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SANTRUMPU SARASAS

ABC — ATP prisijungianti kaseté (angl. ATP-binding casette)

Aps/min — apsisukimai per minutg

ATP — adenozino trifosfatas (angl. adenosine triphosphate)

CamR — atsparumas chloramfenikoliui (angl. resistance to chloramphenicol)
DNR — Deoksiribonukleortigsrtis

KanR — atsparumas kanamicinui (angl. resistance to kanamycin)

bp — baziy poros

LB — Luria-Bertani

MB — maitinamasis bulijonas

MCS — daugybinis klonavimo regionas (angl. multiple cloning site)

mTGP — modifikuota triptono glicerolio piruvato terpé

NICE — nizino kontroliuojama raiskos sistema (angl. Nisin Controlled Expression System)
OT - optinis tankis

PG — protoplasty gaminimo terpé

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

RC — riedancio rato mechanizmas (angl. Rolling Circle)

SfGFP — ypac gerai iSsilankstantis Zaliai fluorescuojantis baltymas (angl. superfolder Green

Fluorescent Protein)

SOC - super optimalus bulijonas, su katabolity represija (Super Optimal Broth with Catabolite

repression)

TAE — tris baze, acto rugstis, EDTA



IVADAS

Termofilinémis bakterijomis laikomi mikroorganizmai, kurie auga temperattirose nuo
60 °C iki 80 °C. Dél augimo aukstesnéje temperatiiroje ir jvairiose aplinkose Sios bakterijos turi
jvairy metabolizmg ir unikalias makromolekulines ypatybes, dél kuriy turi auksta medziagy
apykaitos lygj bei sintetina fiziskai ir chemiskai stabilius fermentus.

Sj gebéjima turi ir Parageobacillus bei Geobacillus genéiy bakterijos. Dél savo augimo
salygy Sios bakterijos geba sintetinti termostabilius ir komerciskai naudingus fermentus
(amilazes, hemiceliulazes, lipazes, polimerazes ir t.t.) bei chemines medziagas (laktata,
formatg, acetata, etanolj, gintaro ragstj ir t.t.). Taip pat gali biiti panaudojamos bioetanolio
gamybai ir aplinkosaugai. Be to, pastaruoju metu vis daugiau tiriamas Geobacillus bakterijy
potencialas sintetinant antimikrobinius peptidus.

Siekiant placiau pritaikyti Sias bakterijas biotechnologijoje, atsiranda poreikis jas
modifikuoti, jterpti naujus genus, keisti esamus ar sustiprinti jau esamy geny sinteze. Siuo metu
vis daugiau démesio skiriama $iy bakterijy raiSkos sistemoms ir transformacijy metodams kurti.
Kolkas $iy bakterijy genetinei transformacijai atlikti daugiausia naudojami Saudykliniai
vektoriai, bei keletas jy pagrindu sukurty reguliuojamy geny raiskos sistemy, taciau dazniausiai
jos yra tinkamos tik vienam kamienui arba néra pakankamai efektyvios, kad buty placiai
pritaikomos. Lyginant su raiSkos sistemomis sukurtomis Echerichia coli ir Bacillus subtilis
bakterijoms, (Para)Geobacillus gen¢iy bakterijos Siuo atzvilgiu stipriai atsilieka.

Sio darbo metu mes siekéme sukurti efektyvia ir reguliuojama baltymy raigkos sistema,
skirtg (Para)Geobacillus genciy bakterijoms, naudodami Geobacillus bakterijy sintetinamo

bakteriocino geobacilino I autoindukcijos mechanizma.

Darbo tikslas:

Sukurti reguliuojamg baltymy raiskos sistemg termofilinéms Parageobacillus ir
Geobacillus genciy bakterijoms.
Darbo uzdaviniai:

e Identifikuoti geobacilino I geny klasterj ir jame esancias uz bakteriocino raiska
atsakingas DNR sekas Geobacillus thermodenitrificans DSM465 bakterijos
genome.

e Sumazinti pUCG18 plazmidg, pasalinant nereikalingas ir nekoduojanc¢ias DNR

sekas.



e | modifikuota pUCGI18 plazmide jterpti geobacilino I raiska reguliuojancias
sekas.

e Gautame konstrukte, uz bakteriocino promotoriaus, jterpti reporterinio zaliai
fluorescuojancio baltymo gena.

e Sj konstrukta perkelti j (Para)Geobacillus bakterijas ir jvertinti sukurtos

sistemos efektyvuma bei optimizuoti jos veikimo salygas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Termofilinés bakterijos

Termofilinémis bakterijomis laikomi mikroorganizmai, Kkuriy optimali augimo
temperatiira yra nuo 60 °C iki 80 °C. Sios bakterijos daZniausiai auga karitosiose versmeése,
iSgyvena temperatirose, auksStesnése nei 70 °C. Tik keletas eukarioty gali augti tokioje
temperatiiroje, NOrs yra zinoma, kad kai kurie grybeliai gali augti esant 50 - 55 °C (Turner et
al., 2007). D¢l augimo aukstoje temperattiroje ir unikaliy makromolekuliniy ypatybiy termofilai
turi auksta medziagy apykaitos lygj, fiziSkai ir chemiSkai stabilius fermentus, bei aukstesnius

galutinio produkto kiekius, nei panasios mezofiliniy bakterijy rusys (Mehta et al., 2016).

Natiirali aplinka anaerobinéms termofilinéms bakterijoms varijuoja nuo Sausumos
vulkaniniy vietoviy, kur temperatiira Siek tiek virSija aplinkos temperatiirg, iki povandeniniy
hidroterminiy sistemy (nuosédy, povandeniniy vulkany), kuriose temperatiira gali virSyti 300
°C. Termofilinés bakterijos gali augti ir pozeminése vietovése, kaip naftos rezervuarai, ant
saulés jkaitinty zemés pavirSiy ar zmogaus sukurtoje aukStos temperatiiros aplinkoje,
pavyzdziui, komposto déZ¢je ar vandens ildytuve. Siy bakterijy platy paplitima jrodo didelé
Jvairové viety, 18 kuriy Sios bakterijos buvo iSskirtos: kg tik nukrites sniegas, Sacharos dykumos

smélis, vidutinio ir tropiky klimato dirvozemis, oras, druskingas ir gélas vanduo.
Temperatiiros tolerancija Siuose mikroorganizmuose lemia Sie faktoriai:

o Pralaidumas. Lasteliy membranos efektyviai funkcionuoja kaip pralaidumo
barjerai, kontroliuojantys patenkanciy ir iSeinan¢iy mazo molekulinio dydzio junginiy
judéjimg. Riebiyjy acilo esteriy lipidy membranos kinta priklausomai nuo temperatiiros ir jy
fazés kitimo temperatura yra priklausoma nuo riebiyjy rugsciy kompozicijos. Pakitus augimo
temperatiirai membranos lipidy riebiyjy riig8§¢iy kompozicija yra greitai reguliuojama;

o Cheminis stabilumas. Termofiliniai organizmai gali augti aukstoje temperatiiroje
del jy membranos lipidy cheminio stabilumo;

. Temperatiira. Lipidai, kuriy proporcijos auga kylant temperatiirai gali biiti paskirti
Htermofiliniams lipidams®. Augimo temperatirai pakilus nuo 45 ‘C iki 65 °C dieteriniy
archeolio pagrindu sudaryty lipidy kiekis sumazéja nuo 80 % iki 20 %, o standartiniy,
cholesterolio pagrindu sudaryty lipidy ir cikliniy archeolio pagrindu sudaryty lipidy kiekis
iSauga nuo 10 % iki 40 %;

. G+C baziy pory kiekis. Termofiliniy organizmy rRNR ir tRNR molekulés turi
didesnj G+C baziy pory kiekj nei mezofily, kadangi GC baziy pora turi daugiau vandeniliniy



ry$iy nei AT baziy pora. Didesnis G+C kiekis dvigrandziuose molekulés regionuose pagerina
RNR molekuliy stabiluma;

J Baltymai. Termofiliniy baltymy pavirSiaus regionai turi maziau kriivio neturin¢iy
poliniy amino riigiciy ir daugiau krivj turinéiy amino riig&éiy. Sios krivj turinéios amino
rugsciy liekanos padidina tarpmolekuliniy tilteliy kiekj ir baltymy stabiluma.

Mikroorganizmy gebg¢jimas iSgyventi nepalankiose salygose skatina mokslininkus
tyrinéti $iuos organizmus, kad geriau suprasty jy charakteristikas ir galiausiai galéty panaudoti

juos jvairiose srityse (Mehta et al., 2016).

1.1.1. Geobacillus

Geobacillus spp. bakterijos yra gramteigiamos termofilinés aerobinés ar fakultatyviai
aerobinés sporas formuojancios bacilos (1.1 pav.), jy optimali augimo temperatiira yra tarp 45
—75 °C. Sios bakterijos yra pladiai paplitusios misy aplinkoje, jas galima izoliuoti i§ komposto,
karStyjy versmiy ir jvairiy giliy geoterminiy Saltiniy, kaip naftos greziniai ar giliis sedimentai.
Taciau Siomis vietomis Geobacillus spp. bakterijos neapsiriboja. Jas taip pat galima rasti ir
vésesnéje aplinkoje, pavyzdziui, giliuose jiiry vandenyse. Sitokio paradoksalaus pasiskirstymo
priezastis yra Geobacillus organizmy gebéjimas formuoti sporas, kurios yra atsparios
ultravioletinei (UV) $viesai, i8dziGivimui, ir terminiam inaktyvavimui (Zeigler, 2013; Hussein
etal., 2015).

Sios bakterijos geba sintetinti ir j aplinka i§skirti platy asortimenta komerciskai naudingy
fermenty, tokiy kaip amilazés, hemiceliulazés, lipazés, Geobacillus rasys gali gaminti
egzopolisacharidus ir bakteriocinus, gali biati panaudojamos gaminant biokurg ir

bioremediacijoje. Nauji jy panaudojimo badai vis dar atrandami (Novik et al., 2018).

1.1 pav. Geobacillus thermodenitrificans bakterijy
nuotrauka, padaryta skenuojanciu elektroniniu mikroskopu
(Balan et al., 2012)



1.1.2. Parageobacillus

Parageobacillus genties bakterijos taipogi yra gramteigiami fakultatyviniai anaerobiniai
termofiliniai organizmai. Sios genties bakterijos yra izoliuojamos i§ plataus aukstos
temperattiros aplinkos diapozono, jskaitant karstasias versmes, gilius naftos Sulinius ir dykumos
smelj (Mohr, Aliyu, Kiichlin, Zwick, Cowan, Neumann, Maayer, 2018; Zeigler, 2013). Sios
genties organizmy termofiliné prigimtis lemia augant] susidom¢jima jomis kaip Saltiniu
pramong¢je naudingy termostabiliy fermenty, tokiy kaip lipazés, proteazés, hemiceliulazés. Be
to, kyla susidoméjimas, siekiant S$iuos organizmus panaudoti kaip visos Igstelés
biokatalizatorius jvairiuose biotechnologiniuose procesuose: bioetanolio gamyboje, lininiy
pluosty biologiniame perdirbime ir aplinkos terSaly bioremediacijoje.

Uz platy Parageobacillus spp. bakterijy panaudojimg i$ dalies yra atsakingos jy placios
metabolinés galimybes. Jos gali utilizuoti didelj spektrg jvairiy kompleksiniy polisacharidy ir
oligosacharidy augimui, jskaitant hemiceliulioze¢, angliavandenius ir aromatinius junginius.
Taip pat, Parageobacillus genties bakterijos, augdamos anaerobinéje aplinkoje, gali gaminti
laktata, formata, acetata, etanolj ir gintaro riigstj, naudodamos jvairove riigsties fermentavimo

keliy (Hussein et al., 2015; Mohr et al., 2018).

1.2.  Termofiliniu bakteriju privalumai lyginant su mezofilais

Bendrai kalbant, reguliacijos mechanizmai biosintetiniuose ir kataboliniuose keliuose
nesiskiria termofilinése ir mezofilinése bakterijose. Egzistuoja tik keletas pavyzdziy, kuriuose
termofilai gali panaudoti substratus efektyviau nei mezofilai, taciau abiejy $iy grupiy bakterijy
reguliacijos keliai yra tokie pat ir tick pat jvairtis. Turint tai omenyje, norint panaudoti
termofilus jvairiose srityse, susiduriama su panaSiomis problemomis. Taciau termofilai kartu
su ekstremaliais termofilais turi keleta privalumy, planuojant juos panaudoti
biotechnologiniuose procesuose.

Laukinio tipo organizmy lastelés yra tinkamai sureguliuotos, kad galéty efektyviai
konkuruoti kartu su kitais organizmais dél anglies (C), azoto (N), energijos Saltinio ir
gyvenamosios vietos. Dauguma organizmy yra peréj¢ evoliucing selekcijg tam, kad galéty augti
ir skurdesnéje aplinkoje ar salygoms pasidarius nepalankioms. Siekiant panaudoti tokius
organizmus biotechnologijoje, patraukli savybé yra Sios subalansuotos reguliacijos nebuvimas.
Dauguma termofiliniy organizmy yra iSskiriami i§ ekstremalios aplinkos su mazesne Kity
organizmy jvairove ir maZesniu maistiniy medziagy kiekiu. Si savybé gali suteikti
termofiliniams organizmams privalumg, kadangi Sie organizmai daZnai neturi tinkamy
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reguliacijos keliy augant aplinkoje, kurioje netriiksta maistiniy medziagy, ir tokioje aplinkoje
jie gali buti lengvai priveréiami daugintis daugiau nei jprastai (Wiegel et al., 2008). Lyginant
su mezofiliniais organizmais, naudojant greitai besidauginancias termofilines bakterijas,
fermentacijos procesa galima pagreitinti 2 — 3 kartus (Kambourova, 2018).

Kitas privalumas yra tas, kad termofiliniai organizmai yra nepatogeniniai ir jy augimo
salygos nuzudo arba inhibuoja patogeniniy organizmy augima, §iy organizmy kultivavimo
salygos sumazina rizikg mikrobiniam uzterStumui. Auksta fermentavimo temperattira sumazina
kulttros skys¢iy klampuma, padidina paprastai sunkiai tirpiy polimeriniy medziagy ir riebaly
tirpuma (Kambourova, 2018).

Jy augimas aukstoje temperatiiroje taip pat laikomas privalumu jvairiose fermentacijos
reakcijose, siekiant sumazinti fermentacijos kastus. Visy pirma, sumazéja iSlaidos Saldant
fermentatorius. Tai yra naudinga, kai naudojamas substratas biina sterilizuojamas garu arba
bent jau paveiktas kar$¢iu. Tuo atveju, jei fermentatoriaus vésinimas yra reikalingas, jis yra
daug efektyvesnis nei auginant mezofiling kultiirg, dél didesnio temperatiiry skirtumo. Be to,
aukstesnés temperattiros fermentacijose reikalingas mazesnis energijos kiekis tiesioginei lakaus
produkto, pavyzdziui, etanolio, distiliacijai. Jei auginamos anaerobinés termofiliniy bakterijy
kultiiros, gali buiti naudojami patys paprasCiausi fermentatoriai, kuriuose néra aeracijos sistemy
ir naudojamas paprastas maiSymo mechanizmas. Be to, aukStesné¢je temperatiiroje sumazeja
deguonies tirpumas, tad lengviau palaikyti anaerobines sglygas. (Wiegel et al., 2008).

Termofilinés bakterijos yra termostabiliy fermenty Saltinis. Tokie fermentai yra
atsparesni proteolizei ir cheminiam denatiiravimui. Siy fermenty stabilumas sumazina fermenty
,,Sené&jimo** procesa, tai yra ypac svarbu komerciniam panaudojimui, nes leidZia juos laikyti
kambario temperatiiroje su ilgesniu gyvavimo laiku ir stabilumu. Sie fermentai gali bati
naudojami terpése su jvairiais komponentais ir tirpikliais, kadangi jie iSlaiko savo aktyvumag
aplinkoje esant jvairiy organiniy tirpikliy ir detergenty. Taip pat, Sie fermentai yra maziau
paveikiami gryninimo metu ir i§laiko savo aktyvuma, reikalingg biotechnologiniams procesams
(Kambourova, 2018).

Kiti termofiliniy organizmy sitilomi privalumai:

e Didelis metabolinis aktyvumas, dél kurio gaunamas didesnis produkto formavimosi
greitis;

e Reakcijos stabdymui néra poreikio Saldyti kultiirag Zemiau 20 °C;

e AukStesnés temperatiiros salygose padidéja difuzijos greitis ir cheminiy medziagy

tirpumas (Wiegel et al., 2008).
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1.3. Termofiliniy bakterijy panaudojimas biotechnologijoje

Termofiliniai organizmai turi didelj potencialg, siekiant juos panaudoti
biotechnologijoje, $iuo metu biotechnologijoje yra pritaikyti ir termofiliniy bakterijy gaminami
fermentai, ir pacios termofilinés bakterijos kaip Igstelinés gamyklos (Ejaz et al., 2020; Zhou et
al., 2020; Yan et al., 2020). Bendrai jy panaudojimo sritis galima suskirstyti j 3 kategorijas:

1. Termofilai gali biiti naudojami kaip termostabiliy fermenty Saltinis;

2. Termofiliniai organizmai gali biiti naudojami kaip biokatalizatoriai biomasés
vertimui j kurg ar chemines medziagas, kurios yra naudojamos kaip zaliava pramonéje, taip pat
kity medziagy sintezei,

3. Termofilai naudojami aplinkosaugoje ir atlieky tvarkymo procesuose (Wiegel et
al., 2008).

1.3.1. Termostabilus fermentai i$ termofiliniy bakterijy

Termostabiliais fermentais domimasi dél jy didelio pranasumo biotechnologijoje. Sie
fermentai, dél jy producenty gyvenamyjy salygy yra ne tik termostabilis, bet iSlaiko savo
stabilumg ir veikiami detergentais, organiniais tirpikliais bei aukStomis drusky
koncentracijomis (1.2 pav.) (Kambourova, 2018). Sie fermentai, dé¢l savo stabilumo
nepalankiose sglygose yra puiki alternatyva, naudojama pakeisti cheminiams katalizatoriams,
taip sumazinant toksiniy cheminiy medziagy (pavyzdziui, dichlorometano, dimetilanilino,

fosforo pentachlorido) naudojimg pramonéje (Atalah et al., 2019).

Didesnis
stabilumas
aukstoje
temperaturoje
Atsparumas
cheminéms
denatdruojan-
cioms

medziagoms

Termostabiliy

fermenty
Mazesné rizika SIERENTNET
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1.2 pav. Termostabiliy fermenty pranasumai lyginant su kitais fermentais
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Termostabiliis mikroorganizmy fermentai yra placiai tyrinéjami pastaruosius du
deSimtmecius, tacCiau termofilais ir jy baltymy gebéjimu funkcionuoti aukStesnéje
temperatiiroje pradéta dométis dar XX amziaus SeStame deSimtmetyje Brocko ir jo kolegy
(Brock et al., 1969). Sj susidoméjimo augima 1émé molekulinés biologijos technologijy
atsiradimas, leidziantis geneting analize ir geny perkélimg j raiskos kamienus. Sie atradimai
taip pat skatino termofiliniy organizmy i$skyrima i§ auksSty temperatiry aplinkos, tam kad bty
atrasti nauji termostabiltis fermentai, siekiant praplésti fermentiniy bioprocesy panaudojima
(Turner et al., 2007). Vienas ankstyviausiy sékmingai komercijoje panaudoty tokio tipo
fermenty yra Taq polimerazé (Chien et al., 1976), PGR reakcijose, DNR pagausinimui. Nuo to
laiko dar daugelis kity DNR modifikuojanciy fermenty atrasty termofiliniuose organizmuose
buvo komercializuota. Kita sritis, kélusi daug susidoméjimo termofilinémis bakterijomis, tai
perspektyva panaudojimui technologiniuose procesuose, daznai didelémis apimtimis. (Turner

et al., 2007).

Yra atlikta keletas tyrimy, kuriuose nustatyti termostabiliis fermentai i§ mezofiliniy ar
net psichrofiliniy mikroorganizmy, tafiau termofilinés bakterijos yra nattralus ir labiausiai
potencialus termostabiliy fermenty Saltinis (Styles et al., 2017; Sato et al., 2017; Potprommanee
etal., 2017). Keletas tokiy fermenty pavyzdziy:

. Lipazés (EC 3.1.1.3). Sios grupés fermentai katalizuoja ilgos grandinés
acilgliceroliy esterio rysiy hidrolize. Dauguma zinomy lipaziy yra aktyvios temperattroje tarp
30 - 60 °C, 2013 metais buvo isskirta lipazé i§ Geobacillus genties bakterijos, kuri buvo aktyvi
esant 80 °C temperaturai (Blamey, 2013). Lipazés naudojamos gaminant detergentus, daug
termostabiliy lipaziy jau panaudotos, kaip detegenty priedai (Tang et al., 2017). Lipazés taip
pat naudojamos popieriaus gamintojy, kad biity pasalinti hidrofobiniai medienos komponentai,
bei iSgauti vertingiems produktams i§ nattraliy Saltiniy.

. Ksilanazés (3.2.1.8). Sie fermentai priklauso glikozidaziy klasés fermentams ir
yra naudojami ksilanui, pagrindiniam hemiceliuliozés komponentui, degraduoti. Ksilanazés
naudojamos kaip chloro atmaina celiuliozés masei balinti, hidrolizuoti augaling mase¢ iki
fermentuojamy cukry arba dalinai degraduoti, siekiant paruosti galvijy ir pauksc¢iy pasarus.

. Nitrilazes (EC 3.5.5.1). Jos katalizuoja tiesioginj nitrily pavertimg j atitinkamas
karboksirtig§tis. Naudojama nitrilus paversti | netoksiskus ir nekancerogeniskus junginius,
sintetinti a- ir f-aminortigstis, bioremediacijoje.

. Transaminazés (EC 2.6.1.X). Dar zinomos kaip aminotransferazés (TA). Sios
grupés fermentai katalizuoja amino grupés (-NHz) perkélimg nuo donorinio substrato (paprastai

amino riigities) ant recipientinio substrato karbonilo grupés (-C=0). Sie fermentai yra daznai
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pasitaikantys gamtoje, kadangi yra dalis centrinio organizmy metabolizmo, ta¢iau termofily
transaminaziy Siuo metu aprasyta tik keletas. TA naudojamos organingje sintez¢je ir farmacijos
pramonéje. Sie fermentai yra gamtai draugiski ir jy reakcijy metu susidaro mazai pasaliniy
produkty. Termofiliniy TA naudojimas leidzia didesnj reakcijy suderinamumg su organiniais
tirpikliais dél jy stabilumo. TA taip pat pla¢iai naudojamos aminy sintezéje, o $iuos fermentus
naudojant su kitais fermentais galima sintetinti jvairias chemines medziagas i$ biomaseés.

o Keletas kity fermenty i§ termofiliniy bakterijy naudojamy pramonéje yra
glutamato dehidrogenazés (EC 1.4.1.2/1.4.1.3/1.4.1.4.) ir lakazés (EC 1.3.10.2) (Atalah et al.,
2019).

1.3.2. Biomasés vertimas j kurg ar chemines medziagas

Pastaraisiais metais, daug démesio skiriama ieSkant naujy Saltiniy energijos gamybai,
ypac bioenergijos gamybai, kadangi visame pasaulyje kyla nerimas dél tustéjanciy fosilijy kuro
rezervuary ir klimato poky¢iy. Skystas biokuras (bioetanolis, biodyzelis, biobutanolis) yra
gaunamas fermentuojant medziagas kaip krakmolg ir lignoceliuliozing biomase ar
ekstrahuojant lipidines frakcijas i§ augaly ar mikroorganizmy. Tradicinis organizmas,
naudojamas etanolio gamyboje yra Saccharomyces cerevisiae, tafiau Sios mielés neturi
reikiamy metaboliniy keliy, kad sunaudoty pentoziy cukrus, pagrinde ksilozg, gaunamg i$
lignoceliuliozés. Geb¢jimg fermentuoti ksiloze buvo badoma suteikti jvairiems mieliy
kamienams naudojantis geny inzinerijos metodais (Maris et al., 2006). Be mieliy, daug démesio
buvo skiriama mezofiliniy bakterijy , kurios natiiraliai gali vartoti pentoziy ir heksoziy cukrus,
metabolinei inzinerijai, kad galéty gaminti etanol;. Buvo sukurta keletas rasiy mezofiliniy
bakterijy, gebanc¢iy gaminti etanolj i§ gliukozés, ksilozés ir kity cukry, taciau Sios bakterijos
nebuvo tinkamos panaudojimui pramonéje (Dien, 2003; Talarico et al., 2005) .

Yra pripazinta, kad termofiliniai organizmai, lyginant su mezofiliniais, turi keleta
pranasumy, naudojant juos bioetanolio gamybos procesy kiirime. Visy pirma, jy augimo
temperatiira yra auksta ir palengvina Zaliavos vertimg i produkta ir sumazina fermentatoriaus
vésinimo kastus, tuo tarpu palengvinant etanolio pasalinimg ir iSgavimg. Be to, jau anksciau
minéta, kad termofilinés bakterijos geba utilizuoti platy spektra substraty ir turi unikaliy bei
stabiliy fermenty, kuriuos galima panaudoti tokiuose procesuose (Cripps et al., 2009).

Geobacillus genties bakterijos yra zinomos, kaip potenciali platforma bioetanoliui
gaminti. Sios bakterijos auga iki didelio lasteliy tankio ir geba utilizuoti didele jvairove
polimeriniy ar trumpy oligomeriniy angliavandeniy augimui. Be to pastaraisiais metais pradéjo

atsirasti genetiniai jrankiai, kuriy déka galima patobulinti Siy bakterijy nattraly geb¢jima
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gaminti etanolj padidinant jo iSeigas (Cripps et al., 2009; Zyl et al., 2014) ar net pridéti kelius,

sintetinti ne natyviems produktams, pavyzdziui, izobutanoliui (Lin et al., 2014).

1.3.3. Termofilinés bakterijos bioremediacijoje

Kylant aplinkos tarSos lygiui, didéja poreikis tg tarSg mazinti. Pastaraisiais metais tam
sutelkta daug démesio. Dazniausiai sintetiniai terSalai degraduoja labai létai nattralioje
aplinkoje, todél jiems pasalinti yra reikalingi intensyvesni ir efektyvesni metodai. Vienas jy —
bioremediacija. Tai aplinkos terSaly apdirbimo technologija, kurioje mikroorganizmy pagalba
terSalai sumaZzinami, paSalinami ar paveréiam j gerybinius produktus. Si technologija yra
gamtai draugiska ir efektyvi atmaina jprastiniams metodams, kurie yra brangesni, reikalauja
daug jvairiy reagenty bei 1é8y ir generuoja didelius kiekius kitokiy atlieky, kurias reikia pasalinti
(Sar etal., 2013).

Termofiliniai organizmai turi natiraly geb¢jima augti aukstesnéje temperatiroje kartu
su kitais gyvenimui nepalankiais rodikliais, pavyzdziui, sunkiaisiais metalais ar kitomis
medziagomis, jprastai stabdan¢iomis organizmy augimg. Dél savo augimo jvairioje aplinkoje,
termofilinés bakterijos turi unikalig lastelés sienelés struktiirg bei metabolines ir fermentines
savybes, kurios leidzia Sios organizmus pritaikyti bioremediacijoje. Jau yra parodyta, kad
termofiliniai organizmai geba efektyviau pasisavinti sunkiuosius metalus ir juos versti j kitus
produktus, kurie néra kenksmingi aplinkai. Sios bakterijos taip pat geba redukuoti didele
jvairove metaly jskaitant Mn (1V), Cr (VI), U (VI1), Tc (VII), Co (111), Mo (VI), Au (1, I11) ir Hh
(I1). Sis jy gebéjimas gali biiti naudojamas imobilizuoti toksiniams metalams ir radionuklidams
i§ karSto nuoteky vandens ar radioaktyviy atlicky bioremediacijoje (Sar et al., 2013).

Termofilai taip pat yra naudojami neapdirbtos naftos ar apdirbty degaly tarSai mazinti.
Sie mikroorganizmai geba augti Zalioje naftoje ja skaidydami ir naudodami kaip anglies $altin;.
Sioje bioremediacijos srityje didZiausia potenciala turi Bacillus ir Geobacillus genéiy
bakterijos, yra nustatyta daug $iy genciy kamieny, galinéiy augti naftoje (Mohr et al., 2018;
Margesin, 2001).

Fenolis ir fenoliniai junginiai priklauso vienai didziausiy aplinkos terSaly grupiy, dél jy
plataus naudojimo kaip antibakteriniy ir antigrybeliniy medziagy. Geobacillus bakterijy
gebéjimas metabolizuoti aromatinius junginius i$naudojamas pasSalinti tokiems terSalams
(Feitkenhauer et al., 2003).

Akrilamidas yra monomeras pladiai naudojamas poliakrilamidy sintezéje. Sis junginys
yra neurotoksinis, genotoksinis ir kancerogeninis. Siuo metu akrilamidu yra uZterSiamas
vanduo ir Zzemé. 2013 metais buvo izoliuotas ir charakterizuotas G. thermoglukosidasus AUT-
01 kamienas, kuris geba degraduoti akrilamidg, koncentracijose iki 7 mM (Cha et al., 2013).
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Termofilai savo fermenty arsenale turi lakaze. Sis fermentas, i$skirtas i§ Geobacillus
thermocatenulatus MS5 kamieno, turi didelj katalitinj aktyvuma, yra ekonomiskas, ir stabilus
jvairiose temperatirose bei pH. Verma ir Shikot iSgrynino §j fermenta ir savo tyrimy metu
parodé jo efektyvuma jvairiy tekstiliniy dazy boremediacijoje (Ambika Verma et al., 2014).

1.4. Geobacily ir Parageobacily raiskos sistemos

IS anksCiau aptarty skyreliy matyti, kad Geobacillus ir Parageobacillus genciy
bakterijos, dél savo turimo metabolizmo ir fermenty arsenalo, turi didelj potencialg
panaudojimui jvairiose srityse, nuo paprasciausiy fermentacijos reakcijy iki sudétingy sunkiyjy
metaly imobilizacijos reakcijy. Kadangi Sios bakterijos yra gramteigiamos, jy vienas
pagrindiniy pranasumy rekombinantinei baltymy raiSkai yra gebéjimas iSskirti
rekombinantinius baltymus j Igstelés iSor¢ (Drejer et al., 2018). Visgi, siekiant pla¢iau pritaikyti
Sios grupes bakterijas biotechnologijoje, atsirado poreikis koreguoti Siy bakterijy genomus, kiek
kei¢iant metabolinius kelius, jterpiant naujus genus ar pakoreguojant jau esamus. Siekiant
susintetinti didelius termostabiliy fermenty kiekius taip pat reikalingos raiSkos sistemos Siems
organizmams, kadangi mezofilinai raiSkos kamienai ne visada geba tinkamai susintetinti Siuos
fermentus (fermentas sulankstomas netinkamai ar gaunamas per mazas jo kiekis) (Francis et
al., 2010; Rosano et al., 2014).

Yra sukurta nemazai raiskos sistemy mezofiliniams organizmams, ta¢iau termofiliné
Geobacillus ir Parageobacillus organizmy prigimtis limituoja Siy raiskos sistemy panaudojima,
dél jose esanCiy baltymy, ypac atrankos antibiotiky, nestabilumo aukstesné¢je temperatiiroje

(Hussein et al., 2015).

1.4.1. Plazmidiniai vektoriai

Pirmiausiai kuriant genetinés manipuliacijos vektorius (Para)Geobacillus bakterijoms
buvo atrenkamos savaime besidauginancios plazmidés, | jas jterpiamas atrankos Zymuo ir
stebimas jy stabilumas. Buvo aprasSytos plazmidés, kurios geba daugintis riedanéio rato (RC) ir
teta (0) mechanizmais (Jesu et al., 1998). Vienas dazniausiai naudojamy vektoriy yra pNW33N.
Sis vektorius turi chloramfenikolio acetiltransferazés gena i§ Staphylococcus aureus plazmidés
pC194, replikacijos pradzios sekas i§ Escherichia coli pUC19 plazmidés is Bacillus genomo
(Drejer et al., 2018). Neskaitant Sios plazmidés sékmingo panaudojimo pavyzdziy (Martinus J
A Daas et al., 2018; Zarschler et al., 2009), ji turi savy trakumy, kadangi chloramfenikolis yra

tik vidutiniSkai stabilus aukstoje temperatiiroje (Taylor et al., 2008).
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Siekiant sukurti universalesnj vektoriy buvo sukonstruotas pUCG18 vektorius. Proceso
metu ] pUCI8 plazmid¢ buvo jterptas atsparumo kanamicinui genas ir teta replikono
replikacijos pradzios seka i§ pBST22 plazmidés (Sis vektorius taip pat naudojamas
(Para)Geobacillus bakterijy genetinei transformacijai) (Taylor et al., 2008). Sis vektorius
véliau buvo patobulintas sumazinant jo dydj ir pavadintas pUCG3.8 (Bartosiak-jentys et al.,
2013).

Be pUCG18 ir pNW33N dar yra sukurta saudykliniy vektoriy, naudojamy Geobacillus

bakterijy genetinei transformacijai, kuriy keletas aprasyta 1.1 lentel¢je.

1.1 lentelé Geobacillus bakterijy vektoriai

Plazmidés dydis Atrankos zymuo | pastabos Saltinis
pavadinimas
pTMO31 51kBp | Kan® (pUB110) | E. coli ir Geobacillus 3audyklinis | (Crippsetal., 2009)
vektorius. Jautrus temperatiirai vektorius,
prarandamas esant 65 °C temperattrai, dél
negaléjimo replikuotis.

pBST22 7,6 kBp | KanR (TK101) Saudyklinis vektorius iSvestas i§ G. | (Liao etal., 1990)
CamR (pC194) stearothermofilus pBST1  plazmidés.
Neturi daugybinio klonavimo regiono ir
funkcionalios  mélyna-balta  atrankos

sistemos
pSTE12 5.8kBp | Tet® (pTHT15) | Nestabili plazmidé, prarandama nesant | (Narumi,
atrankos Zymens Yanagisawa, et al.,

1992)

Be Saudykliniy vektoriy Siuo metu yra sukurty ir promotorius turin¢iy, indukuojamy
raiSkos sistemy, kurios buvo sékmingai panaudotos termostabiliy fermenty raiSkai. Vienas jy
buvo sukurtas Geobacillus kaustophilus rasies bakterijoms. Karimo metu, straipsniy autoriai
modifikavo pGAM48 Saudyklinj vektoriy j jj jterpiant Pgk7o4 Nekoduojantj regiong (randamas
prie§ amilozés metabolizmo geny klasterj, jame koduojamas maltoze indukuojamas
promotorius), kurio pagalba §i plazmidé integruojasi j bakterijos genomg. | $ig plazmide buvo
jterptas beta-gliukozidazés genas bgaB, ir po indukcijos iSgryninto baltymo iSeiga buvo 28
mg/L (Suzuki et al., 2013). Si raiskos sistema yra tinkama termostabiliems fermentams
sintetinti, gaunamos nemazos iSeigos, tadiau tinkama naudoti tik Geobacillus kaustophilus
bakterijoms. Tai yra, §i sistema néra universali Geobacillus bakterijoms. Kito tyrimo metu,
geobacilose reguliavimo funkcijg atliekantys ir guanozing prisijungiantys ribojungikliai buvo
panaudoti geny raiskai indukuoti. Du ribojungikliai randami prie§ ksantino permeazg ir inozino-
5‘-monofostato dehidrogenaze koduojancius genus buvo jterpti prie§ promotoriy pG1AK-sf
plazmidéje, ir zalio fluorescuojancio baltymo raiska buvo indukuojama guanozinu. Gauto

produkto iSeigos buvo padidintos 16 karty (Marcano-Velazquez et al., 2019). Buvo atlikta dar
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keletas tyrimy, kuriant indukuojamas raiskos sistemas geobacillus bakterijoms (Miyano et al.,
2018; Pogrebnyakov et al., 2017), taciau iki Siol $ios sistemos néra placiai pritaikomos.

Nors yra sukurta keletas raiskos sistemy, (Para)Geobacillus bakterijy naudojimas
biotechnologijoje ir pramonéje dar néra populiarus ir iSplitgs. Visos raisSkos sistemos turi savy
minusy, dalis néra pakankamai efektyvios, kad buty pritaikomos baltymy raiskai didelémis
skalémis. Galima manyti, kad naujos ir efektyvios raiSkos sistemos sukiirimas, galéty

paspartinti $iy bakterijy pritaikyma jvairiose srityse.

1.5.  Nizinas ir jo autoindukcijos mechanizmas

Nizinas yra antimikrobinis peptidas (kitaip bakteriocinas), kurj sintetina tam tikros
gramteigiamos bakterijy rasys, pavyzdziui, Lactococcus ir Streptococcus (J. Lubelski et al,
2008). Sis bakteriocinas buvo atrastas 1928 metais fermentuoto pieno kultiirose (Rogers et al.,
1928). Toliau tesési iSsamiis Sio bakteriocino tyrimai, kol galiausiai jis buvo pripazintas
jungtinés maisto ir agrokultiiros departamento/pasaulio sveikatos organizacijos saugiu maisto
priedu. Pirmasis apraSytas nizino variantas, Zinomas kaip nizinas A, yra sudarytas i§ 34
aminoragsciy, 5 ziediniy struktiry ir yra gaminamas Lactococcus lactis bakterijy (Gross ir
Morell, 1971).

Nizinas veikia prisijungdamas prie lipido II ir kartu su Siuo lgstelés sienelés sintezés
pirmtaku suformuoja poras, pro kurias i$ Igstelés paSalinamos mazos molekulés, jskaitant ATP,
ir sukeliama lastelés Zztis.

Nizino biosintezé yra reguliuojama paties nizino subrendusios molekulés. Sios
reguliacijos metu, nizinas veikia kaip signaliné molekul¢ ir indukuoja nizino biosintetinio geny
klasterio geny transkripcijg (Zhou et al., 2006). Pirmiausiai ribosomy sintetinamas yra nizino
pirmtakas, kuris véliau yra modifikuojamas jvairiy fermenty. Sios modifikacijos suteikia
nizinui nejprastas chemines ir struktirines ypatybes. Galiausiai, modifikuota molekulé yra
perkeliama per citoplazming membrang ir paverciama j subrendusia nizino formg (Kleerebezem
et al., 1997). Nizino biosintezé yra koduojama 11 geny klasterio (1.3 pav.), i$ kuriy pirmasis
genas nisA koduoja nizino pirmtaka. Kiti genai reguliuoja baltymus, kurie yra susij¢ su nizino
modifikacija, translokacija ir apdorojimu (nisB, nisC, nisP ir nisT), imunitetu nizinui (nisl, nisF,
niskE ir nisG) i raiska (nisR ir nisK). NisK ir NisR priklauso bakterinéms dvieju komponenty
signalo transdukcijos sistemoms. NisK yra histidino-baltymy kinazé, kuri yra lokalizuota
citoplazminéje membranoje ir veikia kaip subrendusios nizino molekulés rceptorius. Susijunges
su nizinu, NisK autofosforilinasi ir perkelia fosfato grupe NisR, kuris yra atsako reguliatorius,
taip jj aktyvuodamas. Aktyvuotas NisR* indukuoja du promotorius: Pnisa ir Pniss (Mierau et al.,

2005). Sitoks nizino autoindukcijos mechanizmas buvo panaudotas NICE sistemai sukurti.
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pav. 1.3 Nizino geny klasterio schematinis vaizdas. Juodos rodyklés reprezentuoja tris promotorius, kurie
reguliuoja niziono geny ekspresija. P*nisa indikuoja nisA promotoriy, kuris yra naudojamas nizino

kontroliuojamoje geny raiskos sistemoje (Mierau et al., 2005).

1.5.1. NICE sistema

Siekiant iSnaudoti nizino autoindukcijos mechanizmg geny raiSkai, genai reikalingi
signalo perdavimo sistemai nisK ir nisR buvo izoliuoti i$ nizino geny klasterio ir perkelti j L.
lactis subsp cremoris MG1363 (nizino nesintetinantj kamieng), sukuriant NZ9000 kamieng
(Kuipers et al., 1998). Véliau, jterpiant norimg geng prie$ Pnisa promotoriy plazmidéje ar
chromosomoje, jo raiska gali bati indukuojama pridedant subinhibitorinj kiekj nizino (0,1 — 5
ng/mL) | terpe kurioje auga kulttira (1.4 pav.). Priklausomai nuo tinkamo signalinés sekos
buvimo ar nebuvimo, baltymas gali biti citoplazmoje, jterpiamas ] membrang arba
sekretuojamas j iSor¢. Priklausomai, nuo nizino kiekio esancio terpéje, gaunamas atitinkamas
kiekis produkto (stebima linijiné priklausomybé), todél tokia indukcijos sistema gali bti
naudojama ne tik jjungti ar i§jungti norimo geno raiska, bet ir dozuoti jo kiekj (Mierau et al.,
2005). Yra sukurta keletas NICE sistemy su jvairiais plazmidZziy variantais. Visose plazmidése
yra randamas arba PnisA arba PnisF promotorius. Paprastai nizino nesintetinanciuose
kamienuose, norint panaudoti NICE sistema, niSRK genai terpiami j tinkamos sistemai lgstelés
Seimininkés genoma, tadiau Sitas procesas yra sudétingas ir reikalauja daug darbo (Zhou et al.,
2006). Siekiant sumazinti $ios sistemos sudétingumag, buvo sukurtos sistemos, kuriose buvo
naudojami du vektoriai, turintys suderinamus replikonus. Viename i8 jy buvo jterpiamas genas,
kurio raiskg norima indukuoti, kartu su PnisA promotoriumi, o kitame nisR ir nisK genai. $i
sistema buvo veikianti taciau bakterijy transformacija buvo sudétingesné, ir lastelés su NICE

sistemos vektoriais augo dukart 1é¢iau (Bryan et al., 2000).
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1.4 pav. Nizino kontroliuojama geny raiska. NisK — histidino baltymy kinazé, NisR — atsako reguliatorius, Genas

X —tikslinis genas, jklonuotas uZ nisA promotoriaus kartu arba be nukreipimo signaly (Mierau et al., 2005).

1.6. Geobacilinas I

Kaip jau minéta, pastaruoju metu daug démesio skiriama Geobacillus genties bakterijy
panaudojimui biotechnologijoje, taciau visai neseniai pradéta dométis ir Siy baterijy potencialu
sintetinant bakteriocinus. Siuo metu yra vos keletas aprasyty §iy bakterijy sintetinamy
antimikrobiniy peptidy pavyzdziy, i§ kuriy geriausiai charakterizuoti lantibiotikai,
priklausantys | bakteriociny Klasei, yra geobacilinas I ir geobacilinas II. Abu Sie lantibiotikai
identifikuoti keletoje Geobacillus thermodenitrificans kamieny, jskaitant NG80-2, DSM465,
OHT-1, M10EXG, OH2-1 ir OH5-2 (Garg et al., 2012). Geobacillus genties bakterijose
nustatyta ir daugiau geny koduojaniy bakteriocinus, taCiau tyrimai daugiausia atlikti
bioinformatiniais metodais naudojantis BAGEL3 programa (Egan et al., 2018; Garg et al.,
2012).

Geobacilinas | yra laikomas nizino analogu Geobacillus genties bakterijose. GeoAl
pirmtako peptidas turi homologijy su nizinu ir subtilinu, ypa¢ N-galiniame regione, taciau
zinoma, kad turi dar dvi papildomas cisteino liekanas, lyginant su prie§ tai minétais
bakteriocinais. Be to, geobacilinas |1 nuo nizino skiriasi dviem papildomais tioeteriniais
kryzminiais rySiais. Nizine yra penki tokio tipo rySiai, o geobaciline | — septyni.

Genai, paprastai randami lantibiotiky biosintetiniy geny klasteriuose yra randami uz
geoAl, jskaitant dehidrataz¢ (geoB), ABC transporterj (geoT), ciklazg¢ (geoC), dviejy
komponenty transkripcijos reguliatoriy (geoR ir geoK), bei imuniteto baltymus (geol, geoG,

geoE, geoF) (1.5 pav.).
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1.5 pav. geny klasteris, koduojantis geobacilig I (Garg et al., 2012)

Geobacilinas I yra aktyvus pries platy spektra gramteigiamy bakterijy, bet néra aktyvus
pries gramneigiamg Escherichia coli. Taip pat, savo struktiroje turi konservatyvius A ir B
ziedus, budingus nizinui, kurie yra svarbiis prisijungiant prie lipodo II (1.6 pav.). Véliau atlikty
tyrimy metu buvo nustatyta, kad geobacilinas I, nors ir turi strukttiriniy skirtumy, lyginant su

nizinu, veikia taip pat jungdamasis su lipidu Il ir formuodamas poras (Garg et al., 2014).
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1.6 pav. Geobacnlno I (A) ir nizino A (B) aminoragséiy sekos ir ziedy topologija (Garg et al.,
2012).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudotos medziagos, fermentai, vektoriai, bakterijy kamienai ir terpés

2.1.1. Darbe naudotos medziagos

Glicerolis (Roth)
Sorbitolis (Roth)
Manitolis (Roth)
Triptonas (Roth)

Mésos ekstraktas (Merck)
NaCl (AppliChem)
KoHPO, (Roth)

Natrio piruvatas (Merck)
Mieliy ekstraktas (AppliChem)
MgCl, (Merck)

CaCl; (Merck)

KCI (Roth)

ZnS0, (Merck)

MnSO4 (Merck)

Laktozé (Roth)
Kanamicinas (Roth)

Chloramfenikolis (Roth)

2.1.2. Darbe naudoti fermentai
T4 DNR ligazé (Thermo Fisher Scientific)

FD BamHlI restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)
Bglll restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)
FD EcoRl restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)

FD Xhol restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)
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Ndel restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)
Xbal restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)
Nhel restrikcijos fermentas (Thermo Fisher Scientific)

Phusion High Fidelity DNR polimerazé (Thermo Fisher Scientific)

2.1.3. Darbe naudoti vektoriai
pPNW33N (BGSC — Bacillus Gene Stock Centre)

pUCG18 Taylor ir kt. (2008)
PNW33N-pta-sfGFP(SP)-3TER (Frenzel et al., 2018)
pCDFDuet-1 (Novagen)

pUCG3.84 (Sis darbas)

pUCG18-PgeoA-geoA
pPUCG18-PgeoA-sfGFP-geoRK (Sis darbas)
pUCG18- "geoA-sfGFP (is darbas)

pMS-stGFP (Sis darbas)

2.1.4. Darbe naudoti bakterijy kamienai
Escherichia coli DH5a

Geobacillus thermodenitrificans DSM 465
Geobacillus thermoglucosidasus DSM 2542

Geobacillus stearothermophilus NUB3621R

2.1.5. Darbe naudotos bakterijy kultivavimo terpés ir auginimo salygos
Termofiliniy bakterijy kultiros augintos MB, mTGP terpése, E. coli kulttiros augintos
LB terpéje. Terpiy ir buferiy, naudoty darbe, sudétis pateikta 2.1 lenteléje.
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2.1 lentelé Darbe naudotos terpiy ir buferiy sudétys

Terpé/buferis Sudétis

LB 10 g/L triptono, 5 g/L mieliy ekstrakto, 5 g/L. NaCl

MB 10 g/L triptono; 5 g/L mésos ekstrakto; 5 g/L NaCl

mTGP 17 g/L triptono; 3 g/L. mésos ekstrakto; 5 g/L NaCl; 2,5 g/L KoHPOg;
4 g/L glicerolio; 4g/L natrio piruvato

SOC 5 g/L mieliy ekstrakto, 20 g/L triptono, 0,584 g/L NaCl, 0,186 g/L
KCI, 2,4 g/L MgSQg, 20 mL/L gliukozés

GSM 1 M glicerolio, 0,4 M sorbitolio, 0,4 M manitolio

PG 10 g/L peptono, 5 g/L mieliy ekstrakto, 5 g/LL NaCl, 20 mM CaCly, 10

mM MgClz, 10 % [wt/vol] laktozés

Termofiliniy kultiry auginimui MB ir mTGP terpés buvo papildomos DR1 ir DR2
drusky tirpalais:

e DR1: MnS04 (0,47 pmol/L), ZnSO4 (0,91 pmol/L), KCI (0,07 mmol/L), MgCl2 (1,1
mmol/L), CaCl (2,3 mmol/L) ;

e DR2: MnCl, (15,2 umol/L), FeCl (43,2 pmol/L), ZnSO4 (1,4 mmol/L), H3BOs
(0,1617 mmol/L), CaCl, (0,2106 mmol/L), CuSOas (1,2531 mmol/L), NiCl, (42,1
pumol/L).

Auginimams buvo naudotas drusky tirpalas DRI, jei nepaminéta kitaip. Vis0S
termofilinés bakterijos augintos 55 °C temperatiiroje, 200 aps/min. E. coli bakterijy kultiros
augintos Luria-Bertani (LB) terpéje, 37 °C temperaturoje, 180 aps/min. SOC terpé naudota E.
coli transformanty regeneravimui, o termofiliniy bakterijy regeneravimui naudotas GSM
buferis. Agarizuotos MB, mTGP, PG ir LB terpés buvo gaminamos pridedant j jas agaro (1,5
%), i agarizuota PG terpe dar papildomai pridedama 20 mM CaCly. Antibiotikai buvo
naudojami kaip atrankos zymenys ir j terpe dedami atitinkamomis koncentracijomis pagal
poreikj (E. coli: ampicilinas 50 pg/mL, kanamicinas 50 pg/mL, chloramfenikolis 34 ug/mL,

termofilinéms bakterijoms: kanamicinas 12,5 pg/mL, chloramfenikolis 7 pg/mL )

2.1.6. Darbe naudoti pradmenys
Visi darbe naudoti pradmenys nurodyti 2.2 lenteléje. Sio darbo metu kurti pradmenys

buvo uzsakyti i§ Metabion (Vokietija).

2.2 lentelé darbe naudoti pradmenys ir jy sekos

Pavadinimas Seka 5¢ — 3¢ Restrikci-
jos vieta

p3.84 OriKan_F attggatccaatcccttaacgtgagttttcg BamHI

p3.84 OriKan_R caaaatggtatgcgttttgacacatc BamHI

p3.84 RepBST F cgtagatctcttaaagacgtctctacgc Bglll

p3.84 RepBST R tagagatctttggaaaatagaccttgtcg Bglll

DuetUP2 ttgtacacggccgcataatc -
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PGeoA_F gcaacgcaatccaataaccttttgagatagtctcgtatacacaa -
PGeoA R cataccattttgacattccaagatgatctaaggaaaaatcaagaatgg -
pUCG PGeoA F catcttggaatgtcaaaatggtatgcgttttgacac -
pUCG PGeoA R aggttattggattgcgttgcgctcactg -
GeoRK _F agacgtctttaagatgttgtttatatacaatggaaaagccgact -
GeoRK_R ttcatggatctaggcttagagactgtcagctagg -
pUCG_GeoRK F tataaacaacatcttaaagacgtctctacgcgec -
pUCG_GeoRK R tctctaagectagatccatgaagatggattttctattattgcaatg -
GFP(SF) F tcagtaggatcctctagaactaataaggaggacaaacatg BamHI
GFP(SF) R tcagagctagcttgaatcttgcttggcaaggttc Nhel
pUCGpGeoA GFP(SF) F | atgcttctagattcgattgatcacacattcattgaacca Xbal
pUCGpGeoA GFP(SF R | tcctcggatccattgttgatatttatcattaactacttgatgaaagatg BamHI
cat_pNW_F aaatctaaaattatctgaaaagggaatgaactttaataaaattgatttagacaattg | -
gaagagaaaagaga
cat pPNW_R ttccttagatcatcctcgagatatgttataaaagccagtcattaggcectatctgacaattcctgaata | -
gagt
pMS_cat_F tcccttttcagataattttagatttgcttttctaaataagaatatttgg -
pMS_cat_R catatctcgaggatgatctaaggaaaaatcaagaatggacaaggg -
2.2.  Metodai

2.2.1. Bioinformatiné analizé

Geobacilino I geny klasteris Geobacillus thermodenitrificans DSM465 bakterijose
(genomo sekai priskirtas numeris: AYKTO00000000) nustatytas naudojantis BAGEL4)
(http://bagel4.molgenrug.nl/ programa, jame esantys promotoriai nustatyti PromoterHunter

(http://www.phisite.org) ir BacPP (http://www.bacpp.bioinfoucs.com/home) programomis.

2.2.2. DNR i8skyrimas ir valymas
Visi darbe naudoti vektoriai buvo gryninami i§ 5 ml E. coli bakterijy naktinés kultiiros
(augintos 16 val.), naudojant GeneJET plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific)

plazmidinés DNR i$skyrimo rinkinius ir laikantis gamintojo pateikiamo protokolo.

I$skiriant genoming DNR, Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 kamienas tankiai
uzsetas gazonu ant Petri 1€kStelés su agarizuota MB terpe ir auginamas 4 val. 55 °C
temperatiroje. Tuomet Igstelés plautos nuo 1€kstelés skysta MB terpe ir i§ pagamintos Igsteliy
suspensijos genominé DNR isskirta naudojant genominés DNR iSskyrimo rinkinj Genomic

DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), laikantis gamintojo protokolo.

I§ agarozinio gelio DNR valyta naudojantis GeneJet Gel Extraction (Thermo Fisher
Scientific) rinkiniu, laikantis gamintojo protokolo. DNR po PGR arba po karpymo su
restriktazémis, toliau naudojama molekulinés biologijos darbuose, gryninta GeneJet PCR
Purification rinkiniu (Thermo Fisher Scientific), laikantis gamintojo protokolo. ISgryninty ir
iSskirty produkty kokybeé ir kiekis buvo tikrinamas spektrofotometriSkai ir/arba

elektroforetiskai
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2.2.3. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR fragmenty gryninimui, PGR produkty detekcijai, plazmidinés DNR bei kolonijy
PGR analizei buvo taikyta elektroforezé agarozés gelyje (1 %). Reikalingas agarozés kiekis
buvo uzpiltas 1x TAE (40 mM Tris; 20 mM acto rugsties; 1 mM EDTA) buferiniu tirpalu ir
kaitintas, kol agaroz¢ iSsilydé ir tirpalas tapo skaidrus bei homogeniskas. Tirpalas buvo
atvésintas ir | jj ipilta etidzio bromido (galutiné koncentracija 0,5 pg/ml). Gautas tirpalas buvo
pilamas | gelio formavimo indg, o jam sustingus DNR ilgio zymuo ir tiriami méginiai yra
uznesti j Sulinélius. DNR elektroforezé vykdyta 35-45 min. esant 100 V jtampai. Po
elektroforezés gelis apSviestas UV Sviesa ir analizuotas (Lee et al., 2012). DNR dydzio
standartu naudotas GeneRuler 1 kb DNA Ladder, GeneRuler DNA Ladder Mix arba MassRuler
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

2.2.4. Elektrokompetentiniy termofiliniy bakterijy lasteliy paruosimas

Ruosiant elektrokompetentines lgsteles, Geobacillus bakterijos buvo augintos MB arba
mTGP terpéje. Abi terpés buvo papildomos DR1 arba DR2 druskomis. Bakterijy kulttros buvo
auginamos per naktj 55 °C maiSant (200 aps/min). Ryte po 2,5 mL bakterijy kulttiry persétos |
100 ml $viezios terpés (MB arba mTGP). Toliau Igstelés buvo auginamos purtykléje su aeracija
55 °C temperattroje esant 200 aps/min. Lasteléms pasiekus optinj tankj esant 600 nm bangos
ilgiui (OTeoo) lygy 1, jos buvo istraukiamos i§ purtyklés ir atSsaldomos $altoje ledo vonioje 15

min.

Veéliau bakterijy kultiiros surenkamos centrifuguojant 4 °C temperatiiroje 5000xg 15
min. Nuosédos buvo plaunamos keturis kartus Saltu elektrotransformacijos buferiu GSM. Pirmag
katrg Igstelés suspenduojamos 30 mL GSM buferyje ir centrifuguojamos 15 min. 6000xg; antrg
kartg suspenduojamos 30 mL GSM buferyje ir centrifuguojamos 20 min. 6000xg; treCig kartg
lgstelés suspenduojamos 30 mL GSM buferyje ir centrifuguojamos 25 min. 6000xg.

Toliau lgsteliy nuosédos suspenduojamos elektrotransformacijos buferyje (GSM) ir
pagaminama suspensija, kurios optinis tankis (OTeoo) buty lygus 100. Gauta suspensija

iSpilstoma j mégintuvélius po 50 pL ir iki transformacijos lastelés laikomos -70 °C saldiklyje.

2.2.5. Elektrokompetentiniy E. coli lasteliy ruoSimas

Ruosiant elektrokompetentines lasteles E. coli DH5a bakterijos buvo augintos LB
terpéje per naktj 37 °C maiSant (180 aps/min). Ryte 1 ml E. coli bakterijy kultiiros, persé¢jama j
100 mL Sviezios LB terpés. Toliau bakterijy kultira auginama purtykléje, 37 °C temperatiiroje,

180 aps/min, kol pasiekiamas lgsteliy optinis tankis esant 600 nm bangos ilgiui (OTso0) 0,5.
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Tuomet lgstelés vésinamos ledo voneléje 15-20 min (po Sio zZingsnio lastelés visada laikomos

Saltai).

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

Po treCio plovimo nupilamas supernatantas, lgstelés suspenduojamos 3 mL 10%
glicerolio tirpale ir centrifuguojamos esant 5000 x g 3 min. Baigus centrifuguoti supernatantas
nupilamas, lgstelés suspenduojamos 1 mL 10 % glicerolio tirpale ir iSpilstomos po 50 pL |
meégintuvelius. Mégintuvéliai su pagamintomis kompetentinémis 1gstelémis laikomi -70 °C
temperatiiroje

2.2.6. Elektroporacija

Atsildzius elektrokompetentines lgsteles ant ledo, 50 uL. kompetentiniy lasteliy buvo
sumaiS$oma su 1 —2 pL plazmidine DNR ir inkubuojamos 2 min kambario temperatiiroje. Véliau
kompetentinés Igstelés perkeliamos j i§ anksto atSaldyta (0 °C) elektroporacijos kiuvete (plotis
- 0,1 cm). Elektroporacija vykdoma ,,Eppendorf Multiporator® aparatu taikant skirtingus
elektrinio lauko parametrus (18 kV/cm, E. coli elektromompetentiméms Igsteléms ir 20 kV/cm
termofiliniy bakterijy elektrokompetentinéms lasteléms, po 5 ms). IS karto po elektrinio
impulso Igsteliy suspensijos sumaiSomos su 1 mL regeneracijos terpés ir perkeliamos j 1,5 mL
mégintuvélius. Transformuotos E. coli lastelés regeneruojamos 1 val. 37 °C SOC terpéje, o
transformuotos termofiliniy bakterijy lgstelés regeneruojamos 55 °C su aeracija 2 val NB
terpéje su druskomis. Tuomet Igstelés iSs¢jamos ant agarizuotos terpés su atitinkamu kiekiu

antibiotiko ir auginamos per naktj (16 val.).

2.2.7. Protoplasty transformacija

Protoplasty transformaicija daryta pagal (Wu et al., 1989) su modifikacijomis. Ruosiant
G. stearothermophilus NUB3621R lasteliy protoplastus, $ios bakterijos augintos MB terpéje
per naktj 55 °C maiSant (200 aps/min). Ryte 2,5 mL bakterijy kulttros perséta j 100 ml SvieZios
PG terpés. Toliau Igstelés buvo auginamos purtykléje su aeracija 55 °C temperatiiroje esant 200
aps/min iki kol pasieké OTeoo lygy 1,8. Lasteléms pasiekus reikiamg optinj tankj, po 2 mL
lgsteliy kulttiros centrifuguojama 1 min. 5000 x g. Po centrifugavimo nupilamas supernatantas
ir lastelés resuspenduojamos 500 puL PM, papildant 10 pL 1 mg/mL lizocimo. Lastelés

inkubuojamos 20 min 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos reakcijos miSinys papildomas dar
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500 uL PM ir centrifuguojamas 5 min 800 x g. Po centifugavimo nupilamas supernatantas ir
lastelés resuspenduojamos 100 uL. PM atsargiai pipetuojant.

I resuspenduotus G. stearothermophilus protoplastus jdedamas 1 pg vektoriaus ir 900
uL 40% PEG tirpalo. MiSinys inkubuojamas 2 min. 50 °C, maiSant 130 aps/min greic¢iu. Po
inkubacijos centrifuguojama 5 min. 800 x g, nupylus supernatantg resuspenduojama 100 uL
PM ir Igstelés regeneruojamos 1 val. 50 °C maiSant 130 aps/min grei¢iu. Po inkubacijos Igstelés
iSskirstomos ant agarizuotos PM terpés ir auginamos 50 °C temperatiroje 12 val., po to
perkeliant j 60 °C temperatiirg (auginama 12-24 val.).

2.2.8. pUCG3.8 vektoriaus konstravimas

pUCG18 ir pCDFDuet-1 vektoriai buvo sukarpyti EcoRI ir Ndel restrikcijos fermentais,
ir 1§skirstyti agarozeés gelyje elektroforezés metodu. IS gelio naudojant Genelet Gel Extraction
Kit (Thermo Fisher Scientific) buvo iSgryninta dviejose vietose perkirpta pUCG18 plazmidé
bei multikloninis saitas (MCS-1) iskirptas i§ pCDFDuet-1 plazmidés. Sie trys DNR fragmentai
toliau buvo suliguoti naudojant T4 DNR ligaze, o gautas ligavimo misinys perkeltas j E. coli
DH5a 1gsteles elektroporacijos biidu. Teigiami transformantai buvo atrinkti naudojant ,,mélyna-
balta™ atrankos sistemg. Atrinkta teigiama transformanto kolonija atliekant du kolonijy PGR.
Pirmo PGR metu naudota DuetUP2 ir p3.84_OriKan_R pradmeny pora (patvirtinamas MCS-1
i pCDSDuet-1 plazmidés jterpimas), o antrojo PGR metu naudota p3.84 OriKan_F ir
p3.84_OriKan_R pradmeny pora. Kolonija, turinti naujg DNR konstruktg pUCG18-MCS, buvo
perséta | Sviezig LB terpe su atitinkamu antibiotiku ir auginta per naktj. Ryte pUCG18-MCS
konstruktas buvo i$skirtas i§ lasteliy naudojant Plasmid extraction Kit (Thermo Fisher

Scientific).

Toliau i8skirto konstrukto du atskiri fragmentai buvo padauginti PGR metodu
naudojantis p3.84_OriKan_F, p3.84 OriKan_R ir p3.84 RepBST_F, p3.84 RepBST R
pradmeny poromis. Fragmentas, padaugintas p3.84 OriKan_F ir p3.84_OriKan_R sukarpytas
BamHI restrikcijos endonukleaze, o fragmentas padaugintas p3.84 OriKan_F ir
p3.84_OriKan_R sukarpytas Bglll restrikcijos endonukleaze. Tada abu fragmentai iSgryninti ir
suliguoti naudojant T4 ligazg. Ligavimo miSinys perkeltas j E. coli DHS5a lasteles
elektroporacijos buidu. Teigiami transformantai, turintys naujg konstrukta pUCG3.84, atsirinkti
atlieckant du kolonijy PGR testus, DNR pagausinimui naudojant p3.84_RepBST_F ir
p3.84_OriKan_R bei p3.84_OriKan_F ir p3.84 RepBST R pradmeny poras. Atrinkta teigiama
transformanto kolonija, turinti nauja DNR konstrukta pUCG3.84, buvo perséta j Sviezig LB
terpe su atitinkamu antibiotiku ir auginta per naktj. Ryte pUCG3.84 konstruktas buvo iSskirtas

i§ 1asteliy naudojant Plasmid extraction Kit (Thermo Fisher Scientific).
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2.2.9. PgeoA, geoA ir geoRK geny klonavimas j pUCG18 vektoriy

Pirmiausiai j plazmidg¢ buvo jterpiamas GeoA koduojantis genas, kartu su promotoriumi
ir terminatoriumi("geoA, TgeoA). Tam buvo sukurti pradmenys persidengiandiais galais.
Naudojantis pGeoA_F ir PGeoA R pradmeny pora, padaugintas geoA Kartu su PgeoA ir 'geoA,
o pUCG_PGeoA F ir pUCG_PGeoA F pradmeny pora padauginta pUCG3.84 plazmid¢, be
multikloninio saito. Abu PGR metu gauti fragmentai iSgryninti ir suliguoti naudojant
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs). Reakcijos metu buvo
laikomasi gamintojo protokolo nurodymy, vektoriaus ir inserto santykis buvo 1:2. Gautas
ligatas elektroporacijos metodu perkeltas j E. coli DH5a. Teigiami transformantai atrinkti
kolonijy PGR metodu (naudota pGeoA_F ir PGeoA R pradmeny pora), ir viena kolonija turinti
reikiamg vektoriy uzséta j skystg LB terpe. IS naktinés Siy bakterijy kultiiros iSskirtas vektorius

pUCG18-"gecA-geoA.

Véliau pUCG18-"geoA-geoA vektorius padaugintas PGR metodu naudojant
pUCG_GeoRK_F ir pUCG_GeoRK_R pradmeny porg. Gautas produktas iSgrynintas ir
suliguotas su geoRK genu (naudojant NEBuilder HiFI DNA Assembly Master Mix), kuris buvo
padaugintas PGR metodu naudojant GeoRK F ir GeoRK R pradmeny porg ir iSgrynintas.
Gautas ligatas elektroporacijos metodu perkeltas j E. coli DH5a. Teigiamy transformanty

ieSkota kolonijy PGR metodu (naudoti GeoRK_F ir GeoRK_R pradmenys).

2.2.10. Geno koduojanc¢io GFP klonavimas ] pUCG18-PGeoA

sfGFP(SP) genas buvo padaugintas PGR metodu nuo pNW33N-pta-sfGFP(SP)-3TER
plazmidés, naudojant GFP(SF) F ir GFP(SF) R pradmenis, kuriy pagalba jterptos BamHI ir
Ndel restrikcijos vietos geno galuose. Gautas PGR produktas sukarpytas atitinkamais
restrikcijos fermentais ir idgrynintas. Paraleliai, PGR metodu buvo daugintas pUCG18-"GeoA-
GeoA vektorius naudojant pUCGpGeoA_GFP(SF)_F ir puCGpGeoA GFP(SF)_R pradmenis.
Siy pradmeny pagalba, PGR produkto galuose buvo jterptos Xbal ir BamHI restrikcijos vietos.
Padaugintas vektorius sukarpytas atitinkamomis restriktazémis ir iSgrynintas. Abu iSgryninti
fragmentai suliguoti T4 DNR ligaze. Gautas ligatas elektroporacijos metodu transformuotas j
E. coli DH5a. Teigiami transformantai atrinkti kolonijy PGR metodu (naudota GFP(SF) F ir
GFP(SF)_R pradmeny pora), ir viena kolonija turinti reikiama vektoriy uzséta i skysta LB terpeg.
I3 naktinés $iy bakterijy kultiiros i$skirtas vektorius pUCG18_PGeoA_sfGFP.

2.2.11. pPMS konstrukto gamyba
Sio etapo metu NEBuilder HiFI DNA assembly Master Mix pagalba suliguoti du DNR
fragmentai. Pirmas fragmentas gautas nuo pUCG18_"GeoA sfGFP plazmidés, naudojantis
PGeoA F ir PGeoA R pradmeny pora, PGR metodu padauginant SfGFP Kartu su PgeoA
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promotoriumi ir TgeoA terminatoriumi. Antrasis fragmentas gautas pUCG18-geoRK plazmidg
i§ 2.2.9 skyriaus padauginant PGR metodu, naudojant pUCG_PGeoA F ir pUCG_PGeoA_R
pradmenis. Gautas ligatas elektroporacijos metodu transformuotas j E. coli DH5a. Teigiamy
transformanty ieskota kolonijy PGR metodu, naudoti PGeoA_F ir PGeoA_R pradmenys.
Atrinkta teigiama transformanto kolonija, turinti nauja DNR konstruktg, buvo perséta j §viezig
LB terpe su atitinkamu antibiotiku ir auginta per naktj. Ryte pMS konstruktas buvo isskirtas i$

lasteliy naudojant Plasmid extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) .

2.2.12. G. thermodenitrificans DSM 465 ir G. stearothermophilus
NUB3621R kamieny atsparumo chloramfenikoliui ir kanamicinui nustatymas

Siekiant nustatyti G. thermodenitrificans DSM 465 ir G. stearothermophilus
NUB3621R kamieny atsparuma antibiotikams, paruosti mégintuvéliai su 5 mL MB terpés ir
atitinkamomis antibiotiky koncentracijomis (2.3 lentelé¢). Kiekvieno mégintuvélio (1-10)
paruosta po du, j vieng i§ jy uzs¢jant G. thermodenitrificans DSM 465 kamieno naktinés
kulttros, j kitg - G. stearothermophilus NUB3621R. Kultiiros terpése su antibiotiku augintos

24 val. ir stebétas bakterijy augimas.

2.3 lentelé antibiotiky paruoStuose mégintuvéliuose koncentracijos

Meégintuvélio  Chloramfenikolio koncentracija, Mégintuvélio Kanamicino koncentracija,
Nr. ug/mL Nr. ug/mL

1. 34 6. 50

2. 17 7. 25

3. 8,5 8. 12.5

4. 4.25 9. 6.25

5. 2.125 10. 3.125

2.2.13. KNT geno keitimas pMS vektoriuje j cat

Siekiant atsparumo kamamicinui geng KNT pMS vektoriuje pakeisti ] atsparumo
chloramfenikoliui cat geng, buvo sukurti pradmenys, persidengianciais galais. Naudojantis
cat PNW _F ir cat PNW R pradmeny pora PGR metodu padaugintas atsparumo
chloramfenikoliui genas, esantis pPNW33N vektoriuje. Naudojantis pMS_cat_F ir pMS_cat R
pradmeny pora PGR metodu padauginta pMS plazmidé, be atsparumo kanamicinui geno. Abu
PGR produktai isgryninti ir suliguoti naudojant NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
(New England Biolabs). Gautas ligatas transformuojamas j E. coli DH50, teigiamos kolonijos
atrenkamos kolonijy PGR metodu naudojant GFP(SF)_F ir cat PNW_F pradmeny porg. Viena
kolonija, turinti cat geng, uzsé¢jama j skystg terpe ir i§ naktinés bakterijy kulttros isskiriamas
vektorius pMS_cat_sfGFP.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
Sio darbo metu buvo siekiama sukurti universalig reguliuojama raiskos sistema (pMS
plazmide) Geobacillus ir Parageobacillus genties bakterijoms. Literatiiros analizés metu
nustatyta, kad Geobacillus thermodenitrificans keletas kamieny sintetina i nizing A panasy
bakteriocing geobaciling I, kuris kaip ir nizinas A turi reguliuojamg autoindukcijos
mechanizmg. Zinant $ita informacijg, $iame darbe buvo bandoma sukurti NICE sistemos

analoga Geobacillus ir Parageobacillus genciy bakterijoms.

Siekiant sukurti Sig reguliuojamos raiSkos sistemg, pirmiausiai j pasirinkta vektoriy
reikty perkelti geobacilino I pirmtako gena (geoA), kartu su jo reguliuojamu promotoriumi, ir
terminatoriumi, bei dviejy komponenty signalo perdavimo sistemos genus (geoR ir geoK), kartu
su promotoriumi "geoRK, kurie bus reikalingi geno raiskos reguliavimui. Véliau geoA genas
bus pakeistas kito baltymo, kurio heterologine raiska norima vykdyti, genu (pavadinkime jj
genu X). Genas X biity jterptas iskart po reguliuojamu PgeoA promotoriumi, ir jo raiska biity
indukuojama j terpe pridedant subinhibitorinj kiekj geobacilino I. Geobacilinas | prisijungia
prie histidino baltymy kinazés GeoK, lokalizuotos bakterijos membranoje, §i autofosforilinasi
ir perkelia fosfato grupg¢ ant atsako reguliatoriaus GeoR, kuris po perkélimo aktyvuoja
promotoriy "geoA. Aktyvuotas PgeoA* indukuos uz §io promotoriaus esancio geno X raiska.
Po geno X bus TgeoA terminatorius. Jo buvimas padidina norimo produkto iseiga,

sumazindamas nereikalingy geny transliacija.

3.1. Bioinformatiné analizé

Geobacillus thermodenitrificans DSM465 kamienas buvo pasirinktas kaip geoARK
geny Saltinis, kadangi iSanalizavus literatiirg nustatyta, jog Siame kamiene yra randamas
geobacilino I geny klasteris (Garg et al., 2012). Be to $is kamienas yra lengvai pasiekiamas
mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros kultiry kolekcijoje. Siekiant nustatyti Sio
bakteriocino geny klasterj ir jy sekas, G. thermodenitrificans DSM465 kamieno genomo seka
FASTA formatu jkelta | BAGEL4 programa. Analizés metu nustatytos sekos, koduojancios

geoA, geoR ir geoK genus, kurie toliau buvo naudojami molekulinés biologijos darbuose.

Nors BAGEL4 programa geba atpazinti promotoriaus ir terminatoriaus sekas, $iuo
atveju nebuvo tiksliai nustatyti geoA promotorius ir terminatorius. Jy nustatymui panaudotos
PromoterHunter ir BacPP programos. Bioinformatinés analizés metu gauti rezultatai

susisteminti 3.1 pav..
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3.1 pav. Geobacilino I geny klasteris geobacillus thermodenitrificans DSM465 bakterijos geome.
Terminatorius 'geoA ir promotorius "geoA pazyméti pilkos spalvos statiakampiais.

3.2. pUCGI8 vektoriaus mazinimas j pUCG3.84

Sistemos kiirimui pasirinkome Saudyklinj pUCG18 vektoriy. Darby pradZioje siekéme
sumazinti §j vektoriy, pasalinant nereikalingas ir nekoduojancias sekas, taip padidinant
plazmidés perkélimo ir bakterijy transformacijos efektyvumg. Yra zinoma, kad kuo didesnis
vektorius terpiamas j bakterijg, tuo mazesnis transformacijos efektyvumas (Hanahan, 1983).
Pirmame Zingsnyje mes turéjome pasalinti BamHI restrikcijos vieta i§ pUCG18 vektoriaus,
kadangi tolimesniuose darbuose mazinant plazmid¢ planavome naudoti BamHI restrikcijos
vieta sujungiant sumazintos plazmidés fragmentus. Todél nusprendéme Sio vektoriaus lacZ
klonavimo saitg, turintj BamHI kirpimo vieta, pakeisti pCDFDuet-1 vektoriaus MCS-1
klonavimo saitu, neturin¢iu BamHI kirpimo vietos. Vektoriy pUCG18 sukirpome EcoRI ir
Ndel restriktazémis, taip pasalindami lacZ saitg. Tuo tarpu MCS-1 i§ pCDFDuet-1 plazmidés
iSkirpome naudodami EcoRI ir Ndel restriktazes. Ndel restriktazés perkirpta plazmide be lacZ
fragmento suligavome su iskirptu MCS-1 fragmentu ir gavome konstrukta pUCG18-MCS,
neturintj BamHI Kirpimo saito (3.2 pav. A).

Antrame zingsnyje siekéme pasalinti nereikSmingas ir nieko nekoduojanc¢ias DNR sekas
i§ gauto konstrukto pUCG18-MCS. Siam tikslui mes PGR biidu padauginome du atskirus §ios
plazmidés fragmentus: 1- koduojantj Ori seka, lac promotoriy, jterpta pPCDFDuet-1 klonavimo
saitg MCS-1 ir kanamicino atsparumo geng, bei 2 — koduojantj RepBST1 geng. Gautas 1
fragmentas buvo sukarpytas BamHI restriktaze, 2 fragmentas — Bglll, abu fragmentai suliguoti

ir gauta nauja plazmidé pUCG3.84 (3.2 pav. B).
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— pUCG3.84 vektorius
3.3.  Geny koduojan¢iy "GeoA, GeoA ir GeoRK klonavimas j pUCG3.84.

Turint pUCG3.84 vektoriy, kitas Zingsnis buvo genus, geoA Kkartu su PgeoA bei "geoA,
geoR ir geoK, reikalingus indukcijai, jterpti j §j vektoriy. GeoA genas pMS sistemai nebus
reikalingas, taciau siekiant supaprastinti molekulinés biologijos darbus buvo terpiamas kartu su
savo promotoriumi ir terminatoriumi. Vélesniuose darbuose $is genas bus pakeistas Kitu, kurio

raiSkg sieksime indukuoti.

Padauginti pUCG3.84 vektoriy ir DNR, koduojan¢ia "geoA, geoA ir "geoA buvo
sukonstruoti pradmenys, persidengianciais galais, todél ; pUCG3.84 nebuvo jvedamos
papildomos restrikcijos fermenty sekos. Pirmiausiai j plazmide buvo jterpti "geoA, geoA ir
TgeoA. Geobacilino pirmtako ir jo promotoriaus bei terminatoriaus genas buvo jterptas iskart
uz plazmidés Origin sekos, paSalinant visg klonavimo saitg (3.3 pav.). Taip buvo gauta ir

isskirta sukonstruota pUCG3.84-"ge0A-geoA plazmidé.

pUCG3.84-pGeoA

3843 bp

3.3 pav. pUCG3.84 plazmidé su jterptu geoA, jo promotoriumi ir terminatoriumu
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Véliau | pUCG3.84-"ge0A-geoA siekéme jterpti geoR ir geoK genus, kartu su jy
promotoriumi. Deja, $ioje $iy geny jklonuoti j pUCG3.84-"ge0A-geoA plazmide niekaip
nepavyko. Todél j pUCG3.84 plazmide nusprendéme pirmiausiai jklonuoti geoR ir geoK
genus, kartu su jy promotoriumi. Gavus pUCG3.84-geoRK konstruktg  ji bandéme klonuoti
PgeoA, geoA ir TgeoA. Deja, gauti ir i§skirti naujo konstrukto pUCG3.84-"geoA-geoARK
nepavyko

3.4. Geny koduojanciy PgeoA, geoA ir geoRK klonavimas j pUCG18.

Kadangi nepavyko visy geny jklonuoti j sumazintg pUCG3.84 vektoriy, buvo nuspresta
toliau dirbti su pUCG18 vektoriumi. Pirmiausiai tokiu pa¢iu principu kaip ir pUCG3.84-"geoA-
geoA, j vektoriy buvo jterpiami PgeoA, geoA ir 'geoA genai. | gauta konstrukta pUCG18-
PgeoA-geoA véliau terpéme GeoR ir GeoK koduojanéius genus su jy promotoriumi. Kaip ir

pries tai, gauti plazmidés su visais PgeoA, geoA, TgeoA, geoR ir geoK genais nepavyko

Turint Siuos rezultatus, buvo iskelta hipotezé, kad visiems komponentams esant
vektoriuje, vyksta foniné geobacilino I raiska. Susintetintas geobacilinas I per dvikomponente
signalo perdavimo sistema (GeoRK) aktyvuoja "geoA promotoriy ir didéja Geobacilino I
raiSkos lygis. Geobacilinas I pradedamas sintetinti iSkart po transformacijos pradeda veikti

lastele ir kolonijos turin¢ios pUCG18-"geoA-geoARK vektoriy nebeuzauga.

3.5.  Geno koduojanc¢io GFP klonavimas j pUCG18-PGeoA-GeoA.

Tolimesniy darby eigoje buvo numatyta GeoA koduojantj geng pakeisti GFP stabilaus
aukstoje temperatiiroje (SfGFP) genu, tam kad biity patogu stebéti indukuojamy geny raiska ir
sistemos efektyvuma. Susidiirus su problemomis klonuojant PgeoA, geoA, geoR ir geoK genus
i pUCG18 vektoriy, nuspresta turimame sukonstruotame pUCG18-"GeoA-GeoA vektoriuje,
pries klonuojant geoR ir geoK genus, geoA gena pakeisti SFGFP genu. DNR, koduojanti "geoA,
geoA ir TgeoA, bei sSFGFP genas padauginti PGR metodu, sukarpyti Xbal ir BamH]I restrikcijos
fermentais ir suliguoti. Kolonijos buvo atrinktos kolonijy PGR metodu ir i§skirtas pUCG18-

PgeoA-sfGFP vektorius
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3.6.  GeoR ir GeoK geny klonavimas ] pUCG18-PGeoA-sfGFP

Buvo spéjama, kad pakeitus geoA gena j sfGFP pUCG18-"geoA-geoA vektoriuje,
pavyks sukurti pMS vektoriy, turintj visus reikalingus raiskos sistemai genus: PgeoA, geoR ir
geoK. Todél toliau j pUCG18- PgeoA-sfGFP vektoriy buvo terpiami geoR ir geoK genai, kaip
anksc¢iau darbe aprasytame 3.4 skyriuje. Bakterijy kolonijos, turin¢ios reikiamg plazmid¢ buvo
atrinktos kolonijy PGR metodu. IS jy i$skirta pMS-sfGFP ir vektoriaus (3.4 pav.) tinkamumas
patvirtintas PGR metodu, padauginant DNR, koduojancig PgeoA-sfGFP ir GeoRK fragmentus.

pPMS-GFP

8810 bp

3.4 pav. pMS-GFP hematinis vaizdas
3.7.  Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 ir Geobacillus stearothermophilus
NUB3621R kamieny atsparumo chloramfenikoliui ir kanamicinui tyrimas

Atlikus literatiiros analizg, i$sirinkome dvi Geobacillus bakterijy raisis, esancias
mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros kultury kolekcijoje, kurios pries tai buvo
sékmingai transformuotos (Martinus J. A. Daas et al., 2018; Kananavi¢iaté et al., 2015). j
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 ir Geobacillus stearothermophilus NUB3621R
kamienus tolimesniy darby eigoje buvo bandoma jterpti pMS- GFP plazmide, tam, kad biity
galima nustatyti raiSkos sistemos efektyvuma. Kadangi pMS-GFP plazmidé turi atsparumo
kanamicinui gena, siekéme iSsiaiskinti, ar Siame darbe naudojamy bakterijy kamienai néra
atspariis kanamicinui, kad veikty plazmidés atrankos sistema. Kartu buvo tiriamas ir bakterijy
atsparumas kitam aukstesnéje temperattiroje stabiliam antibiotikui - chloramfenikoliui. Buvo
paruosti mégintuvéliai su skirtingomis $iy antibiotiky koncentracijomis, kaip nurodyta 2.3
lenteléje, ir stebimas bakterijy augimas. Gauti rezultatai parodyti 3.5 pav.. I§ jy matyti, kad
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 kamienas yra atsparus kanamicinui, bet nustoja
augti terpéje su chloramfenikoliu, kai jo koncentracija siekia 8,5 pg/mL. Geobacillus

stearothermophilus NUB3621R kamienas buvo jautrus net maziausioje kanamicino
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koncentracijoje (vos 3,125 pg/mL), o chloramfenikoliui buvo atsparus tik esant 2,123 pg/mL
antibiotiko koncentracijai.

3.5 pav. Bakterijy atsparumo antibiotikams tyrimo rezultatai. Nuotraukos darytos po 24 val. bakterijy auginimo
terpéje su antibiotikais. A — Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 kamieno bakterijos augintos skirtingose
kanamicino koncentracijose, B — Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 kamieno bakterijos augintos
skirtingose chloramfenikolio koncentracijose, C — Geobacillus stearothermophilus NUB3621R kamieno
bakterijos augintos skirtingose kanamicino koncentracijose, D — Geobacillus stearothermophilus NUB3621R
2542 kamieno bakterijos augintos skirtingose chloramfenikolio koncentracijose. Antibiotiky koncentracijos
pg/mL nurodytas nuotraukoje.

3.8.  Konstrukto pMS-GFP transformacija j Geobacilas

Kadangi Geobacillus thermodenitrificans DSM 465 kamienas buvo atsparus
kanamicinui, kuris yra naudojamas kaip atrankos Zzymuo pMS plazmidéje, bandéme paruosti
Geobacillus  stearothermophilus  NUB3621R  kompetentines lasteles.  Pirmiausiai
kompetentinés lasteles buvo bandoma paruosti auginant mTGP terpéje, remiantis literatiiroje
apraSyta metodika geobacilu transformacijai (Jensen et al., 2017). Siekiant pagerinti bakterijy
augima, terpé dar buvo papildoma drusky tirpalu DR2. Taip pat remiantis literatiiros Saltiniais,
kuriuose apraSyta geobacily transformacija (Javed et al., 2017). Deja, auginimo metu lastelés
labai létai augo, ir nustojo dalintis pasiekus OTeoo lygy 0,5. I8 literatliros yra Zinoma, kad
Geobacillus genties bakterijos geriausiai transformuojasi, kai kompetentinés lastelés pasiekia

vélyvaja eksponentinio augimo fazg, t.y. kai pasiekia ODegoo lygy 0,95 (Narumi et al., 1992).

Toliau nusprendéme kompetentines lgsteles auginti MB terpéje papildytoje druskomis
DR1 remiantis literatiros S$altiniais, kuriuose apraSyta S§io kamieno transformacija
pasirinktas dar vienas Geobacillus thermoglucosidasus DSM 2542 kamienas, nes $ios rusies

bakterijos jau buvo sékmingai transformuotos kity mokslininky tyrimy metu (Thompson et al.,
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2008). Pries kompetentiniy Igsteliy auginima buvo patikrinta ar $is kamienas neturi atsparumo

kanamicinui.

G. thermoglucosidasus DSM 2542 ir G. stearothermophilus NUB3621R kamienali,
auginami MB terp¢je, papildytoje DR1 druskomis, pasieké OT600 lygy 0,95 po ~ 5 val.

auginimo, ir toliau buvo paruo$tos kompetentinés Igstelés.

Véliau paruostos kompetentinés Igstelés buvo transformuojamos pMS-GFP vektoriumi
elektroporacijos metodu, kolonijos su pMS-GFP vektoriumi neuzaugo. Siekiant i$siaiskinti, ar
kompetentiniy lgsteliy paruoSimas bei transformacija yra veiksmingi, kaip kontrole j Siuos
kamienus bandéme perkelti ir pUCG18 bei pPNW33N vektorius. Transformantai su pUCG18
vektoriumi neuzaugo, taCiau pNW33N vektoriy pavyko perkelti | Geobacillus

thermoglucosidasus DSM 2542 kamieng, kas rodo jog $is kamienas gali bati transformuojamas.

3.9. Geobacillus stearothermophilus NUB3621R protoplasty transformacija

Nepavykus pMS-GFP vektoriaus perkelti j Geobacillus Igsteles elektroporacijos
metodu, nusprendéme Geobacillus stearothermophilus NUB3621R transformuoti protoplasty
metodu. Po protoplasty transformacijos uzaugo lastelés neturin¢ios pMS-GFP konstrukto,
taCiau gauti transformanty su pMS-GFP vektoriumi nepavyko. Yra parodyta, kad esant
aukstesnei nei 50 °C temperatiirai, regeneracijos terp¢je esantis didelis kiekis kalcio ir laktozés

slopina kanamicino poveikj (Wu et al., 1989).

3.10. Kanamicino atsparumo geno keitimas j atsparumo chloramfenikoliui geng

Kadangi pMS vektoriuje esantis atsparumo kanamicinui genas riboja Geobacillus
transformuojamy bakterijy Seimininky ratg ir transformacijos metody panaudojima,
nusprendéme sukurti antrg vektoriaus variantg, kuriame atsparumo kanamicinui genas bus
pakeistas ] atsparumo chloramfenikoliui geng. Tam buvo sukonstruoti pradmenys
persidengianciais galais, kuriy viena pora naudojama padauginti pMS vektoriui, be kanamicino
geno, o kita pora — atsparumo chloramfenikolio genui i§ pNW33N plazmidés. Buvo atliktas
PGR, padauginant chloramfenikolio atsparumo geng cat ir pMS vektoriy be KNT geno.
Fragmenty suliguoti Sio darbo metu nebespéjome, taciau pratgsus darbus pMS plazmidéje KNT
genas biity pakeistas cat genu, ir turétume pMS2-GFP (pMS-GFP plazmidé, kurioje kan® genas

pakeistas cm® genu) plazmide.
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3.11. Numatyti eksperimentai

3.11.1. pMS2-GFP konstrukto gamyba
Tolimesnéje darbo eigoje buvo numatyta baigti konstruoti pMS2-GFP vektoriy, taip
prapleciant transformuojamy Seimininky ratg ir suteikiant galimybe panaudoti protoplasty

transformacijos metoda.

3.11.2. pPMSN-GFP vektoriaus gamyba

Pavykusi Geobacillus thermoglucosidasus DSM 2542 elektrotransformacija pNW33N
vektoriumi leidzia tikétis, jog mums taip pat pavykty perkelti ir pMS-cnt-GFP vektoriy |
pastarajj kamieng. Taip pat planavome j pNW33N vektoriy jklonuoti SSGFP geng, kartu su geoA
promotoriumi ir terminatoriumi, bei geoR ir geoK genus (pav. 3.8). Biitume jvertine ar vektoriy
replikacijos baltymai, kurie skiriasi tarp pUCG18 ir pNW33N pagrindu sukurty vektoriy, turi
jtakos miisy kuriamos baltymy raiskos sistemos efektyvumui. Siuo metu jau esame sukire
pradmenis, reikalingus Siai modifikacijai atlikti. Pradmenys pateikti lenteléje 3.1. Sukiirus §j
konstrukta, Geobacillus transformacija biity vykdoma tokia pacia eiga, kaip su pMS-GFP
vektoriumi. Nepavykus ir §io konstrukto perkelti j Geobacillus bakterijas, toliau biity vykdoma
transformuojamy Geobacillus ir Parageobacillus kamieny paieska, bei transformacijos salygy
optimizacija.

lentelé 3.1 Pradmenys, sukurti pMSN-GFP vektoriui gaminti

Pavadinimas Seka5 -3

repB_cat F tgcgttttgagcgtagcgaaaaacgagttc

repB_cat R ccttcaaacttcccaaaggcgagcecc

geoRK_F ctcgcctttgggaagtttgaaggaacgccttgggattgtgcatttttattatctgaagt
geoRK_R ttggtctgacagaggcttagagactgtcagctagggaaagaga

Ori_ pNW F tctctaagcctetgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaactt

Ori_ pNW R ttgaaccatgtgtaatgaatcggccaacgcgeggg

PgeoA sfGFP pNW F tttttcgctacgctcaaaacgcagctagcccaataaccttttgagatagtctcgtatacaca
PgeoA sfGFP pNW R ccgattcattacacatggttcaatgaatgtgtgatcaatcgaatctagc
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PMSN-GFP

6818 bp

3.6 pav. pMSN-GFP vektoriaus shematinis vaizdas

3.11.3. pMS raiskos sistemos efektyvumo tyrimas

Pavykus pMS konstrukta perkelti j Geobacillus ar Parageobacillus bakterijas, toliau
buty stebimas Sios raiSkos sistemos efektyvumas ir optimizuojamos indukcijos salygos.
Kadangi j pMS vektoriy po "geoA promotoriaus seka yra jterptas stabilaus aukstoje
temperatiiroje GFP genas, biity stebimas jo fluorescencijos stiprumas. Skirtingg optinj tankj
pasiekusios lastelés bity indukuojamos skirtingu kiekiu induktoriaus ir fluorescensijos

intensyvumas skirtingais laiko momentais baty stebimas mikroploksteliy skaitytuvo pagalba.

Indukuoti Igsteles ketinama komerciskai prieinamu nizinu A, kadangi jo strukttra ir
veikimo mechanizmas labai panasus j geobacilino 1. Nepavykus indukuoti pMS sistemos
nizinu, geobacilino I genas biity klonuojamas j E. coli raiskos vektoriy, sintetinamas E. coli

DES3 lastelése ir gryninamas pagal apraSytg metodikg (Garg et al., 2012).
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ISVADOS

Naudojantis Bagel4, PromoterHunter ir BacPP programomis Geobacillus thermodenitrificans
DSM465 bakterijos genome jdentifikavome geobacilino | biosintezés geny klasterj ir uz
bakteriocino raiska atsakingas DNR sekas ir genus: "geoA, geoA, TgeoA, geoR ir geoK.

. I8 pUCG18 plazmidés pasalinome nereikalingas ir nekoduojanc¢ias DNR sekas, gaudami
pUCG3.84 vektoriy, taciau jo panaudoti raiSkos sistemos konstravimui nepavyko.
Geobacilino 1 raidka reguliuojancios DNR sekos: PgeoA, geoA, TgeoA, geoR ir geoK, buvo
jklonuotos j pUCGI18 vektoriy taip sukonstruojant pMS vektoriy, skirtg geny raiSkai
termofilinése bakterijose.

. 1 pMS vektoriyjklonavome Zzaliai fluorescuojanc¢io baltymo geng sfGFP, taip sukonstruojant
pPMS-GFP konstrukta, skirtg raiskos sistemos veikimo jvertinimui.

Perkelti pMS-GFP vektoriaus | (Para)Geobacilus bakterijas Sio darbo metu nepavyko, todél

raiSkos sistemos veikimas termofilinése bakterijose dar néra jvertintas.
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SANTRAUKA

Manta Vaicikauskaité

Reguliuojamos raiskos sistemos kiirimas termofilinéms Geobacillus ir Parageobacillus

genciy bakterijoms

Geobacillus ir Parageobacillus genciy bakterijos turi didelj potencialg, dél savo
metaboliniy sgvybiy ir geb¢jimo sintetinti jvairias chemines medziagas, bei termostabilius
fermentus. Galimybé modifikuoti Siy bakterijy genomus, jterpti svetimas DNR sekas ar sukelti

turimy baltymy padidintg raiska padéty Sias bakterijas placiau pritaikyti biotechnologijoje.

Darbo metu siekéme sukurti naujg raisSkos sistemg (Para)Geobacillus genciy
bakterijoms, panaudodami Geobacilus thermodenitrificans rusies bakterijy sintetinamo
geobacilino I autoindukcijos mechanizma. Kuriant raiskos sistemg pMS, sumazinome pUCG18
vektoriy pasSalindami nereikalingas ir nieko nekoduojancias sekas. Buvo gautas pUCG3.84
vektorius, j kurj nepavyko jterpti geobacilino I rai§kos reguliacijos geny, todél "geoA, 'geoA,
geoR ir geoK genai buvo jterpti j pUCGI18 vektoriy. Sistemos efektyvumui patikrinti, tarp
PgeoA ir TgeoA geny buvo jterptas SSGFP genas, sukuriant pMS-GFP vektoriy. Sio vektoriaus
nepavyko perkelti ] geobacilas, todé¢l, siekiant praplésti Seimininky ratg, atsparumo kanamicinui

genas buco kei¢iamas atsparumo chloramfenikoliui genu.
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SUMMARY

Manta Vaicikauskaité

Development of controlled gene expression system for thermophylic Geobacillus and

Parageobacillus spp. Bacteria

Members of the genus Geobacillus and Parageobacillus bacteria have unique metabolic
properties and are able to synthesise high variety of chemical compounds and thermostable
enzymes. The ability to modify their genomes, introduce new genes and overexpress existing

genes would increase their usage in biotechnology.

In this study, we were creating a new gene expression system called pMS using the
autoinduction mechanism of bacteriocin geobacilin I found in Geobacillus thermodenitrificans
bacteria. We inserted PgeoA, TgeoA, geoR and GeoK genes used in autoinduction mechanism
of geobacilin I into pUCG18 plasmid and created pMS vector. Subsequently, we inserted
superfolder green fluorescent protein gene between PgeoA and TgeoA genes, to be able to
determine the efficiency of the system. Unfortunately, we weren’t able to insert pMS-GFP
vector into geobacili. In order to expand the range of possible hosts, we were changing

resistance to kanamycin gene in pMS vector to resistance to chloramphenicol gene.
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