabilumg tik esant temperatiirai iki 70
°C. Esant 80 °C temperatiirai bakteriocino aktyvumas sumaz¢ja 50 %. Taip pat nustatyta, kad
geobaciling 26 galima laikyti -20 °C temperatiiroje, taciau laikomas 2 savaites 4 °C temperatiiroje

jis praranda aktyvuma.

Dél savo aktyvumo pries kitas termofilines bakterijas ir stabilumo 60-70 °C temperatiiroje
Sis bakteriocinas gali biiti panaudojamas pramongéje, kur palaikomos temperatiros iki 70 °C, taip

sumazinant uzkrétimo termofilais rizika.

3.8.  Geobacilino 26 veikimo mechanizmas
I aktyviai augancias jautraus kamieno lgsteles buvo jdétos skirtingos bakteriocino koncentracijos
(0; 3,875; 7,75; 15,5; 31 ir 62 pg/mL) ir stebimi optinio tankio pokyciai skirtingais laiko tarpais.
Lyginant su kontrole, esant jvairioms bakteriocino koncentracijoms, lasteliy optinis tankis maz¢ja,

ir po 2 val jau yra arti nulio.
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=—31 pg/ml

15,5 pg/mi
=i-7.75 pug/mi
=@-3,875 ug/ml

0 30 60 120
Laikas, min

3.1 pav. Skirtingy geobacilino 26 koncentracijy jtaka lasteliy optiniam tankiui (600 nm)

Optinio tankio kritimas parodo, kad bakteriocinas veikia lgsteles bakteriolitiskai, kadangi
kitu atveju lasteliy optinis tankis nekisty.
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Vykdant raiska E. coli lastelése buvo gautas aktyvus bakteriocinas

Ge026 buvo iSgrynintas Ni2+ afininés chromatografijos metodu

Geo26 islaiko stabilumg 70 °C temperattroje, o 80 °C lieka 50 % jo pradinio aktyvumo
Geo26 turi aktyvumg pries kai kurias Parageobacillus ir Geobacillus genties bakterijas
Geo26 veikia bakteriolitiskai
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Manta Vaicikauskaité
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Gyvybés moksly centras

Biomoksly institutas

Vilnius, 2018

Bakteriocinai — tai heterogeniné bakterijy ribosomy sintetinamy antibakteriniy peptidy

grupe. Dél jvairiy pritaikymo galimybiy, bakteriocinai yra patraukliis tyrimo objektai.

Sio darbo tikslas buvo susintetinti rekombinantinj bakteriocing geobaciling 26 ir jj
charakterizuoti. Tai III klasés naujas (24,6 kDa dydzio)) bakteriocinas nepasizymintis sekos
panasumu | kitus zinomus baltymus ir bakteriocinus. Bakteriocino genas be signalinio peptido
sekos (19 aminortigséiy ilgio) buvo ekspresuotas E. coli Rosetta (DE3) raiSkos kamiene. Aktyvus
rekombinantinis baltymas buvo i$grynintas Ni?* afininés chromatografijos metodu. Parodyta, kad
bakteriocinas i§laiko savo stabilumg temperatiirose iki 70 °C, o 80 °C temperatiiroje praranda 50
% savo aktyvumo. IStyrus geobacilino 26 aktyvuma pries$ kitas termofilines gramteigiamas
bakterijas nustatyta, kad geobacilinas 26 veikia prie§ kai kurias Parageobacillus ir Geobacillus
genties bakterijas, o jo minimali inhibiciné koncentracija prie§ Parageobacillus genomospecies 1
kamieng yra 484 ng/mL. Tiriant bakteriocino jtakg Sio kamieno lgsteliy optiniam tankiui

parodyta, kad geobacilinas 26 veikia bakteriolitiskai.
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Bacteriocins are heterogenous group of ribosomally-synthetised antimicrobial peptides or

proteins. They have many promising aplications in medicine, research, food and fuel industries.

The aim of this work was to express active recombinant bacteriocin Geobacilin 26 (Geo26)
and characterize it. The PCR amplified product of heat-labile class 111 Geobacilin 26 without signal
peptide sequence was cloned in pETDuet-1 vector and expressed in Escherichia coli Rosetta
(DE3). Active recombinant Geobacilin 26 was purified using Ni%* affinity chromatography
method. It was shown that Geo26 is stable at temperatures reaching 70 °C, at 80 °C temperature
bacteriocin only has 50 % of his activity. Bacteriocin‘s activity against other Gram-positive
thermoplilic bacteria was also studied. Geo26 is active against some bacterias from genus
Parageobacillus and Bacillus, and his minimal inhibitory concentration against sensitive
Parageobacillus genomospecies 1 strain is 484 ng/mL. When added to actively growing sensitive
cells Geobacilin 26 reduced optical density, meaning that this bacteriocin has bacteriolytic mode

of action.
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