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SANTRUMPOS

ABC — ATP prisijungiantys kasetés transporteriai (angl. ATP-binding cassette)
AMP — antimikrobiniai peptidai (angl. antimicrobial peptides)

Bp — baziy pora

dNTP — deoksinuleozidtrifosfatas
GRAS - visuotinai pripazinti saugiais (angl. Generally Regarded as Safe)
KT — kambario temperatiira

LAB — pienartigstés bakterijos (angl. lactic acid bacteria)
Lan — lantioninas (aminortigstis)

LAP — linijiniai azolio turintys peptidai (angl. linear azol(in)e-containing peptides)
LB — Luria-Bertani

MB — maistinis buljonas
MKS — daugybinis klonavimo regionas (angl. Multiple Cloning Site)
NDS-PAGE - natrio dodecil sulfato-poliakrilamido geliy elektroforezé

NMR — branduolinis magnetinis rezonansas (angl. Nuclear Magnetic Resonance)

OT — optinis tankis

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

PTM — potransliacinés modifikacijos (angl. post-translational modification)

REazé — restrikcijos endonukleaze

SDM — minimali drusky terpé praturtinta piruvatu ir gliceroliu (angl. semi defined medium)
SDP — sporuliacijg nutolinantis baltymas (angl. sporulation delaying protein)

TOMM - tiazolio/oksazolio modifikuoti mikrocinai (angl. thiazole/oxazole modified

microcins)
Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis

UV — ultravioletin¢ spinduliuoté



IVADAS

Bakteriocinai — tai antimikrobiniai peptidai sintetinami bakterijos ribosomy ir
pasizymintys antibakteriniu aktyvumu prie§ bakteriocing sintetinanciai bakterijai artimas ar
tolimesnes bakterijy rasis. ISskiriamos trys bakteriociny klasés, I klasei priklauso mazi po
transliacijos modifikuoti, II klasei mazi po transliacijos nemodifikuoti, o Il klasei dideli
nemodifikuoti bakteriocinai. Bakteriociny aktyvumas prie§ maistg gadinancias bei patogenines
bakterijas gali baiti pladiai panaudojamas maisto pramonéje, zemés tikyje bei medicinoje. Siuo
metu, kai bakterinis atsparumas antibiotikams kelig didelj susiripinima, bakteriocinai galéty
buti tinkama alternatyva tradiciniams antibiotikams.

Bakteriocinai tyrinéjami jau ilgg laikg, taciau ziniy apie termofiliniy bakterijy
bakteriocinus sukaupta nedaug. Termofilnés bakterijos daugiausia gamina termostabilius
baltymus, termofiliniy bakterijy gaminami bakteriocinai taip pat galéty biiti termostabilesni uz
mezofily gaminamus. Siame darbe naudotas termofilinis Geobacillus stearothermophilus 15
kamienas izoliuotas i§ Lictuvoje esanciy naftos telkiniy. G. stearothermophilus 15 kamienas
gamina du bakteriocinus — 26 kDa molekulinés masés geobaciling 26 (Geo26) ir 19 kDa
molekulinés masés geobaciling 19. Ankstesniy tyrimy metu Geo26 buvo iSgrynintas,
charakterizuotas ir priskirtas III klasés bakteriocinams. Tuo tarpu Geol9 i8gryninti nepavyko.

Siame darbe tgsiami geobacilino 19 tyrimai.

Sio darbo tikslas: nustatyti geobacilino 19 (Geo19) aminoriigi¢iy seka, klonuoti bei
susintetinti jj Escherichia coli lastelése.

UZdaviniai:
1. Atrinkti optimalig augimo terpe G. stearothermophilus 15 produkuojamo bakteriocino

Ge019 biosintezei ir gryninimui.

2. Optimizuoti Geol9 gryninimo strategija skysciy chromatografijos sistema.
3. I8gryninus Geo19 jj pateikti masiy spektrometrijos analizei, nustatyti aminortig§¢iy seka.
4. Klonuoti Geo19 biosintezg koduojancius genus j raiSkos vektorius ir atlikti bakteriocino

heterologing raiska E. coli Iastelése.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Bakteriocinai

Visi gyvi organizmai produkuoja antimikrobinius baltymus (AMP), dauguma jy
vadinami antimikrobiniais peptidais dél jy salyginai mazo dydzio. Eukarioty imuninéje
sistemoje AMP tarnauja kaip pirmas gynybos lygis (paveldimas imunitetas) prie§
nepageidaujamus svetimkinius (Hiemstra & Zaat, 2013). Bakterijos gamina dviejy tipy AMP
— ribosomy sintetinamus (taip pat zinomi kaip bakteriocinai), bei ne ribosomy sintetinamus.
Pastarieji neturi juos koduojanciy strukttriniy geny (Chikindas et al., 2018).

Bakteriocinai — tai antimikrobiniai peptidai/baltymai sintetinami bakterijos ribosomy ir
pasizymintys antibakteriniu aktyvumu prie§ bakteriocing sintetinanciai bakterijai artimas ar
tolimesnes bakterijy rasis. Si junginiy grupé yra labai jvairi ir heterogeniska, jai priklausantys
antimikrobiniai peptidai pasizymi unikaliomis charakteristikomis (Acedo et al., 2018; Alvarez-
Sieiro et al., 2016). Bakteriociny aktyvumas prieS patogenines bei kitas nepageidautinas
bakterijas atveria placCias galimybes jy panaudojimui maisto pramon¢je ir medicinoje.
Antibiotikams atspariy bakterijy daugejant (WHO, 2015) bakteriocinai gali biiti potencialios
alternatyvos tradiciniams antibiotikams klinikinéje praktikoje ir veterinarijoje (Chikindas et al.,
2018; Cotter et al., 2013; Perez et al., 2014).

1.1.1. Gram-neigiamy bakterijuy bakteriocinai

Bakteriociny sukelta kity bakterijy augimo inhibicija pirmag kartg apraSyta mokslininko
André Gratia 1925 metais, po antagonistinés sgveikos atradimo tarp Escherichia coli kamieny.
Tuo metu jie buvo pavadinti kolicinais. Kolicinai — tai dideli antibakteriniai baltymai (> 10
kDa), gram-neigiamy bakterijy bakteriociny prototipai. Po Sio atradimo pradéta daugiau
dometis bakteriocinais ir pastebéta, kad j kolicinus panaSius junginius gamina ir kitos gram-
neigiamos bakterijos (Klaenhammer, 1993; Cascales et al., 2007). Aptikti klebicinai gaminami
Klebsiella pneumonia, marcescinai — Serratia marcescens, alveicinai — Hafnia alvei, kloacinai
— Enterobacter cloacae ir piocinai gaminami Pseudomonas bakterijy.

Dauguma $ios grupés bakteriociny yra gana dideli ir karstyje nestabilts peptidai. ISimtis
— mikrocinai, tokie kaip mikrocinas V gaminamas E. coli. Sie bakteriocinai yra maZesni (< 10

kDa) ir karStyje stabilesni uZ minétus kolicinus. Siauras antimikrobinio aktyvumo spektras yra



pagrindinis gram-neigiamy bakterijy bakteriociny minusas, dél kurio jy panaudojimas

pramong¢je labai apribotas (Balciunas et al., 2013; Giilliice et al., 2013).

1.1.2. Gram-teigiamy bakteriju bakteriocinai

Gram-teigiamos bakterijos gamina didele jvairove bakteriociny. Gram-teigiamy
bakterijy bakteriocinai d¢l savo netoksiSkumo pries eukariotines lgsteles ir daug platesnio,
lyginant su gram-neigiamy bakterijy, inhibicinio spektro, gali buti naudingais jrankiais

pramong¢je ir medicinoje (Balciunas et al., 2013).

1.2. Bakteriociny klasés

Nuo pirmy bakteriociny atradimo ir charakterizavimo, Zinios apie jy jvairove, veikimo
buda, sintezg, sekrecija ir geneting organizacijg sparciai plétési. Didéjant bakteriociny jvairovei
1993 metais Klaenhammer pasitlé pirma bakteriociny klasifikacijos schema (Klaenhammer,
1993). Tuo laikotarpiu labiausiai dométasi bakteriocinais, kuriuos gamina pienartigstés
bakterijos (LAB), todé¢l remiantis ziniomis Sioje srityje buvo pasitlytas skirstymas j keturias
klases:

o [ klasé. Lantibiotikai, tai mazi (< 5 kDa), membrang veikiantys peptidai turintys
nejprastas aminortgstis, tokias kaip lantioninas ar 3-metillantioninas.

e [l klase. Mazi (< 10 kDa), karStyje stabils, neturintys lantionino, membrang
veikiantys peptidai.

e [II klasé. Dideli, karstyje nestabiliis bakteriocinai (> 30 kDa).

e [V klasé. Kompleksiniai bakteriocinai, turintys baltyming ir lipiding ar
angliavandeniling dalis, reikalingas aktyvumui.

Didé¢jant bakteriociny skaiciui buvo sukurtos ir kitos klasifikacinés sistemos, taciau
dauguma jy rémeési Klaenhammer sukurta klasifikacija. Ketvirtos bakteriociny klasés,
apémusios didelius baltyminius kompleksus, turin¢ius angliavandeniling ar lipidinge dalis,
atsisakyta. Siuo metu ketvirtai klasei priklause — leukonocinas S ir laktocinas 27 — vadinami
bakteriolizinais (Gllluce et al., 2013; Kumariya et al., 2019).

Naujesné bakteriociny kvalifikacija buvo pasitlyta Alvarez-Sieiro ir jo kolegy 2016
metais. Si klasifikacija skirta LAB bakteriocinams, kadangi dauguma Zinomy bakteriociny
gaminami bitent Sios grupés bakterijy. Autoriy teigimu $i klasifikacija tinkama ir kitiems gram-
teigiamy bakterijy bakteriocinams (Alvarez-Sieiro et al., 2016). I$skiriamos trys pagrindinés

bakteriociny klasés:



e 1 klasé. Siai klasei priklauso mazi (< 10 kDa), po transliacijos modifikuojami,
karstyje stabiliis bakteriocinai. Modifikacijos apima nejprastas aminorigstis ir
strukturas, nuo kuriy priklauso bakteriocino savybeés (lantioninas, heterociklai,
ciklizacija, glikozilinimas ir kt.). I klasés bakteriocinams budingas lyderinio
peptido, atsakingo uz fermenty atpazinima, transporta, peptido neveikluma,
jungtis su Serdiniu peptidu.

e |l klasé. Siai klasei priklauso mazi (< 10 kDa), po transliacijos nemodifikuojami,
karstyje stabiliis bakteriocinai. Sios klasés atstovams brendimui reikalingi tik
keli fermentai — tai lyderiné peptidazé ir/arba transporteris.

e III klasé. Siai klasei priklauso dideli (> 10 kDa), nemodifikuoti, karstyje
nestabiliis bakteriocinai. Sios klasés atstovams biidingas bakteriolizinis veikimo

budas arba nelizuojantis veikimas.

1.2.1. T klasés bakteriocinai

I klasés bakteriocinai toliau skirstomi j poklasius — Ia (lantibiotikai), Ib (zZiediniai
bakteriocinai), Ic (saktibiotikai), Id (LAP arba TOMM), le (glikocinai) ir If (laso peptidai).

la poklasis. Lantipeptidai — tai ribosomy sintetinami policikliniai, potransliaciniy
modifikacijy (PTM) turintys peptidai, jiems bidingos tokios nejprastos aminorigstys, kaip
lantioninas ar metilantioninas. Genai susij¢ su lantipeptidy PTM paprastai biina viename
operone. Lantipeptidai turintys antimikrobinj aktyvuma yra zinomi kaip lantibiotikai (Alkhalili
& Canbick, 2018). Isskiriamos keturios lantipeptidy klasés pagal turimus PTM fermentus (1.1
pav., Knerr & van der Donk, 2012).

Zn ligandai
| klasé
LanB [ ] LanC [ I I I ]
Dehidratazé Ciklaze
Il klasé [ ] [ I ” ]
LanM
Dehidratazés domenas | LanC panasus ciklazés
domenas
Il klasé
R (N HIC T Tl H )
a Liazés domenas Kinazés domenas Ciklazés domenas
IV klasé
a T HITH T H [ 1)
Liazés domenas Kinazés domenas [LanC %%r;:grt]lgsciklazés

1.1 pav. Keturiy lantipeptidy klasiy modifikacijas atlickanc¢iy fermenty schematiné reprezentacija.
Paryskinti konservatyviis motyvai. Sutrumpinimai: LabKC, labionino sintetazé; LanB, lantipeptido
dehidratasé; LanC, lantipeptido ciklazeé; LanL, IV klasés lantipeptidy sintetaze¢; LanM, II klasés
lantipeptidy sintetazé; RamC, SapB-modifikuojanti sintetazé (Knerr & van der Donk, 2012).



Ib poklasis. Ziediniai bakteriocinai — tai bakteriocinai, kuriems budingas N-galo
sujungimas su C-galu peptidiniu rysiu, taip suformuojant Zieding molekule. Sio poklasio nariai
turi o — spiralines struktiiras bei skirtingus veikimo mechanizmus (Alvarez-Sieiro et al., 2016;
Zhao & Kuipers, 2016).

Ic poklasis. Saktibiotikai — tai spar¢iai auganti bakteriociny grupé, kuriai budingos
nejprastos sieros ir o — anglies jungtys tarp amino riigs§¢iy liekany. Bakteriocinus modifikuoja
ir $iuos tioeterinius ry$ius suformuoja S-adenozilmetionazés (Mathur et al., 2015).

Id poklasis. Siam poklasiui priklauso bakteriocinai ciklodehidratacijos ir
dehidrogenacijos fermentiniy reakcijy metu jgyjantys heterociklinius Ziedus i$ serino, treonino
ir cisteino. Serinas ver¢iamas oksazoliu, treoninas — metiloksazoliu, cisteinas — tiazoliu (Melby
et al., 2011). Alvarez-Sieiro su kolegomis (2016) Siuos bakteriocinus vadina linijiniais azolio
turinciais peptidais (LAP), kitas §io poklasio pavadinimas — tiazolio/oksazolio modifikuoti
mikrocinai (TOMM). Bakteriociny genai koduojami operonuose kartu su transporto, modifikacijos
ir imuniteto genais (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Collins et al., 2017; Zhao & Kuipers, 2016).

le poklasis. Glikocinai — tai bakteriocinai turintys glikozilintas aminortigstis (Arnison
et al., 2013). Apie glikociny veikimo mechanizmus Zinoma nedaug.

If poklasis. Laso peptidams biidingas N-galinis makrolaktamo Ziedas pervertas C-galu
suformuojant laso struktiira, dar Zinoma kaip lariato mazgas. Ziedas susiformuoja izopeptidiniu
ry$iu susijungus N-galinei glicino, alanino, serino ar cisteino a-amino grupei ir aspartato arba
glutamato (7, 8 ar 9-oje pozicijoje aminorigsciy grandinéje) karboksiriigSties Soninei

grandinélei (Hegemann et al., 2015; Zhao & Kuipers, 2016).

1.2.2. II klasés bakteriocinai

Antrai klasei priklauso mazi, karStyje stabiliis, potransliaciniy modifikacijy neturintys
bakteriocinai. Si klasé toliau skirstoma j poklasius — Ila (j pediocing panasis bakteriocinai), 11b
(dviejy peptidy bakteriocinai), IIc (lyderinés sekos neturintys bakteriocinai) ir IId (j pediocing
nepanasis bakteriocinai) (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Kumariya et al., 2019).

Ila poklasis. Sio poklasio bakteriocinams biidingas labai konservatyvus hidrofilinis
katijoninis N-galinis regionas turintis disulfidin; tiltel; tarp dviejy cisteiny. | pediocing panasiis
bakteriocinai tai plataus spektro antimikrobiniai junginiai, pasizymintis dideliu aktyvumu pries
patogenines ir maistg gadinancias bakterijas, tokias kaip Listeria monocytogenes ar
Staphylococcus aureus, todél turi daug potencialo biiti panaudoti maisto pramonéje bei
biomedicinoje. Katijoninis N-galas turi konservatyvy Y-G-N-G-V-X-C (X — bet kokia
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aminoriigstis) motyva, dar vadinama pediocino dézute, kuris, manoma, atsakingas uz
nespecifiska sgveika su taikiniu. Disulfidin; tiltelj pakeitus hidrofobiniais rysiais bakteriocino
aktyvumas iSlaikomas. C-galas yra maziau konservatyvus ir manomai susij¢s su specifiSkumu
taikiniui (Cui et al., 2012).

ITa poklasio bakteriociny lyderinio peptido seka daugeliu atvejy turi konservatyvy Gly-
Gly fragmenta, kuris tarnauja kaip atpazinimo signalas. Lyderinis peptidas yra nukerpamas ABC
transporterio ir jo pagalbiniy baltymy fermentinés reakcijos metu perkeliant bakteriocing uz
lastelés riby (Drider et al., 2006). Gautas subrendes bakteriocinas gali biiti nuo 25 iki 58
aminorugsciy ilgio (Cui et al., 2012).

I1b poklasis. Sio poklasio bakteriocinai sudaryti i§ dviejy skirtingy peptidy. Optimalus
antibakterinis aktyvumas pasiekiamas esant panasiam abiejy peptidy kiekiui. Bakteriocino
produkcijai reikalingi bent penki skirtingi genai, kurie gali biiti viename arba dviejuose
operonuose. Struktiriniai abiejy peptidy genai visada randami vienas $alia kito tame paciame
operone kartu su imuniteto baltyma koduojanc¢iu genu. Peptidy pirmtakai, kaip ir Ila poklasio
bakterocinai, turi N-galing lyderinio peptido seka su Gly-Gly motyvu, kuri yra nukerpama tam
skirto ABC transporterio, perkeliant bakteriocino peptidus per lgstelés membranas. ABC
transporteris koduojamas tame pacCiame arba Salia esan¢iame operone. Abiejy peptidy
aminoriig§¢iy sekos varijuoja, konservatyvus tik daznas GxxxG motyvas, randamas abiejuose
peptiduose. Sis motyvas reikalingas peptidy tarpusavio sgveikai bei bakteriocino
antimikrobiniam aktyvumui (Nissen-Meyer et al., 2010). Rasta I1b poklasio bakteriociny, kuriy
peptidai individualiai turi antimikrobinj aktyvuma, taciau Siais atvejais dviejy komplementariy
peptidy kombinacija visada smarkiai padidina aktyvuma.

I1b poklasio bakteriociny transkripcija reguliuojama quorum sensing sistemos, sudarytos
i$ trijy komponenty — indukcijos faktoriaus, su membrana asocijuotos histidino kinazés bei
atsako reguliatoriy (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

llc poklasis. N-galinés lyderinés sekos neturintys bakteriocinai yra unikalis tuo, kad
yra sintetinami be lyderinio peptido, kuris paprastai veikia kaip atpazinimo signalas
bakteriocino sekrecijai ir modifikacijoms bei laiko neaktyvy bakteriocing producento viduje.
Sio poklasio bakteriocinai taip pat daznai neturi imuniteto geny, bakterijy sintetinandiy $iuos
bakteriocinus imuniteto jiems mechanizmas yra neaiSkus (Masuda et al., 2012).

Ild poklasis. | pediocing nepanasiis vieno peptido bakteriocinai — tai heterogeniné,
negiminingy vieno linijinio peptido bakteriociny grupé. Sio poklasio nariams bidingos

skirtingos strukttiros, sekrecijos mechanizmai ir veikimo buidas (Alvarez-Sieiro et al., 2016).
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1.2.3. III klasés bakteriocinai

IIT klasés bakteriocinai — tai didelés molekulinés masés, karStyje nestabiliis
antimikrobiniai peptidai, dazniausiai sudaryti i$ skirtingy domeny (Alvarez-Sieiro et al., 2016).
Isskiriami du poklasiai — Il1a (bakteriolizinai) ir I1Ib (nelizuojantys didelés molekulinés masés
bakteriocinai).

Illa poklasis. Bakteriolizinai veikia kaip proteazés ardydami Igstelés sienelés
peptidoglikano sluoksni ir sukeldami taikinio bakterijos Ziit]. Vienas i$ Sios klasés atstovy, tai
lizostafinas, 27 kDa baltymas gaminamas Staphylococcus simulans bakterijy. Lizostafinas
veikia nutraukdamas pentagliciny tiltelius lastelés sienelés peptidoglikane (Bastos et al., 2010).
Lizostafinas gali sutrikdyti Staphylococcus aureus ir Staphylococcus epidermidis formuojamy
biopléveliy augimg efektyviau nei daznai naudojamas antibiotikas vankomicinas.

I11b poklasis. Nelizuojantys didelés molekulinés masés bakteriocinai gali sutrikdyti
bakterijos taikinio lastelés sienelés ir citoplazminés membranos vientisumg neardydami

peptidoglikano sluoksnio (Ibrahim, 2019).

1.3. Bakteriociny veikimo mechanizmai

Bakteriocinai pasizymi skirtingais veikimo mechanizmais. Galima skirstyti
bakteriocinus ] turin¢ius bakteriocidinj efekta, vykstant arba nevykstant Igstelés lizei, arba
veikianCius bakteriostatiskai, inhibuojant lasteliy augima. Bakteriociny taikiniais gali biti

lasteles sienelés komponentai, geny raiSka ar baltymy produkcija (Silva et al., 2018).

1.3.1. Poveikis lastelés sienelei

Daugelio LAB bakteriociny inhibuojanciy gram-teigiamas bakterijas veikimo
mechanizmas susijes su lastelés sienele. Kai kurie lantibiotikai ir 11 klasés bakteriocinai jungiasi
prie peptidoglikano pirmtako lipido 11, taip stabdydami peptidoglikano sinteze. Tai vienintelis
kai kuriy bakteriociny veikimo budas (1.2 pav., Cotter et al., 2013).

ITa klasei priklausantys bakteriolizinai veikia ardydami peptidoglikano sluoksnj.
Zoocinas A, turintis aktyvumg prie$ streptokokus, veikia kaip D-alanil-L-alanino
endopeptidazé ardydamas peptidinius rySius peptidoglikano sluoksnyje. Milericinas B veikia
kaip mureino hidralazé. Enterolizinas A skelia peptidoglikang tarp L-alanino ir D-glutamo
rugsties peptidy monomeruose, bei per L-lizino ir D-aspatato rugsties tiltelj (Alvarez-Sieiro et
al., 2016). Lizostafinas skelia peptidinius tiltelius iSskirtinai tarp gliciny peptidoglikano
sluoksnyje (Ibrahim, 2019).
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| klasé Il klasé
(nizinas) (laktocinas A)

Lastelés sienelé %’

Lastelés
membrana

| Man-PTS
Peptidoglikano ’ Pory formavimas ‘ ‘ Pory formavimas ‘
sintezés
stabdymas

1.2 pav. Bakteriociny veikimo mechanizmai. Kai kurie I klasés bakteriocinai, pavyzdziui
nizinas, stabdo peptidoglikano sintez¢ inhibuodami peptidoglikano pirmtaka lipida II. Kiti
bakteriocinai, pavyzdziui Il klasei priklausantis laktocinas A, gali formuoti poras. Laktocinas
A prisijungia prie manozés fosfotransferazés sistemos (man-PTS) receptoriaus ir formuojama
pora (Cotter et al., 2013).

1.3.2. Padidéjes membranos pralaidumas

Dauguma zinomy bakteriociny yra amfifiliniai, katijoniniai peptidai turintys a spirales,
B klostes arba | sraigta panaSias antrines strukttiras. Remiantis amfifilinémis bakteriociny
ypatybémis galimi bent du skirtingi membranos pralaiduma didinantys mechanizmai (1.3 pav.).
Bakteriocinai gali formuoti pory kompleksus. Susijungiant, jsiterpiant ] membrang ir
oligomerizuojantis bakteriociny monomerams formuojamos poros, kuriose hidrofilinés
bakteriociny dalys yra nukreiptos i vidy, o hidrofobinés j iSor¢ (nizinas, pediocinas PA-1,
laktokocinai A ir B, laktacinas F). Bakteriocinai taip pat galéty veikti kaip detergentai
pazeisdami membranos vientisumg. Toks veikimo bitidas pasireik$ty bioenergetiniy parametry
sutrikdymu bei jsisotinimo kinetikos nebuvimu. Keliamos tyrimais paremtos hipotezés apie

bakteriociny veikimo buido priklausomybe nuo koncentracijos (Montville & Chikindas, 2013).
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Efektyviai bakteriociny veiklai gali biiti reikalingos skirtingos membranos salygos.
Lantibiotikai veikia energizuotas membranas. Labiausiai tyrinétam lantibiotikui nizinui badingi
du su lipidu II susij¢ veikimo mechanizmai — peptidoglikano sintezés stabdymas ir pory
formavimas (1.2 pav.). N-galiné nizino molekulés dalis yra atsakinga uz sékminga lipidinio
bisluoksnio pervérima, tuo tarpu C-galas susijes su pradine membranos pavirSiaus ir
bakteriocino sgveika. Prie§ suformuojant poras membranoje nizinas turi prisijungti prie lipido
II. Kiti bakteriocinai veikia neenergizuotas membranas, taciau jiems reikalingas receptorinis
membranos baltymas. (Cotter et al., 2013; Montville & Chikindas, 2013). Lactococcus garvieae
DCC43 gaminamas ziedinis bakteriocinas garvicinas ML kaip receptorius naudoja maltozés
ABC transporterj ir permeaze. Ila klasés bakteriocinai prie membranos jungiasi per manozeés
permeaze fosfotransferazinéje sistemoje (man-PTS, 1.2 pav.). Mikrocinas E492 atpazjsta FepA,
CirA arba Fiu gelezies siderofory receptorius iSorin¢je membranoje (Cotter et al., 2013).
Lantibiotiky formuojamos poros yra ,,pleiSto” modelio, tuo tarpu II klasés bakteriocinai
formuoja poras pagal ,,statinés Sulo“ mechanizma (Kumariya et al., 2019).

A B

PORY FORMAVIMAS

MEMBRANOS ARDYMAS

1.3 pav. Membranos pralaidumg didinantys bakteriociny veikimo mechanizmy modeliai. A —
pory formavimas, B — ] detergenty veikimg panasus membranos ardymas (Montville &

Chikindas, 2013).

1.3.3. Geny raiskos ir baltymy produkcijos slopinimas

Bakteriocinai gali zudyti bakterijas sutrikdydami DNR, RNR ar baltymy metabolizma.
Mikrocinas B17, pereina iSoring membrang per poring OmpF, o viding membrang — pasitelkus
SbmA transporteri. Patekes ] lastelés vidy inhibuoja DNR girazés reguliuojamag DNR
superspiralizacijg ir taip sutrikdo DNR replikacijg (Parks et al., 2007). Laso peptidas mikrocinas
J25 patekes 1 lastele stabdo transkripcija blokuodamas RNR polimerazés antrinj kanalg
(Vincent & Morero, 2009). Mikrocino C7-C51 atveju, inhibojama aspartil-tRNR sintetazé ir
taip blokuojama iRNR sintezé. Kiti bakteriocinai jungiasi prie 23S rRNR ribosomos subvieneto
ar blokuoja aminoacil-tRNR prisirisima prie 50S ribosomos. Bakteriocinas GE2270 A jungiasi

prie Saperono elongacijos faktoriaus Tu ir blokuoja baltymy sinteze (Cotter et al., 2013).
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. atliekantys fermentai ABC transporteris
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Lyderinis Modifikacijas Lyderinis
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\\u/ fermentai peptidas
Bakteriocino pirmtakas
Lyderinio peptido
pasalinimas
Do VSR
Aktyvus nemodifikuotas peptidas Aktyvus modifikuotas peptidas

1.4 pav. Bendriné bakteriocino biosintezés kelio schema nuo geny klasterio iki brandaus
bakteriocino. Ribosomos susintetintas bakteriocino pirmtakas gali biiti perkirptas proteazés
(zalia) ir ABC transporterio (raudonas) perkeliamas j Igstelés iSore¢ kaip nemodifikuotas
bakteriocinas. Serdinis peptidas sujungtas su lyderiniu peptidu (pilkas) — svarbi salyga PTM
fermenty (mélyna) veikimui. Modifikuotas bakteriocinas praranda lyderinj peptidg ir

transportuojamas per membranas peptidazinj aktyvumg turin¢io ABC transporterio (Li &
Rebuffat, 2020).

1.4. Bakteriociny sintezés ir atsparumo mechanizmai

Aktyviy bakteriociny sintezei ir imunitetui reikalingi genai daZniausiai organizuoti
operonuose, bakterijos genome, plazmidéje ar kituose mobiliuose elementuose. Siy operony
ekspresijai reikalingas autoinduktorius. Ekspresija daznai reguliuoja dviejy, kartais trijy
komponenty reguliacinés sistemos. Bakteriocinas nizinas pats veikia kaip autoinduktorius
aktyvuodamas dviejy komponenty reguliacing sistema, taip pat yra unikaliy ekspresijos
reguliavimo pavyzdziy bidingy konkretiems bakteriocinams (Uzelac et al., 2015). Brevicino
174A produkcija ir imunitetas Siam bakteriocinui kontroliuojamas dviejy transkripcijos
reguliatoriniy baltymy, kurie veikia kaip teigiami autoreguliatoriai (Noda et al., 2018).

Pirmiausia susintetinamas bakteriocino pirmtakas, kuris taip pat gali biiti modifikuotas.
Subrendes bakteriocinas praranda lydering sekg ir yra transportuojamas uz lastelés riby. 11
klasés c poklasio bakteriocinai lyderinés sekos neturi. Skirtingy klasiy bakteriocinai patiria
nevienodas modifikacijas. Transportui naudojami ABC transporteriai arba sec kelio
eksporteriai (1.4 pav., Kumariya et al., 2019).

Bakteriocinai yra toksisSki ne tik kity rasiy bakterijoms, bet ir juos gaminancioms
bakterijoms. Atsparumas sintetinam bakteriocinui uZtikrinamas imuniteto baltymo arba ABC

transporterio, koduojamy bakteriocino geno klasteryje (Li & Rebuffat, 2020). Imuniteto
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baltymas specifiskai veikia pries sintetinamg bakteriocing. Manoma, kad bakteriocinui veikiant
1§ 1Sorés, imuniteto baltymas sulaiko prie receptoriaus prisijungusj bakteriocing tokiu biidu

stabdydamas tolimesng¢ jo veiklg vedanéig prie lastelés zuties (Rios Colombo et al., 2018).

1.5. Termofiliniy bakterijy bakteriocinai

Dauguma Zinomy bakteriociny yra izoliuoti 1§ mezofiliniy bakterijy rasiy.
Antimikrobiniai peptidai i§ termofiliniy bakterijy rusiy daznai pasizymi didesniu stabilumu
aukstose temperattrose ir pH. Termofilinés bakterijos gali augti utilizuodamos piruvatg arba
vandenilj su tiosulfatu (Mikulik et al., 2017).

Geobacillus genciai priklauso daugiau nei 25 rusys, kurios buvo aptiktos jvairiose
termofilinéms bakterijoms prieinamose skirtingose pasaulio vietose. Siuo metu tik du
termofiliniy bakterijy bakteriocinai gaminami Geobacillus thermodenitrificans N680-2 yra
detaliai charakterizuoti. Geobacillus thermodenitrificans N680-2 gamina j nizing panasy
bakteriocing geobaciling I, bei geobaciling II. Geobacilinas I buvo ekspresuotas E. coli. NMR
rezultatai parodé, kad geobacilinas I turi septynis tioesterinius tiltelius ir daug didesnj stabiluma
lyginant su nizinu. Antimikrobinis geobacilino I aktyvumas yra panaSus j nizino A. Tuo tarpu
geobacilinas II yra aktyvus tik prie§ Bacillus genties bakterijas. Siy bakteriociny produkcija
priklauso nuo inkubacijos laiko, pH bei azoto koncentracijos, stabilumas islaikomas esant 55°C
temperatiirai (Mikulik et al., 2017).

Aeribacillus palidus 8 gamina hipotetinj bakteriocing palidocing. Palidocinas pasizymi
dideliu aktyvumu pries specifines termofilines bakterijas, tokias kaip Parageobacilus sp. ir
Caldibacillus sp. (Kaunietis et al., 2019).

Bacillus thermoleovorans S-I1 ir B. thermoleovorans NR-9 gamina bakteriocinus
termoleovoring-S2 ir termoleovoring-N9. Sie bakteriocinai yra stabiliis esant 3—10 pH ir 70-
80°C temperatiirai. Termoleovorinai veikia inhibuodami greitai augancias lgsteles, nustatytas
aktyvumas prie$ Salmonella typhimurium, Branhamella catarrhalis, Streptococcus faecalis, ir
Thermus aquaticus (Mikulik et al., 2017).

1.6. Bakteriociny panaudojimas

Bakteriocinai yra viena i§ natiiraliy apsaugos priemoniy naudojama bakterijy
konkuruojant toje pacioje ekologinéje niSoje. IS evoliucinés perspektyvos mikroorganizmams
paranku apsaugai naudoti quorum sensing inhibicija, o ne zudyti konkurentus. Vietoje to, kad

bakterijos gaminty didelius kiekius bakteriociny, jos stabdo biopléveliy formavimasi ir
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konkurenty jsitvirtinimg su nedideliais kiekiais bakteriociny pasitelkiant quorum sensing
inhibicija.

Dauguma dabar zinomy bakteriociny buvo atrasti ir tyrinéti kaip antimikrobiniai
junginiai. Pradedant nizino atradimu buvo aprasyta daug naujy bakteriociny su unikaliomis
struktliromis bei skirtingais veikimo mechanizmais, taip pat nustatyti daugumos jy biosintezés,
sekrecijos ir imuniteto genai. Per pastargji deSimtmetj bakteriocinai domino tyréjus ne tik kaip
maisto apsaugos priemoné, bet ir kaip jrankiai infekcijy gydime bei kovai pries antibiotikams

atsparias patogenines bakterijas (Chikindas et al., 2018).

1.6.1. Bakteriociny panaudojimas maisto pramonéje

Bakteriocinai naudojami maisto produkty apsaugai vieni arba kombinuojant su kitais
metodais. Rezultatai gauti pasitelkiant kultiiras rodo, kad bakteriocinai turi inhibicinj poveiki
tirlamoms bakterijoms, taciau bakteriociny panaudojimas maisto pramoneje turi biti
testuojamas norint patvirtinti jy efektyvumg. Atlikta nemazai tyrimy atskleidzianciy
bakteriociny ir bakteriocinus produkuojan¢iy kamieny potencialg biiti panaudotiems meésos,
pieno, Zuvies, alkoholiniy gérimy, saloty ir fermentuoty darzoviy gamyboje ar apdorojime. Siuo
metu tik nizinas ir pediocinas PA1 komerciskai naudojami kaip maisto konservantai. LAB
bakteriocinai, tokie kaip enterocinas, AS-48 (Sanchez-Hidalgo et al., 2011) ar lakticinas 3147
(Suda et al., 2012) turi daug perspektyvy biti panaudoti kaip maisto konservantai, taciau
pramoninio lygio iki Siol nepasieké.

ISgryninty bakteriociny kaip maisto konservanty panaudojimo maisto pramongje
alternatyva yra bakteriocinus gaminan¢iy bakterijy panaudojimas kontroliuojant maisto
produktus uzkrecianciy bakterijy augimg. Didelé dalis LAB bakterijy turi GRAS statusa, tai
rodo jy visuotin] pripazinimg saugiomis vartoti. Tokiy bakterijy naudojimas maisto
produktuose gali buti veiksmingas biidas kontroliuoti nepageidaujamy mikroorganizmy
augimg. LAB bakterijos taip pat yra daznai naudojamos kaip pradinés kultliros maisto
fermentacijoje. Kitas LAB kultiiry panaudojimas yra bakteriociny produkcija in situ pridedant
apsaugines kultiiras | pieno gaminius gamybos bei sandéliavimo metu (Silva et al., 2018).

Apibendrinant tai, kas minéta, didzioji dalis maisto pramonéje naudojamy bakteriociny
gali buti suskirstyti j tris grupes — nepilnai i1Sgryninti bakteriocinai (Nisaplin®, turintis 2.5%
nizino, ALTA 2431, turintis pediocino PA1), pieno ir Kiti fermentuoti maisto produktai, turintys
bakteriociny grubaus fermentato pavidalu (MicroGARD® serijos bakteriociny turintys

produktai) bei bakteriocinus gaminancios maisto apsaugai skirtos kultiiros. Daugéja tyrimy,
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naudojant nizing kartu su kitais bakteriocinais siekiant didesnio efektyvumo kovoje su maista

gadinanciomis bakterijomis (Chikindas et al., 2018).

1.6.2. Bakteriociny panaudojimo medicinoje perspektyvos

Pirminé bakteriociny panaudojimo sritis visada buvo maisto pramoné. Didéjantis
antimikrobinis atsparumas tradiciniams antibiotikams, atveria naujas galimybes bakteriociny
panaudojimo jvairiuose sveikatos apsaugos produktuose tyrin¢jimui siekiant sustabdyti
potencialiai tradiciniams antibiotikams atsparias bakterijas (Chikindas et al., 2018).

Bakteriocinai turi daug ypatybiy, dél kuriy biity galima manyti, kad jie galéty biiti
veiksminga alternatyva antibiotikams. Vienos tokiy ypatybiy yra didelis aktyvumas, Zemas
toksiSkumas, plataus ir siauro spektro veikimo peptidai, galimas bioinzinerinis modeliavimas
bei produkcija in situ probiotiniy rusiy bakterijy.

Bakteriociny aktyvumas prie$ klinikoje svarbius patogenus varijuoja tarp klasiy ir jose.
Dauguma I klasés bakteriociny yra aktyvesni prie§ gram-teigiamus patogenus. Nemodifikuoti
Il klasés bakteriocinai taip pat pasizymi antimikrobiniu aktyvumu prie§ gram-teigiamus
taikinius. Kai kurie Ila poklasio bakteriocinai yra aktyvus prie§ L. monocytogenes bei kitus
gram-teigiamus patogenus. Gram-neigiamy bakterijy bakteriocinai, dar vaidinami mikrocinais,
pasizymi didziausiu aktyvumu prie§ gram-neigiamus patogenus (Cotter et al., 2013).

Lactobacillus fermentum HV6b gamina Ila klasés bakteriocing fermenticing HV6b. Sis
bakteriocinas stabdo vaginalines infekcijas sukelianciy bakterijy, tokiy kaip Bacteroides,
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Staphylococci ir Streptococci augimg. Fermenticinas
HV6b taip pat pasizymi spermicidiniu veikimu bei spermatozoidy imobilizavimu. Nauja
formulé, turinti savo sudétyje L. fermentum HV6b arba fermenticino HV6b galéty buti
naudojama vaginaliniy kremy, apsauganciy nuo infekcijas sukelianciy bakterijy bei veikianciy
kaip kontraceptiné priemoné, produkcijai (Kaur et al., 2013).

Macedocinas gaminamas S. macedonicus gali nuzudyti burnos ertméje besidauginancius
patogenus. Sis bakteriocinas galéty biiti naudojamas kaip aktyvus ingredientas danty pastose ir
burnos skalavimo skysc¢iuose (Zoumpopoulou et al., 2013).

Kai kurie bakteriocinai pasizymi ne tik antibakteriniu, bet ir antivirusiniu ar
antigrybeliniu veikimu (Juturu & Wu, 2018). Enterococcus faecium STHa gamina j pediocing
panaSy bakteriocing ST5Ha. Pastebéta, kad ST5Ha aktyviai veikia prie§ kai kurias LAB ir
Listeria rasis, maisto produkty patogenus bei virusus. Numanomas antivirusinio peptido
veikimas gali biti virusiniy daleliy agregacija bakterijoje Seimininké&je, virusiniy receptoriy

blokavimas, stabdant viruso patekimg j lgstelg, arba pagrindiniy viruso replikacijos etapy
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inhibicija (Todorov et al., 2010). Burkholderia sp. T-34, Burkholderi sp. RO-1, B. purantari
JCM5492 ir B. phenazinium JCM10564 gamina antigrybelinius bakteriocinus bulviy dekstrozés
terpeje. 10 kDa bakteriocinas esant neutraliam pH turi antigrybelinj efekta pries skirtingas
Aspergillus, Rhizopus, Mucor ir Pencillium rasis. Sio bakteriocino antigrybelinis veikimas
pagristas spory dygimo stabdymu ir hify elongacija (Kishimoto et al., 2009). Nemazai
bakteriociny pasizymi antivirusiniu arba antigrybeliniu veikimu, tafiau nededama daug

pastangy iSnaudoti Sias savybes vaisty kirime (Juturu & Wu, 2018).

1.6.3. Bakteriociny panaudojimas prie§ termofilines bakterijas

Pienas gaminamas teSmeny Igstelése yra sterilus, taciau dél didelio maistiniy medziagy
kiekio gali buti labai geru substratu bakterijy uzkratui. Pieno kokybé yra grieztai stebima
skaiCiuojant somatines ir bakterines lasteles. Uzkrétimas bakterijomis gali sukelti ligas,
sugadinti pieng ar jo produktus. Aerobinés sporas formuojancios bakterijos i§ Sporosarcina,
Paenisporosarcina, Brevibacillus, Paenibacillus, Geobacillus ir Bacillus genciy kelia didelj
susirtipinima, nes gali iSgyventi industring pasterizacija ir formuoti biopléveles vamzdziuose ir
neriidijanc¢io plieno jrangoje. Visai neseniai bakteriocinai kaip biologiniai biocidai pradéti
tyrinéti siekiant surasti ,,Zalesn;” ir aplinkai draugiSka bakterijy kontrolés metods. LAB
bakteriocinai — nizinas, lakticinas 3147 ar 481 ir pediocinas PA-1 — galéty potencialiai biti

panaudoti pieno pramongje (Gopal et al., 2015).

1.6.4. Bakteriociny panaudojimas augalininkystéje

Bakteriociny panaudojimas gali apimti ir augalininkyste. Bakteriocinai gali veikti
skatindami augaly augima bei apsaugodami nuo patogeny, dél $iy prieZas¢iy galimas gausesnis
derlius. Bradyrhizobium japonicum 532C gamina bakteriocing turicing 17. Pastebéta, kad
turicinas 17 patekes ant sojy bei kukurtizo lapy ar Sakny tiesiogiai stimuliuoja Siy augaly augima
(Abriouel et al., 2011). Bacillus subtilis 14B gamina 21 kDa bakteriocing Bac 14B, kuris
efektyviai veikia prie§ Agrobacterium tumefaciens, augaly karinos gumby ligos sukéléja. B.
subtilis IH7 kamienas gamina bakteriocing Bac IH7, kuris skatina augaly augima. Pomidoras ir
s¢jamasis melionas paveikti Bac IH7 buvo aukstesni, augaly Saknys ilgesnés, vaisiy uzaugo
daugiau ir jie buvo didesni. Bac IH7 taip pat gali buti panaudotas pries sékly patogenus, tokius
kaip Alternaria solani (Subramanian & Smith, 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Plazmidés ir pradmenys

DNR klonavimui naudotos pCDFDuet-1 (Novagen), pETDuet-1 (Novagen) ir pRSFDuet-1
(Novagen) plazmidés (2.1 lentele).

2.1 lentelé. Naudotos plazmidés

Plazmide Kopijy skaicius lgsteléje Atrankos Zymuo
pCDFDuet-1 20-40 Spektinomicinas
pPETDuet-1 ~ 40 Ampicilinas
pRSFDuet-1 > 100 Kanamicinas

2.2 lentelé. Naudoti pradmenys

Pradmens Pradmens seka 5°-3° Restriktazé
pavadinimas

Geol9A-Ncol.F tcagtccatgggcaaaaaggttctatctctactagctatattcactttagtagtgtcca Ncol
Geol9A-Xho.R atgcactcgagttagggaattctttcggcaattaagtcaatgtattgttctctage Xhol
Geol9A-BamHI.F | ctagtggatccgaaaaaggttctatctctactagctatattcactttagtagtgtcca BamHlI
Geol9A-Xho.R atgcactcgagttagggaattctttcggcaattaagtcaatgtattgttctctage Xhol
Geol9B-IF.F aactttaataaggagatataccatgttccaaaacataaaggaatcaactgtaaacc Ncol
Geol9B-IF.R cttaagcattatgcggccgcaagcttcacctectttcaagtagtaatagtttatactctttatttagtgg HindlIll
Geol9C-IF.F taagtataagaaggagatatacatatgaatcaggaaattaagaataatactgtaatgtctttctatattactct | Ndel
Geol9C-IF.R gcagcggtttctttaccagactcgagttatgttttggaacattttaattctaccttcaccattttcatag Xhol
Geol19D-Ncol.F gctagccatgggctcgaaagaatggaaaataaagetggtttccttacttacattg Ncol
Geol9D-Hindlll.R | gctagaagcttttacactatcaatacttggataaataaaaatataatactaatgagegt HindlIlI

ACYCDuetUpl

ggatctcgacgctcteect

T7 Terminator

gctagttattgctcagegg

2.1.4. Bakteriju kamienai ir auginimo salygos

Darbe naudotas Escherichia coli DH5a (Novagen) klonavimo kamienas bei E. coli
BL21 (DE3) (Novagen) ir E. coli Rosetta (DE3) (Novagen) raiskos kamienai. Termofilinis

Parageobacillus genomospecies 1 NUB36187 kamienas buvo naudotas kaip indikatorinis

kamienas bakteriocino aktyvumui nustatyti.

Darbe naudotos augimo terpés apraSytos 2.3 lenteléje. E. coli kamienai auginti Luria-

Bertani (LB) terp¢je 37 °C temperattroje 180 aps./min. Geobaciling 19 (Geo19) sintetinantis

Geobacillus stearothermophilus 15 ir indikatorinis kamienai auginti maistinio buljono (MB)

terpéje papildytoje druskomis 55 °C temperattroje 200 aps./min. Geobacillus
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stearothermophilus 15 kamienas taip pat augintas ir modifikuotoje minimalioje drusky terpéje
(SDM) papildytoje:

10 % MB

1% MB

1 % kazamino ragsciy (Difco)

10 % meésos ekstrakto (AppliChem)

10 % mésos ekstrakto (AppliChem) ir 1 % kazamino rtigs¢iy (Difco)

2.3 lentelé. Naudotos terpés

Terpé

Sudétis

LB (Biolab) 10 g/L peptono

5 g/L mieliy ekstrakto

10 g/L NaCL

MB

10 g/L peptono (Merck)
5 g/L mésos ekstrakto (Merck)
5 g/L NaCL (AppliChem)

Krano vanduo

SDM

4g/L glicerolio (Roth)
4g/L natrio piruvato (Merck)
50 mmol/L TRIS-HCI

1 mL/L x1000 drusky misinio 2 (DM2)

x1000 DM2 14,1 mmol/L Na;HPO4 (Merck)

37,4 mmol/L NH4CI (Merck)
1,6 mmol/L MgSO4 (Merck)
1,7 mmol/L K;SOs4 (Merck)
15,2 umol/L MnCl; (Merck)
43,2 umol/L FeCls (Merck)
1,4 mmol/L ZnSO4(Merck)

161,7 umol/L H;BO; (Merck)
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210,6 pmol/L CoCl; (Merck)
1,2531 mmol/L CuSO4 (Merck)

42,1 pmol/L NiCl; (Merck)

SOC 5 g/L mieliy ekstrakto (AppliChem)
20 g/L peptono (Merck)
0,5 g/L NaCL (AppliChem)
0,186 g/L KCI (Merck)
2,4 g/L MgSO4 (Merck)

20 mL/L 20% gliukozés tirpalo (Roth)

GYT 100 mL/L glicerolio (Roth)
1,25 g/L mieliy ekstrakto (AppliChem)

2,5 g/L triptono (Merck)

Agarizuota MB terpé buvo gaminama j terp¢ pridedant 15 g/L agaro (AppliChem). E.
coli kamieny auginimui bei atrankai naudota komerciné agarizuota LB (Biolab) terpé. LB terpé
sterilinta 121 °C 20 min., MB ir SDM — 121 °C 30 min. SOC terpé¢ sterilinta be gliukozés 121
°C 20 min. SOC terpei atvésus jpiltas filtruotas gliukozeés tirpalas (20 %). Filtruoti (0,22 pm)
gliukozés, piruvato arba autoklavuotas glicerolio tirpalas j terpes pridedami po autoklavavimo.
Esant reikalui terpés buvo papildomos antibiotikais: ampicilinas 50 pg/mL, kanamicinas 50

ug/mL, spektinomicinas 50 pg/mL, chloramfenikolis 34 pg/mL.

2.2. Metodai

2.2.1. Antibakterinio aktyvumo tikrinimas

Ruosiant 1éksteles su indikatoriniu kamienu $viezia Parageobacillus genomospecies 1
NUB36187 kultiira tankiai gazonu uZséjama ant Petri léksStelés su agarizuota MB terpe ir
auginama 55 °C temperatiiroje. Po 4-5 val. 1astelés plaunamos nuo 1ékstelés skysta MB terpe ir
pagaminama lasteliy suspensija, kurios optinis tankis (OTeoonm) yra 1. Lasteliy suspensija
inokuliuojama j nesustingusia (55-60 °C) terpe su agaru santykiu 1:99. Terpé gerai iSmaiSoma
ir iSpilstoma j Petri 1éksteles.

Tikrinant méginio antibakterinj aktyvuma Sulinéliy difuzijos metodu Petri I¢kstelése su
jautriu kamienu, steriliu pipetmano antgaliu iSpjaunami Sulinéliai. | Sulinélius pilama 100 pL.
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méginio. Tikrinant méginio antibakterinj aktyvuma laseliy metodu ant 1¢kstelés uzlasinama 10
ML méginio. Lékstelés inkubuojamos 55 °C temperatiiroje per naktj. Po inkubacijos vertinamos

matomos inhibicinés Zonos.

2.2.2. Baltymy koncentravimas

Supernatanty baltymai koncentruoti vykdant baltymy ekstrakcija chloroformu ir
metanoliu pagal Wessel ir Fliigge (1984). 1,5 mL tiirio ependorfe 100 uL tiriamojo méginio
sumai$oma su 400 pL metanolio ir iSvorteksuojama. Tuomet jpilama 100 pL chloroformo, gerai
iSvorteksuojama ir jpilama 300 pL H»0O. Susidrumstes meginys iSvorteksuojamas ir
centrifuguojamas 14000 x g 1 min. Susiformuoja trys sluoksniai, su pipetmanu nusiurbiamas
virSutinis sluoksnis, nepalie¢iant baltymy — vidurinio sluoksnio. | ependorfa su likusiu apatiniu
sluoksniu ir baltymais jpilama 400 uL metanolio, iSvorteksuojama ir centrifuguojama 20000 x
g 5 min. PaSalinama kiek galima daugiau metanolio nepalieCiant nuosédy ir dziovinama. Per

kelis kartus sukoncentruojama po 0,5 mL méginio.

2.2.3. Glicino-NDS-PAGE baltymy elektroforezé ir zimograma

Glicino-NDS-PAGE atliekama pagal Laemmli (Rosenberg, 1996). Sukoncentruotos
baltymy nuosédos buvo sumaiSomos ir iStirpinamos NDS-PAGE méginiy buferyje, tuomet
iSskirstomos 15 % NDS-poliakrilamido gelyje elektroforezés metodu. Po elektroforezés gelis
plaunamas fiksavimo tirpalu (70 % H-O, 10 % acto rtigsties (Merck), 20 % propanolio (Roth)).
Po valandos tirpalas nupilamas ir plaunamas 3 x 10 min su distiliuotu vandeniu. Ant plauto
gelio Petri 1éksteléje uzpilama agarizuota nesustingusi MB terpé su P. genomospecies 1 NUB
36187 kamienu (paruosimas aprasytas 2.2.1 skyrelyje). Agarui susitingus lékstelé inkubuojama
per nakt] 55 °C temperatiiroje. Inhibicinés zonos lyginamos su kartu elektroforezéje leista

baltymy liniuote PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

2.2.4. Baltymy iSsodinimas i$ supernatanto amonio sulfatu

G. stearothermophilus 15 kultira buvo auginama 100 mL SDM + 10 % MB terpéje,
pasiekus terpés optinj tankj (OTeoonm) 1,6-1,7 bakterijy kulttira centrifuguojama 7000 x g 4 °C
temperatiiroje 20 min. Supernatantas nupilamas ir sumaiSomas su amonio sulfatu iki 80 %
prisotinimo laipsniy. Tirpalas maiSomas 12-16 val. 4 °C temperatiroje, po to centrifuguojamas

20000 x g 4 °C temperatiroje 1 valandg. Gautas supernatantas nupilamas, 0 nuosédos
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iStirpinamos 2,5 mL 50 mM TRIS-HCI, pH 8 buferyje. Gauta suspensija nudruskinama

gelchromatografijos metodu.

2.2.5. Nudruskinimas

Nudruskinimas vykdytas gelchromatografijos metodu. ParuoStame nudruskinimo
buferyje (50 mM NaH2PO4, pH 8) per naktj isbrinkinama Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech)
derva. Dervai iSbrinkus buferis pakeiciamas tris kartus. Kolon¢lé uzpildoma 8,5 mL dervos.
Pries uzneSant méginj kolonélé plaunama 5 jos tariais nudruskinimo buferiu. Tuomet uznesama
2,5 mL méginio. Méginiui subégus j gelj ant kolonélés uzpilama buferio ir surenkama 3,5 mL

i§ kolonélés istekéjusio nudruskinto meginio.

2.2.6. Anijony mainy chromatografija

Anijony mainy chromatografija atlickama su BioLogic DuoFlow (Bio-Rad) vidutinio
slégio skys¢iy chromatografijos sistema naudojant kolonéle UNO Q12 (Bio-Rad). Pries
uzneSant méginj ant kolonélés, ji ekvilibruojama buferiu A (15 mM Tris, pH 8). Tiriamasis
meéginys, esantis buferyje A, uzneSamas ant kolonelés. Baltymai nuo kolon¢lés eliuojami
naudojant bufer; B (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8) ir keliant jo koncentracijg linijiniu

gradientu. Bakteriocino aktyvumas surinktose frakcijose tikrinamas laSeliy metodu.

2.2.7. Hidrofobiniy saveiky chromatografija

Hidrofobiniy sgveiky chromatografija atliekama su BioLogic DuoFlow vidutinio slégio
skys¢iy chromatografijos sistema naudojant Bio-Scale MT5 (Bio-Rad) kolonéle uzpildyta
Macro-Prep Methyl HIC derva (Bio-Rad). Prie$ uzneSant méginj ant kolonélés, ji
ekvilibruojama buferiu B (20 mM pieno ragsties, 1M (NH4)2SOa, pH 4). Tiriamasis méginys,
esantis buferyje B, uzne$amas ant kolonélés. Baltymai nuo kolonélés eliuojami naudojant buferj
A (20 mM pieno rigsties, pH 4) ir didinant jo koncentracija linijiniu gradientu. Bakteriocino
aktyvumas surinktose frakcijose tikrinamas laseliy metodu. Frakcijos su nustatytu bakteriocino
aktyvumu nudruskinamos gelchromatografijos metodu naudojant 15 mM natrio acetato, pH 4,5
nudruskinimo bufer], nudruskinti méginiai tuo paciu buferiu skiedziami 6 kartus ir toliau

gryninami katijony mainy chromatografijos metodu.

2.2.8. Baltymy gryninimas Amberlite XAD16N derva
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Amberlite  XADION (Sigma) derva paruoSiama naudojimui pagal gamintojo
rekomendacijas. G. stearothermophilus 15 kultiiros supernatantas (200 mL) su derva (50 Q)
paliekamas maisytis ant magnetinés maisyklés. Po 2 valandy derva atskiriama nuo supernatanto
chromatografijos kolon¢léje ir praplaunama uzpilant 200 mL distiliuoto vandens. Véliau
kolonélé uzpildoma metanoliu (100 mL) ir derva supilama j stiklinj indelj. Toliau derva su
metanoliu palickama ant magnetinés maisyklés 15 min. Po maiSymosi derva supilama atgal |
kolonéle, atskiriant ir surenkant metanolj. Antibakterinis aktyvumas metanolyje vertinamas
laSeliy metodu. Surinkta metanolio frakcija po gryninimo su Amberlite XADI16N
praskiedziama perpus su buferiu iki galutinés 25 mM TRIS-HCI koncentracijos, pH 8 ir toliau

gryninama anijony mainy chromatografijos metodu.

2.2.9. Katijony mainy chromatografija

Katiijony mainy chromatografija atlickama su BioLogic DuoFlow (Bio-Rad) vidutinio
slégio skysc¢iy chromatografijos sistema naudojant UNO S1 (Bio-Rad) kolonéle. Prie§ uznesant
meginj ant koloné¢lés, ji ekvilibruojama buferiu A (15 mM Natrio acetato, pH 4,5). Tiriamasis
meéginys, esantis buferyje A, uzneSamas ant kolon¢lés. Baltymai nuo kolonélés eliuojami
naudojant buferj B (15 mM Natrio acetato, 500 mM NacCl, pH 4,5) ir keliant jo koncentracija
linijiniu gradientu. Bakteriocino aktyvumas surinktose frakcijose tikrinamas laseliy metodu.
Frakcijos su nustatytu bakteriocino aktyvumu pateiktos masiy spektrometrijos analizei

Biochemijos instituto Proteomikos centrui.

2.2.10. DNR i$skyrimas, valymas ir klonavimas

Genominés DNR iSskyrimui naudotas GeneJET Genomic DNA Purification (Thermo
Fisher Scientific) rinkinys pagal gamintojo rekomendacijas. DNR gryninimui po PGR reakcijos
arba po DNR restrikcijos naudotas GeneJET PCR Purification (Thermo Fisher Scientific)
rinkinys, DNR valymui i§ agarozés gelio naudotas GeneJET Gel extraction (Thermo Fisher
Scientific) rinkinys pagal gamintojo rekomendacijas. Plazmidiné DNR i$ bakterijy kultiiry buvo
skiriama naudojant GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific) rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas. DNR karpymas buvo vykdomas naudojant restrikcijos
endonukleazes (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. DNR ligavimui
naudota T4 DNR ligazé¢ (Thermo Fisher Scientific) arba NEBuilder HiFi DNA Assembly
Master Mix (NEB) klonavimo rinkinys pagal gamintojo rekomendacijas.
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2.2.11. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

Geny pagausinimui buvo atliekama PGR naudojant PfuX7 polimeraze¢ (Ngrholm, 2010)
ir DreamTaq DNR polimerazés bufer pagal pastarojo gamintojo rekomendacijas arba Phusion
HF polimeraz¢ (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Naudoti
pradmenys pateikti 2.2 lenteléje. PGR su PfuX7 polimeraze atlikta vadovaujantis protokolu:

1) 3 min, 95 °C — pirminé denatiracija;

2) 30s, 95 °C — antriné denatiiracija;

3) 30s, Ta=Tm - (5-10 °C) — pradmeny prilydimas;

4) 1 kb/min., 72 °C — DNR sintez¢;

2-3 zingsniai kartojami 29 kartus

5 5-15min, 72 °C — galutiné¢ DNR sintezé.

PGR su Phusion HF polimeraze atlikta pagal gamintojo rekomenduojama protokolg.

Kolonijy PGR metu buvo naudojama PfuX7 polimerazé su Green DreamTaq
polimerazés buferiu pagal pastarojo gamintojo rekomendacijas, vietoj DNR matricos j reakcijos
misinj jdedant nedidel; kiekj transformanty kolonijos biomasés ir pirmajj DNR denatiiracijos

zingsnj pailginant iki 5-6 min.

2.2.12. Geno geol9A klonavimas

Genas @eol9A, koduojamas G. stearothermophilus 15 kamieno genome, buvo
padaugintas PGR metodu dviem pradmeny poromis: Geol9A-Ncol.F ir Geol19A-Xhol.R bei
Geol9A-BamHI.F ir Geol9A-Xhol.R. Atitinkamai gauti DNR produktai geo19A ir geol9A-
His buvo karpomi restriktazémis, geo19A karpytas su FD (Fast Digest) Ncol ir FD Xhol, o
geol19A-His su FD BamHI ir FD Xhol.

Plazmidé pRSFDuet-1 taip pat buvo sukarpyta su restriktazémis FD Ncol ir FD Xhol, ir
suliguota su geo19A, naudojant T4 DNR ligaz¢. Ligavimo miSinys perkeltas j E. coli DH5a
lasteles elektroporacijos metodu. Teigiami transformantai, turintys naujg konstrukta pRSF-
geol9A, atrinkti kolonijy PGR metodu naudojant pradmeny pora ACYCDuetUpl ir T7
Terminator.

Plazmidé pRSFDuet-1 taip pat buvo sukarpyta ir su restriktazémis FD BamHI ir FD
Xhol, bei suliguota su geoA-His, naudojant T4 DNR ligaze, o ligavimo miSinys perkeltas j E.
coli DH5a Igsteles elektroporacijos metodu. Teigiami transformantai, turintys nauja konstrukta
pPRSF-geo19A-His, atrinkti kolonijy PGR metodu naudojant pradmeny porg ACYCDuetUpl ir
T7 Terminator.
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Atrinkti teigiami transformantai buvo perséti j Sviezig LB terpg su kanamicinu ir auginti
per naktj. Ryte i§ bakterijy kulttiry buvo isskirti sukonstruoti vektoriai: pRSF-geo19A ir pRSF-
geol9A-His.

2.2.13. Geno geo19B klonavimas

Genas geol9B, koduojamas G. stearothermophilus 15 kamieno genome, buvo
padaugintas PGR metodu su pradmeny pora Geol9B-IF.F ir Geol9B-IF.R. Gautas DNR
produktas geo19B karpytas restriktazémis FD Ncol ir FD HindIII.

Plazmidé pCDFDuet-1 buvo sukarpyta restriktazémis FD Ncol ir FD Hindlll ir suliguota
su geol9B, naudojant NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix klonavimo rinkinj.
Ligavimo miSinys perkeltas j E. coli DHS5a lgsteles elektroporacijos metodu. Teigiami
transformantai, turintys nauja konstrukta pCDF-geol9B, atrinkti kolonijy PGR metodu
naudojant pradmeny porg ACYCDuetUpl1 ir T7 Terminator.

Atrinkti teigiami transformantai buvo perséti | Sviezig LB terpe su spektinomicinu ir
auginti per naktj. Ryte i§ bakterijy kultiiry buvo isskirtas sukonstruotas vektorius pCDF-
geol19B.

2.2.14. Geno geol9C klonavimas

Genas @e0l9C, koduojamas G. stearothermophilus 15 kamieno genome, buvo
padaugintas PGR metodu su pradmeny pora Geol9C-IF.F ir Geol9C-IF.R. Gautas DNR
produktas geo19C karpytas restriktazémis FD Ndel ir FD Xhol.

Plazmidé pCDFDuet-1 buvo sukarpyta restriktazémis FD Ndel ir FD Xhol, ir suliguota
su geol9C, naudojant NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix klonavimo rinkinj.
Ligavimo misinys perkeltas j E. coli DHSa lgsteles elektroporacijos metodu. Teigiami
transformantai, turintys nauja konstrukta pCDF-geol9C, atrinkti kolonijy PGR metodu
naudojant pradmeny porg ACYCDuetUpl1 ir T7 Terminator.

Vektorius pCDF-geol9B buvo sukarpytas restriktazémis FD Ndel ir FD Xhol ir
suliguotas su geol9C, naudojant NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix klonavimo
rinkinj. Ligavimo miSinys perkeltas j E. coli DH5a lasteles elektroporacijos metodu. Teigiami
transformantai, turintys nauja konstrukta pCDF-geol9BC, atrinkti kolonijy PGR metodu
naudojant pradmeny porg ACYCDuetUpl ir T7 Terminator.

Atrinkti teigiami transformantai buvo perséti j Sviezig LB terpe su spektinomicinu ir
auginti per naktj. Ryte i§ bakterijy kultiry buvo isskirti sukonstruoti vektoriai pPCDF-ge019C ir
pCDF-ge0l19BC.

27



2.2.15. Geno geo19D klonavimas

Genas geol9D, koduojamas G. stearothermophilus 15 kamieno genome, buvo
padaugintas PGR metodu su pradmeny pora Geol9D-Ncol.F ir Geol9D-HindIll.R. Gautas
DNR produktas geo19D karpytas restriktazémis FD Ncol ir FD HindIII.

Plazmidé pETDuet-1 buvo sukarpyta restriktazémis FD Ncol ir FD HindIII ir suliguota
su geol9D, naudojant T4 DNR ligaze. Ligavimo misSinys perkeltas j E. coli DHS5a lasteles
elektroporacijos metodu. Teigiami transformantai, turintys nauja konstrukta pET-geol9D,
atrinkti kolonijy PGR metodu naudojant pradmeny porg ACYCDuetUpl1 ir T7 Terminator.

Atrinkti teigiami transformantai buvo perséti j Sviezig LB terpe su spektinomicinu ir

auginti per naktj. Ryte i§ bakterijy kulttiry buvo isskirtas sukonstruotas vektorius pET-geo19D.

2.2.16. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé buvo atlickama horizontalioje elektroforezés sistemoje (Bio-Rad,
#1640300), méginius iSskirstant 1 % agarozés gelyje su etidzio bromidu (AppliChem), sistema
uzpildant 1x TAE buferiniu tirpalu (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezés buvo vykdytos
45 min veikiant 80 V jtampai. Po elektroforezés geliai buvo analizuojami transiliuminatoriuje
(DNR MiniBis Pro) ap$vieciant juos ultravioletine Sviesa (320 nm). Kartu su méginiais | gelj
buvo leidziami GeneRuler (Thermo Fisher Scientific) arba MassRuler (Thermo Fisher

Scientific) DNR fragmenty ilgio Standartai.

2.2.17. Elektrokompetentiniy lasteliy ruoSimas

Elektrokompetentinés E. coli DHS5a, BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) lastelés buvo
paruostos transformacijai pagal Sambrook ir Russell (2001) metodikas su modifikacijomis. E.
coli kulttros augintos purtykléje skystoje LB terpéje 37 °C temperatiiroje Su aeracija per naktj.
Ryte kultiiros persétos j Sviezig LB terpg (1 % terpés tiirio) Ir toliau augintos tomis paciomis
salygomis iki OT (600 nm) 0,5. Rosetta (DE3) kamienas augintas terpése su 34 pg/mL
chloramfenikolio. Pasiekus reikiama OT, lastelés vésintos ledo voneléje 10-15 min. ir 15 min,
centrifuguotos 5000 x g 4 °C temperatiiroje. Lasteliy nuosédos plautos steriliu 10 % glicerolio
tirpalu (30-40 mL) ir 15 min. centrifuguotos 6000 x g 4 °C temperatiiroje. Plovimas kartotas
dar du kartus lasteles centrifuguojant 20 min. 6500 % g ir 25 min. 7000 x g. Toliau lasteliy
nuosédos suspenduotos 1 mL 10 % glicerolio tirpalo ir 2 min. centrifuguotos 5000 x g 4 °C
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temperatiroje. Gautos lgsteliy nuosédos suspenduojamos 0,4 mL GYT terpés ir iSpilstomos ]
meégintuvélius po 40 pL. ParuoStos eletrokompetentinés lastelés saugomos -70 °C

temperatiroje.

2.2.18. Elektrotransformacija

Bakterijy kulttiros transformuotos naudojant elektroporacijos metodg kiuvetése su 1 mm
tarpu taikant Siuos parametrus: 18 kV/cm, 5 ms. | Saltas (0 °C) elektrokompetentines Igsteles
jdedamas 1 pL DNR, tuomet Igstelés perkeliamos } Salta (0 °C) elektroporacijos kiuvete ir
atlickama elektroporacija. Po elektrotransformacijos lastelés regeneruotos 1 mL SOC terpéje
800 aps./min 37 °C temperaturoje 1 val., tuomet transformantai i$séti ant agarizuotos LB terpés
su atitinkamu antibiotiku ir per nakt] inkubuoti termostate 37 °C temperatiiroje. ISaugus
transformantams, kolonijy PGR metodu atrenkami teigiami transformantai — turintys
sukonstruotg plazmiding DNR . Teigiamo transformato kolonija uzséjama j skysta LB terp¢ su
atitinkamu antibiotiku ir auginama 37 °C 180 aps./min pernakt. Tuomet i§ bakterijy kultary
iSskiriamos plazmidés, kurios toliau transformuojamos elektroporacijos metodu j E. coli raiskos
kamienus BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3). Geny koekspresijai — keliy geny raiskai vienu metu, j

raiSkos kamienus elektroporacijos metu perkeliamos kelios plazmidés.
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3. REZULTATAI

3.1. Minimalios augimo terpés optimizacija

Ankstesniy laboratorijoje vykdyty tyrimy metu Geobacillus stearothermophilus 15
kamieno auginimui buvo naudojama maitinamojo buljono terpé (MB). Siekiant pagerinti
Geol9 gryninimo procesa nuspresta kiek galima sumazinti baltymy, kurie jeina j terpés sudétj,
kiekj. Siame darbe naudota minimali augimo terpé (SDM) papildyta nedideliais kiekiais
maitinamojo buljono, kazamino riigStimis bei mésos ekstraktu siekiant surasti tokig terpés
sudétj, kurioje buty didelis geobacilino 19 kiekis ir mazai kity baltymy. Bakterijy kultiiros
augimo kreivés pateiktos 3.1 paveiksle. Rezultatai buvo gauti atlikus po tris bandymus su kiekvienu
terpés variantu ir iSvedus vidurkj. SDM terp¢je papildytoje 1 % MB OT buvo maziau uz 0,5, todél
Si terpé nebenaudota. SDM terpé papildyta 1 % kazamino ragsciy taip pat nebenaudota, nes G.
stearothermophilus 15 kamieno augimas SDM terpéje papildytoje 1 % kazamino rugséiy ir 10 %

meésos ekstrakto buvo geresnis.

25
== SDM su 10% MB

\

= SDM su 1% MB

§ 15
LS // = SDM su 1% kazamino r.
e y/ /-

SDM su 10% mésos eks.

0 - = . === SDM su 10% mésos eks.,

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1 % kazaminorr.
Augimo laikas, h

3.1 pav. G. stearothermophilus 15 augimas skirtingose terpése.

Siekiant jvertinti, kada yra sekretuojamas bakteriocinas ir kada jo kiekis terpéje
didZiausias, sukoncentrentuoti augimo terpiy supernatantai analizuoti Sulinéliy difuzijos ir
glicino-NDS-PAGE metodais (3.2 pav.). Stebint inhibicines zonas Sulinéliy difuzijos metodu
(3.2 pav., A) nustatyta, kad trijose skirtingose SDM terpése G. stearothemophilus gali sintetinti
bakteriocinus. Kadangi ankstesniy laboratorijoje vykdyty tyrimy metu nustatyta, kad Geo26 yra
karStyje nestabilus bakteriocinas, o tuo tarpu Geol9 antibakterinj aktyvumg iSlaiko auksStesnése
temperatiirose, supernatanty meéginiai buvo pakaitinti siekiant paSalinti Geo26 aktyvuma.

Analizuojant tokius supernatantus glicino-NDS-PAGE metodu nustatyta, kad tik SDM terpéje
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papildytoje maitinamuoju buljonu, G. stearothemophilus 15 kamienas sintetina Geo19,
auginant kitose terpése Geol9 aktyvumas nenustatytas (3.2 pav., B). SDM terpé papildyta 10
% MB toliau naudota gryninant Geol9 i§ G. stearothemophilus 15 kamieno kulttiros

supernatanto skys¢iy chromatografijos sistema.

3.2 pav. Supernatanty analizé Sulinéliy difuzijos ir glicino-NDS-PAGE metodais. Méginiai imti
po 8 val. nuo auginimo pradzios. 1 — SDM terpés su 10 % MB supernatantas; 2 — SDM terpés
su 10 % mésos ekstrakto supernatantas; 3 — SDM terpés su 1 % kazamino ragséiy ir 10 % mésos
ekstrakto supernatantai; M — PageRuler Prestained baltymy liniuoté. Jautrus kamienas —
Parageobacillus genomospecies 1 NUB36187.

3.2. Geol9 gryninimas skys¢iu chromatografijos sistema

Siekiant optimizuoti Geol9 gryninimg skys¢iy chromatografijos sistema Siame darbe
buvo iSbandyta keletas naujy skirtingy strategijy (3.3 pav.). Po kiekvieno gryninimo etapo
antibakterinis aktyvumas tikrintas Sulin¢liy difuzijos arba laSeliy metodu.

Baltymus i§ supernatanto gryninant Amberlite XAD16N derva ir tuomet vykdant
anijony mainy chromatografija antibakterinis aktyvumas buvo visiSkai prarandamas.
Nuspresta, kad i metodika neveiksminga ir pereita prie kity gryninimo strategijy.

Kitu atveju pirmiausiai supernatanto baltymai buvo iSsodinti amonio sulfatu, tuomet
vykdyta anijony mainy chromatografija bei po jos hidrofobiniy saveiky chromatografija. Si

strategija pasirodé esanti efektyvesné, taciau Geol9 aktyvumas vis tiek buvo gana mazas.
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3.3 pav. Geol9 gryninimas i§ supernatanto skys¢iy chromatografijos sistema.

Galiausiai Geol9 grynintas pradedant nuo anijony mainy chromatografijos, tada
vykdant hidrofobiniy sgveiky, bei katijony mainy chromatografija (3.4 pav.). Po visy trijy
gryninimo etapy buvo matomas didelis Geol9 aktyvumas (3.5 pav.). Aktyviausios frakcijos

pateiktos Biochemijos instituto Proteomikos centrui masiy spektrometrijos analizei.
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3.4 pav. Katijony mainy chromatograma. Sviesiai mélynu fonu pazymétos aktyviausios
frakcijos. Violetiné kreivé — 214 nm, zalia — 280 nm absorbcija, juoda — NaCl gradientas.
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3.5 pav. Katijony mainy chromatografijos eliucijos frakcijos.

3.3. Geobacilino 19 geny klasterio analizé

Geol9 peptidas buvo iSanalizuotas masiy spektrometrijos metodu (LC-ESI-MS) ir
nustatyta jo aminoriigi¢iy seka. Genas koduojantis Geol9 buvo identifikuotas G.
stearothermophilus 15 genome (priskirtas numeris: LVHZ01000044). Geobacilino 19 baltymo
seka buvo sulyginta su NCBI duomeny bazéje esanc¢iomis sekomis. Nustatyta, kad geobacilino
19 aminortigs¢iy seka turi nedidel; panasuma j jau aprasyto bakteriocino SDP pirmtako seka.
Zinoma, kad bakteriocino SDP biosintezéje dalyvauja SdpA ir SdpB baltymai, batini norint
gauti aktyvy bakteriocing, todél palygintos ir Salia Geol9 koduojancio geno esanciy kity geny
koduojamy baltymy sekos (3.1 lentel¢). Nustatytas panasumas tarp SDP biosintezéje
dalyvaujanciy baltymy ir baltymy koduojamy Salia geobacilino19. Baltymo Geo19B seka turi
36,9 % panasumga j SdpB baltyma, tuo tarpu Geol9C seka 32,1 % panasi j SdpA.

3.1 lentelé. Geol9 biosintezés geny klasterio panasumas j SDP bakteriocino
biosintezeés geny klaster]

Geno pavadinimas Panasumas j kitus baltymus Panasumas, %
Geo19C SdpA (peptidaze) 32,1
Geol9B SdpB (peptidazé) 36,9
Geol9A SdpC (bakteriocino pirmtakas) 25
Geol9D Hipotetinis baltymas 44,4

AAA+ Seimos ATPazé AAA+ ATPazé 98
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3.4. Ge0l9A, geol19B, geol9C ir geol9D klonavimas j raiSkos vektorius

Siekiant susintetinti aktyvy Geol9 Escherichia coli lastelése ir jvertinti geol9ABCD
geny klasterio koduojamy baltymy funkcijas, genai geol9A, geol9B, geol9C ir geol9D
klonuoti j raiskos vektorius pCDFDuet-1, pETDuet-1 ir pRSFDuet-1. PGR metodu padauginti
genai ir vektoriai.

Genas geo19A buvo klonuotas j raiskos vektoriy pPRSFDuet-1, siekiant gauti konstruktus
PRSF-ge019A ir pRSF-geol9A-His. Teigiamy transformanty atrankai buvo panaudotas
kolonijy PGR metodas ir iSskirti DNR konstruktai pRSF-geo19A ir pRSF-geo19A-His (3.5
pav.). pPRSF-geo19A-His plazmidéje genas geol9A koduojamas su histidino liekany Zyme
peptido N gale.

35 pav. Kolonijy PGR rezultatai atrenkant transformantus su pRSF-geol9A ir pRSF-
ge0l9A-His plazmidémis. M — MassRuler DNR liniuoté, 1-5 takeliai — Igstelés
transformuotos su pRSF-geo19A konstruktu, 6-9 takeliai — Igstelés transformuotos su pRSF-
geo0l9A-His konstruktu. Tus¢ias pRSFDuet-1 vektorius — 523 bp, pRSFDuet-1 vektorius
turintis geo19A insertg — 843 bp, pRSFDuet-1 vektorius turintis geo19A-His inserta — 879 bp.

Genai geol9B ir geol9C klonuoti j raiskos vektoriy pCDFDuet-1, siekiant gauti
konstruktus pCDF-geol9B, pCDF-geol9C ir pCDF-geol9BC. pCDFDuet-1 vektorius
pasizymi tuo, jog turi 2 multikloninius saitus MKS-1 ir MKS-2. Kuriant konstruktus pCDF-
geol9B ir pCDF-ge0l9C, genai geol9B ir geol9C klonuoti } MKS-1 ir MKS-2 atitinkamai.
Teigiamy transformanty atranka buvo vykdoma kolonijy PGR metodu (3.6 pav.). Gauta
plazmidé pCDF-geol19B buvo panaudota kuriant kitg konstrukta — pCDF-geo19BC, § MKS-2
jklonuojant geol19C gena. Kolonijy PGR metodu buvo atrinkti teigiami transformantai (3.7

pav.).
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Genas geol19D buvo klonuotas j raiskos vektoriy pETDuet-1, siekiant gauti konstrukta
PET-geo19D. Teigiamy transformanty atrankai naudotas kolonijy PGR metodas (3.8 pav.). I§
Vviso buvo gauti ir isskirti $esi konstruktai, kurie toliau galéty baiti naudojami geny koekspresijai

E. coli Igstelése, siekiant gauti aktyvy ir subrendusj bakteriocing (3.2 lentelé).

O NLORS IS 12

36 pav. Kolonijy PGR rezultatai atrenkant transformantus su pCDR-geol9B ir pCDF-
ge019C plazmidémis. M — MassRuler DNR liniuoté, 1-6 takeliai — 1astelés transformuotos su
pCDF-ge019B konstruktu (MKS-1), 7-12 takeliai — lastelés transformuotos su pCDF-geo19B
konstruktu (MKS-2). Tus¢ias pCDFDuet-1 vektorius — 526 bp, pCDFDuet-1 vektorius
turintis geo19B geng — 1353 bp, pRSFDuet-1 vektorius turintis geo19C geng — 1030 bp.

2000 bp —,
1500 bp —»

37 pav. Kolonijy PGR rezultatai atrenkant transformantus su pCDF-ge0o19BC plazmide. M
— GeneRuler DNR liniuoté, 1-10 takeliai — lastelés transformuotos su pCDF-geol9BC
konstruktu. pCDFDuet-1 vektorius turintis geo19B geng (MKS-1) — 1353 bp, pCDF vektorius
turintis geo19BC genus (MKS-1 ir MKS-2) — 1857 bp.
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38 pav. Kolonijy PGR rezultatai atrenkant transformantus su pET-geo19D plazmide. M —
MassRuler DNR liniuoté, 9-13 takeliai — Igstelés transformuotos su pET-geo19D konstruktu.
Tuscias pETDuet-1 vektorius — 509 bp. pETDuet-1 vektorius turintis geo19D gena — 676 bp.

3.2 lentelé. Darbe sukonstruotos plazmidés.

Konstrukto Ligavimo Klonavimo
pavadinimas metodas vietos,
REaze¢s

PRSF-geo19A T4 DNR ligazé | Ncol, Xhol
PRSF-geo19A-His | T4 DNR ligazé¢ | BamHI, Xhol
pCDF-ge019B NEBuilder Mix | Ncol, HindllI
pCDF-ge0l19C NEBuilder Mix | Ndel, Xhol

. .| Ncol, Hindlll,
pCDF-geol19BC NEBuilder Mix Ndel. Xhol
pET-ge0l9D T4 DNR ligazé | Ncol, HindllI

3.5. Heterologiné geol19A, geol19B, geol9C ir geol9D genu raiska E. coli 1astelése

Gauti konstruktai: pRSF-geo19A, pCDF-geol9B, pCDF-geol19C, pCDF-geol9BC ir
PET-geol9D, toliau buvo perkelti j E. coli BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) Igsteles siekiant atlikti
ge0l9A, geol9B, geol9C ir geol9D geny raiska (3.3 lentelé). Geny raiska lgstelése nebuvo

indukuota dél 2020 mety kovo 16 dieng jsigaliojusiy karantino salygy (zr. skyriy 5.
NUMATYTI EKSPERIMENTAI).

3.3 lentelé. | E. coli BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) kamienus perkelti konstruktai.

_— . Ekspresuojami | Kultivavimui naudojami
Transformuojami konstruktai P ) J

genai antibiotikai
pPRSF-ge019A ge0l9A Kanamicinas
Kanamicinas,

PRSF-geol19A ir pET-geo19D geo19AD ampicilinas
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Kanamicinas,

RSF-geo19A ir pCDF-ge019B 19AB o
PRSF-geo P geo geo spektinomicinas
. Kanamicinas
RSF-geo19A ir pCDF-geo19C 19AC L
PRSF-geo P geo geo spektinomicinas
PRSF-ge019A ir pCDF-geol9BC | geol9ABC Kanamicinas,
spektinomicinas
. Kanamicinas,
PRSF-geo19A, pCDF-geol9BC Ir ge019ABCD spektinomicinas,
pET.ge0l19D L
ampicilinas
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4. REZULTATU APTARIMAS

ISbandzius skirtingas modifikuotas minimalias terpes atrinkta SDM terpé papildyta 10
% MB ir naudota tolimesniuose darbuose. Gryninant geobaciling 19 skysciy chromatografijos
sistema iSbandytos skirtingos strategijos. Geobacilinas 19 i§ supernatanto isgrynintas vykdant
anijony mainy, tuomet hidrofobiniy sgveiky ir galiausiai katijony mainy chromatografija.
Aktyviausios katijony mainy frakcijos pateiktos VU GMC Biochemijos instituto Proteomikos
centrui masiy spektrometrijos analizei. Gauta Geol9 aminortig§éiy seka. Genas koduojantis
Geol9 buvo identifikuotas G. stearothermophilus 15 genome (priskirtas numeris:
LVHZ01000044). Geobacilino 19 baltymo seka buvo sulyginta su NCBI duomeny bazéje
esan¢iomis sekomis. Nustatyta, kad geobacilino 19 aminoriig§¢iy seka turi nedidelj panaSuma
1 jau apraSyto bakteriocino SDP prekursoriaus seka (3.8 pav.). Palygintos Salia geol9
struktiirinio geno esanciy geny koduojamy baltymy sekos su NCBI duomeny bazéje esan¢iomis

sekomis. Aptiktas panasumas tarp SDP biosintezéje dalyvaujanciy ir Salia geobacilinol9

koduojamy baltymy.
3 KVLSLLAIFTLVVSIFSTIPVNNVQSKELKD---YSGEELFEGVIFGYGEVAKLFPEMWE 59
il R § @ & BB & B S Kk +SGE+ F G++EG GEV KL i
4 KLLRLLIVSMVTILVESLVGLSKESSTSAKENHTFSGEDYFRGLLFGQGEVGKLISNDLD 63
60 ESLLKDETYTDEQVQKIKEIESELKQVDPDFFTKFKEGIQSGDHVVIEETIQKTEESLMK 119
L+K+ EE & & B B B & 5B & & B ‘BN RN BR
64 PKLVKEANST-EGKKLVNDVVKFIKKDQPQYMDELKQSIDSKDPKKLIENMTKADQLIQK 122
120 VFEDEVKQASSDKKMRAMATKPGEVIALAYSY-VGATHIAAAFVLTVVAVGTKEVGPSSV 178
+ S K+ i Y NG +A v K+V S
123 YAKKNENVKYSSNKVTPSCGLYAVCVAAGYLYVVGVNAVALQTAAAVTTAVWKYVAKYSS 182
179 ESDN 182
B A
183 SASN 186

3.8 pav. Geobacilinino 19 (virSuje) ir SdpC (apacioje) pirmtaky baltymy seky panasumai.
PanaSumai paryskinti pilkos spalvos fonu.

Bakteriocinas SDP yra koduojamas sdpABC geny klasterio Bacillus subtilis genome.
Bakteriocino pirmtako SdpC N ir C galai yra nukarpomi po transliacijos SdpAB baltymy ir
gaunamas aktyvus 42 aminortig$céiy ilgio, vieng disulfidin;j tiltelj N-gale turintis bakteriocinas
(Liu et al., 2010). Manoma, kad SdpAB veikia kaip peptidazés nukirpdamos signalines sekas
N ir C galuose. SDP yra aktyvus pries skirtingas Firmicutes tipo gram-teigiamas bakterijas, bei
E. coli su pazeista iSorine membrana. SDP dalyvauja B. subtilis bioplévelés apsaugoje bei
kanibalizme, nutolinant sporuliacijos proces3. SDP veikia didindamas membranos pralaiduma

(Lamsa et al., 2012). Salia sdpABC geny klasterio koduojamas Sdpl imuniteto baltymas ir jo
38



represorius SdpR. SdpC taip pat veikia kaip signaliné molekulé Sdpl ir SdpR raiskai
(Ikryannikova et al., 2019). Panasumas tarp sdpABC ir geo19ABCD geny klasteriy, gali reiksti,
kad geobacilino 19 produkcija ir veikimo biidas taip pat yra panasus. Geo19 yra termostabilus,
neturi potransliaciniy modifikacijy butiny aktyvumui. Ivertinus panaSuma j SDP bakteriocing,
numanoma subrendusio Geol9 molekuliné masé be signalinés sekos yra mazesné uz 10 kDa.
Visi $ie pozymiai budingi I klasés bakteriocinams, todél geobaciling 19 galima priskirti biitent

Siai klasei.

10007 20007 30007

Geo19B Geol9A |:> AAA+ ATPaze
Geol19D

LVHZ01000044
3461 bp

3.9 pav. Geobaciling 19 koduojantis geny klasteris G. stearothermophilus 15 genome.
Bakteriocino pirmtakas — geltona spalva, hipotetinis baltymas — mélyna, AAA+ Seimos
ATPazé — zalia, genai koduojantys peptidazes — raudona.

Siekiant susintetinti aktyvy Geol9 E. coli lastelése ir jvertinti geol9ABCD geny
klasterio (3.9 pav.) koduojamy baltymy funkcijas pastarieji genai buvo klonuoti j raiskos
vektorius pCDFDuet-1, pETDuet-1 ir pRSFDuet-1. Buvo gauti konstruktai: pRSF-geol19A,
pRSF-geo19A-His, pCDF-geol19B, pCDF-geol19C, pCDF-geol9BC ir pET-geol9D. Sie
konstruktai perkelti j E. coli BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) raiskos kamienus taip, kad tolimesniy
tyrimy metu biity galima jvertinti atskiry geo19ABCD geny klasterio koduojamy baltymy jtaka
aktyvaus Geol19 produkcijai.
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5. NUMATYTI EKSPERIMENTAI

Planuota vykdyti heterologing geol19A, geol9B, geol9C ir geol9D geny raiska E. coli
lastelése. Siam uZzdaviniui jgyvendinti konstruktai pRSF-geo19A, pRSF-geo19A-His, pCDF-
geol9B, pCDF-geol19C, pCDF-geol19BC ir pET-geol19D buvo perkelti j E. coli BL21 (DE3) ir
Rosetta (DE3) raiskos kamienus. Tolimesni darbai biity buve indukuoti geny raiskg su IPTG,
jvertinti indukuoty lasteliy lizato antibakterin; aktyvuma bei iSanalizuoti indukuoty lgsteliy

lizatus baltymy NDS-PAGE metodu.
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ISVADOS

Atrinkta SDM terpé papildyta 10 % MB G. stearothermophilus 15 produkuojamo
bakteriocino Geo19 biosintezei ir gryninimui.

Optimizuota Geol9 gryninimo strategija skys€iy chromatografijos sistema. Geol9 i
supernatanto iSgrynintas vykdant anijony mainy, tuomet hidrofobiniy sgveiky ir
galiausiai katijony mainy chromatogratija.

Po iSgryninto Geol9 peptido masiy spektrometrijos analizés (LC-ESI-MS) nustatyta
aminorigsciy seka.

Geol9 bakteriocinas turi nedidelj aminortig§¢iy sekos panasumg j SDP bakteriocing,
jdentifikuoti Geol9 biosintez¢je galimai dalyvaujantys genai: geo19ABCD, todél Sis
bakteriocinas gali bati priskirtas II bakteriociny klasei.

Genai geol19ABCD buvo jklonuoti j raiskos vektorius pCDFDuet-1, pETDuet-1 ir
pPRSFDuet-1 ir paruosti geny raiskai E. coli BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) Iastelése.
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Naujo bakteriocino, produkuojamo termofilinés bakterijos,

identifikavimas, klonavimas ir heterologiné raiska

SANTRAUKA

Bakteriocinai — tai antimikrobiniai peptidai sintetinami bakterijos ribosomy ir
pasizymintys antibakteriniu aktyvumu prie§ bakteriocing sintetinanciai bakterijai artimas ar
tolimesnes bakterijy riisis. Bakteriocinai yra labai jvairialypé junginiy grupé. Bakteriociny
aktyvumas prie§ maistg gadinancias bei patogenines bakterijas gali buti placiai panaudojamas
maisto pramonéje, zemés tkyje bei medicinoje.

Bakteriocinai tyrinéjami jau ilga laika, taciau Ziniy apie termofiliniy bakterijy
bakteriocinus sukaupta nedaug. Termofilnés bakterijos daugiausia gamina termostabilius
baltymus, termofiliniy bakterijy gaminami bakteriocinai taip pat galéty buti termostabilesni uz
mezofily gaminamus. Siame darbe naudotas termofilinis Geobacillus stearothermophilus 15
kamienas gaminantis kelis bakteriocinus. Vienas i$ jy — 19 kDa molekulinés masés geobacilinas
19. Siame darbe tesiami geobacilino 19 tyrimai.

Darbo metu optimizuota auginimo terpé ir gryninimo strategija skysciy
chromatografijos sistema. ISgrynintas geobacilinas 19 iSanalizuotas masiy spektrometrijos
metodu bei pasitelkus bioinformatinius metodus nustatyta Sio peptido aminorugsciy seka.
Sulyginus geobacilinio 19 ir salia koduojamy baltymy sekas su baltymy sekomis esan¢iomis
NCBI duomeny bazéje aptiktas panaSumas tarp geol9ABCD ir sdpABC geny klasteriy.
Geobacilinas 19 buvo priskirtas II klasés bakteriocinams, nes pasizymi §iai klasei biidingomis
charakteristikomis. Siekiant jvertinti geo19ABCD geny klasterio koduojamy baltymy funkcijas
genai geol19A, geol9B, geol9C ir geol9D pasitelkus skirtingus ligavimo metodus sékmingai
jklonuoti j raiskos vektorius pCDFDuet-1, pETDuet-1 ir pRSFDuet-1. Gauti konstruktai
perkelti j E. coli BL21 (DE3) ir Rosetta (DE3) raiskos kamienus, taip siekiant tolimesniy tyrimy
metu jvertinti atskiry geo19ABCD geny klasterio koduojamy baltymy jtakg aktyvaus Geol9
produkcijai.
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SUMMARY

Bacteriocins are ribosomally-synthesized antimicrobial peptides which are active
against closely related or non-related to producer species. Bacteriocins are very heterogenous
group of compounds. Bacteriocins activity against food spoiling and pathogenic bacteria could
be widely used in food industry, agriculture, and medicine.

Bacteriocins have been studied for a while now but knowledge about bacteriocins from
thermophilic bacteria are still scarce. Thermophilic bacteria mostly produce thermostable
proteins therefore bacteriocins produced by these bacteria could be also thermostable, possibly
even more than bacteriocins produced by mesophilic bacteria. In this research thermophilic
Geobacillus stearothermophilus 15 strain producing several bacteriocins was used. One of them
is 19 kDa molecular weight geobacillin 19. This research is continuation of work with
geobacilin 19.

During this research we optimized growth medium and liquid chromatography
purification strategy. Purified geobacillin 19 was analyzed by mass spectrometry and using
bioinformatic tools we determined his amino acid sequence. The sequences of geobacilin 19
and proteins coded near geol9 were compared to protein sequences in NCBI database. We
discovered that there is a similarity between geo19ABCD and sdpABC gene clusters. Geobacilin
19 share features typical to class Il bacteriocins, for this reason Geol9 was assign to this class.
To determine the functions of proteins coded in geo19ABCD gene cluster geol9A, geol9B,
geol19C and geol9D genes using different ligation methods were cloned into pCDFDuet-1,
pETDuet-1 and pRSFDuet-1 expression vectors. Constructs were moved to E. coli BL21 (DE3)
and Rosetta (DE3) expression strains to determine individual geo19ABCD gene cluster genes

functions in production of active Geo19.
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