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1. SANTRUMPOS

ACP — acilo grupg¢ pernesantis baltymas

CoA — kofermentas A

DGGE — denatiiruojanti gradientiné elektroforezé
EDTA — Etilendiamintetraacto rugstis

FISH — fluorescensiné in situ hibridizacija

kDNR — kopijiné DNR

KS — ketosintaze

NRPS — neribosominiy peptidy sintetazé

PKS — poliketidy sintazé

RFLP — restrikcijos ilgiy polimorfizmas

OD600 — optinis tankis matuojant 600nm ilgio Sviesos banga
PGR — polimerazés grandininé reakcija

16S rDNR — mazojo ribosomos subvieneto RNR koduojanti DNR



2. IVADAS

Bioaktyvios medziagos yra itin placiai kasdieniniame gyvenime naudojami junginiai.
Savo pritaikymg jie randa maisto pramoné¢je, medicinoje, veterinarijoje, zemés ikyje.
Dazniausiai Sis panaudojimas susijes su ligy gydymu arba biosauga, todél spartus atsparumo
mechanizmy atsiradimas ir plitimas visame pasaulyje, bei mazéjantis komerciniy bioaktyviy
medziagy preparaty isleidimas j rinkg kelia ypac¢ didelj susirlipinimg — §ias problemas jveikti
yra didelis i8stkis (Blair et al., 2015).

Siekiant spresti $ig problemg vykdoma daug moksliniy tyrimy pasitelkiant skirtingas
strategijas: alternatyviy gydymo biidy paieska, greity ir efektyviy detekcijos metody, skirty
aptikti atsparius mikroorganizmus, tobulinima, sintetiniy bioaktyviy medziagy kiirima ar
modifikavima bei visiSkai naujy medziagy paieskag. To pavyzdys — Katijoniniai
antibakteriniai peptidai, kurie pasizymi placiu veikimo spektru ir greitu poveikiu lasteliy
membranoms. Nors bandymai sukurti tokius peptidus sintetiniu biidu buvo sékmingi, taciau
tik keletas jy buvo pritaikyti naudojimui medicinoje ar Zemés ukyje (Sdnchez-Gomez et al.,
2015; Song et al., 2017). D¢l $ios priezasties naujy bioaktyviy medziagy paieSka gamtinése
mikroorganizmy buveinése yra labai aktuali ir svarbi. Didelj potencialg tokiai paieskai rodo
i8skirtinai ekstremaliomis aplinkos salygomis pasiZymincios mikroorganizmy ekologinés
nisos, kuriose dél oligotrofiniy augimo salygy bakterijy populiacijos yra priverstos pasitelkti
konkurencijos mechanizmus — bioaktyviy medziagy sintezg. Giliy pozeminiy urvy aplinkoje
dél itin oligotrofiniy augimo salygy bakterijy populiacijos, sickdamos uzsitikrinti galimybe
isisavinti itin limituotus organiniy medziagy Saltinius, yra priverstos naudoti tarprisinés
konkurencijos mechanizmus — antibakteriniy medziagy sintez¢ bei atsparumg tokioms
medziagoms (Hibbing et al., 2010; Enes Dapkevicius, 2013). Zinoma, bioaktyviy medziagy
produkcija gali biiti ne tik konkurenciniu, bet ir Igsteliy komunikacijos mechanizmu.
Medziagos, kurias klasifikuojame kaip antibiotikus, bidamos mazos molekulinés masés
junginiais, gali tarnauti ir kaip signalinés molekulés, kurios mazomis koncentracijomis
prarasdamos savo biocidinj poveikj, gali zenkliai pakeisti aplinkiniy mikroorganizmy
metabolizmg bei geny raiSkg. Tokie junginiai dazniausiai identifikuojami ne taikant
fenotipinius metodus, bet naudojant sekoskaitos duomenis pagal seky panasuma (Gupta,
2015).

Viena 1§ strategijy, naudojamy ieSkant naujy, gamtoje egzistuojaniy bioaktyviy
medziagy, yra klasikiniai mikrobiologiniai metodai — fenotipiné analiz¢, kuri pasitelkiama

konkretaus aktyvumo medziagy sintezés detekcijai. Taciau, daugéjant kokybisky sekoskaitos



rezultaty duomeny bazése, vis dazniau prieinama iSvados, jog bioaktyvias medZiagas
sintetinantys organizmai genome koduoja nemazg kiekj tokiy medziagy sintezés geny
grupiy, Kurios néra transkribuojamos auginant kulttiras laboratorinémis salygomis (Traxler et
al., 2013).

Nors tokiuose tyrimuose molekuliniai metodai yra akivaizdziai pranasesni, urvy
mikroorganizmy analizéje jie vis dar naujové. IS didelés gausos fenotipinés analizés metu
izoliuoty bioaktyviy medziagy producenty, paciy produkuojamy junginiy identifikuota vos
keletas. Dazniausiai lieka neistirta, kiek tokiy medziagy produkuoja konkretus kamienas bei
ju cheminé prigimtis (Hodges et al., 2012; Tomczyk-Zak et al., 2016). Siekiant i$siaiskinti,
kokie veiksniai daro didziausig jtaka bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkai urvy

mikroorganizmuose, suformuluotas Sio darbo tikslas:

Ivertinti Kruberio—Voronja urvo mikroorganizmy koduojamy bioaktyviy medziagy

sintezés genu raiSka naudojant molekulinius metodus.

Tikslui jgyvendinti suformuluoti Sie darbo uZdaviniai:

1. Atlikti kokybing bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos analiz¢ Kruberio—
Voronja urvo bakteriniuose kamienuose:

1.1. Kokybiskai iSanalizuoti bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos priklausomybe
nuo augimo fazés ir maistiniy medziagy kiekio Pseudarthrobacter sp. kamiene.

1.2. Kokybiskai iSanalizuoti bioaktyviy medZiagy sintezés geny raiSkos priklausomybe
nuo augimo fazés ir maistiniy medziagy kiekio Streptomyces sp. kamiene.

1.3. Kokybiskai iSanalizuoti bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos tendencijas

nuo augimo fazés ir maistiniy medziagy kiekio Pseudomonas sp. kamiene.

2. Atlikti kiekybine bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos analize Kruberio—
\oronja urvo bakteriniuose kamienuose:

2.1. Kiekybiskai iSanalizuoti bioaktyviy medziagy sintezés geny raiskos priklausomybe
nuo augimo fazés ir maistiniy medziagy kiekio Streptomyces sp. kamiene.

1.3. Kiekybiskai isanalizuoti bioaktyviy medziagy sintezés geny raiskos tendencijas

nuo augimo fazés ir maistiniy medziagy kiekio Pseudomonas sp. kamiene.



3. LITERATUROS APZVALGA]

3.1. Kruberio-Voronja urvas

Urvai (graik. spelaion) — tai poZeminés ertmés, j kurias gali patekti zmogus.
Dazniausiai pasitaikantys urvai formuojasi kalkakmenyje arba panaSiose kalkingose
uolienose, reciau — gipse, granite, kvarce, lede ar kitokiuose zemés sluoksniuose. Urvy
aplinka laikoma ekstremalia gyvybei dél $viesos trikumo — be augaly vykdomos autotrofinés
pirminiy organiniy junginiy sintezés mikroorganizmams prieinami anglies iStekliai yra labai
riboti (Barton et al., 2010).

Kruberio—Voronja urvas yra Arabikos kalny masyve, Gagros kalnagtibryje (43.4184 N
40.3083 E, Vakary Kaukazas). Tai vienas giliausiy iki $iol pasaulyje atrasty urvy. Jo gylis
sieckia 2191 (£9) metrus. Nepaisant didelio susidoméjimo tokia iSskirtine urvo aplinka,
pastaroji néra detaliai iStyrinéta dél sudétingos geografinés padéties. Patekti | Sig urvy
sistemg galima tik specialiai organizuotoms ekspedicijoms $iltuoju mety laiku. Ir pati ertmés
aplinka labai sunkina urvo tyrin¢jimg bei meéginiy rinkima (Klimchouk et al., 2009; Sendra
and Reboleira, 2012). 2012 metais vykusioje ekspedicijoje uzfiksuota oro drégmé kito nuo
69-76 % virsutingje urvo dalyje (220-230 metry gylis) iki >90 % viduringje (500—700 metry
gylis) bei apatingje (1215-1640 metry gylis) dalyse. Temperatira svyravo nuo 3-4 °C

vir§utingje bei vidurinéje, iki 6-8 °C apatingje dalyse (Klusaite et al., 2016).

3.2. Mikroorganizmy jvairové urvy aplinkoje

Kaip ir kitose ekstremalios aplinkos buveinése, urvy mikroorganizmai gerai prisitaike
prie tai aplinkai budingy salygy, Siuo atveju — itin oligotrofiniy augimo salygy giliose
pozeminése aplinkose. Nepaisant menky maistiniy medziagy iStekliy, vidutinis
mikroorganizmy gausumas urvuose yra 10° lasteliy viename grame uolienos.

Ivairtis tyrimai atskleidé didele jvairove urvy mikroorganizmy populiacijose. Urvy
mikroorganizmy jvairové skirtinguose pasaulio urvuose gausiai tirta taikant metagenominius

ir Kitokius molekulinius tyrimus (1 lentelé).

1 lentelé. Publikacijy, naudojusiy molekulinius metodus tirti skirtingy tipy urvy
aplinkose randamus mikroorganizmus, apibendrinimas.



Bioplévelés bei urvai gausts
Sieros junginiais

Gelezies ar mangano nuosé€dos
ant urvy sieny bei vandens
telkiniai urvuose

Su zmogaus veikla susij¢ urvai
(urvy piesiniai, turisty lankomi
urvai ir pan.)

16S rDNR sekoskaita
Vlasceanu et al., 1997

16S rDNR sekoskaita Northup et
al., 1998

16S rDNR sekoskaita Laiz et
al., 1999

16S rDNR sekoskaita Angert
et al.1998

Sieros izotopy tyrimai Northup et
al., 2000

16S rDNR sekoskaita, DGGE
analizé Schabereiter-Gurtner
et al., 2002a

Stabiliy izotopy analizé
Humphreys, 1999

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé Holmes et al., 2001

16S rDNR sekoskaita, DGGE
analizé Schabereiter-Gurtner
et al., 2002b

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé, DNR stabiliy izotopy
zondy analizé, Vlascean et
al., 2000

16S rDNR sekoskaita Northup et
al., 2003

Ekspresuojamy 16S RNR
tyrimai Gonzalez et al., 2006

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé Hose et al., 2000

16S rDNR sekoskaita, 1gstelés
riebaly riigs¢iy metilo esteriy
analizé Sanchez-Moral et al.,
2003

16S rDNR sekoskaita Ikner et
al., 2007

16S rDNR sekoskaita Engel
et al., 2001

16S rDNR sekoskaita Angert et
al., 2004

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé Zhou et al., 2007

16S rDNR sekoskaita
Canganella et al., 2002

16S rDNR sekoskaita Spilde et
al., 2005

16S rDNR sekoskaita, DGGE
analizé Pronk et al., 2009

16S rDNR sekoskaita, FISH
Engel et al., 2003

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analiz¢ Barton et al., 2006

16S rDNR sekoskaita,
Anglies izotopy santykio
analizé Engel et al., 2004

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé Barton et al., 2007

16S rDNR sekoskaita, DNR
stabiliy izotopy zondy
analizé, Hutchens et al., 2004

16S rDNR sekoskaita Snider et
al., 2009

16S rDNR sekoskaita, RFLP
analizé Barton et al., 2005

16S rDNR sekoskaita Shabarova
et al., 2013

16S rDNR sekoskaita, FISH
Macalady et al., 2006

16S rDNR sekoskaita, FISH
Macalady et al., 2007

16S ir 23S rDNR sekoskaita,
FISH Meisinger et al., 2007

16S rDNR sekoskaita,
funkciniy geny analizé Spear
et al., 2007




16S rDNR sekoskaita,
anglies ir azoto izotopy
santykio analizé Engel et al.,
2007

16S rDNR sekoskaita Porter
et al., 2008

16S rDNR sekoskaita,
junginiy jsisavinimo tyrimas
naudojant radioaktyviai
zymétus substratus Porter et
al., 2009

16S rDNR sekoskaita, RFLP,
tiksliniy geny analize
naudojant PGR Chen et al.,
2009

16S rDNR sekoskaita,
pirosekvenavimas, 16S
rDNR geny kopijy skaiciaus
jvertinimas kiekybine PGR
Sahl et al., 2010

Pasitelkiant 16S rDNR sekoskaitg pradéta suprasti ne tik bakterijy populiacijy sudétis

ir jvairové, bet ir pastebéta naujy seky, santykinai mazai pana$iy j jau zinomas (80-92 %

panaSumas). Skirtinguose pasaulio urvuose, rasta nuo keliolikos iki keliasdeSimt skirtingy

bakterijy tipy. Nors bakteriné jvairové urvy aplinkoje yra didelé, keletas bakterijy tipy linke

dominuoti (1 ir 2 pav.)



u Proteobacteria
m Actinobacteria
Acidobacteria
= Firmicutes

\ Chloroflexi
' # Gemmatimonadetes
= Thaumarchaota
m Planctomycetes

Nitrospirae

y Iéjimas

Verrucomicrobia
Bacteroidetes
Latescibacteria
= Euarchaeota
u Cyamobacteria
m Unclassified
u Other

Metrai

1 paveikslas. Mikroorganizmy jvairové skirtingose Su Bentu urvo vietose. Adaptuota
pagal (Leuko et al., 2017).
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Unclassified Bacteria, 5%
Bacteroidetes, 2%
Acidobacteria, 3%
other, 2%

Unclassified Bacteria, 6% B)
A) Bacterojdetes, 5%
Acidobactena, 3%
other, 4%

Unclassified Bacteria, 6%
Bacteroidetes, 7%
Acidobacteria, 4%

lanctom ce!es 1%
Ci ‘?ro Texi, 1%
rrucomicrobia, 1%

other, 1%

)

2 paveikslas. Mikroorganizmy jvairové Kruberio—Voronja urve pagal méginio
paémimo vietos lankomumo daznj: A — Bendra bakterijy populiacijy sudétis, B — Retali
lankomy urvo viety bakterijy populiacijy sudétis, C — Daznai lankomy urvo viety
bakterijy populiacijy sudétis (Kieraite-Aleksandrova et al., 2015).

Vieni gausiausiai pozeminéje aplinkoje randamy prokarioty yra Proteobacteria tipo
atstovai, daznai sudarantys didesn¢ dalj visy randamy mikroorganizmy (Schabereiter-
Gurtner et al., 2002; Rusznydk et al., 2012). Be to, Proteobacteria tipas dominuoja ir
bakterijy formuojamose bioplévelése ant uolieny bei vandens pratekéjimuose. Pozeminiuose
vandens telkiniuose, turinCiuose didelius kiekus iStirpusio deguonies ir mazai
mikroorganizmams prieinamos sieros dominuoja y-Proteobacteria. Saltiniuose, tekan¢iuose
i§ uolieny, daZniausiai yra mazai isStirpusio deguonies, bet didelé sieros koncentracija —
tokioje aplinkoje daugiausiai randama é-Proteobacteria klasés atstovy (Leuko et al., 2017).

Kitas urvuose daznai randamas bakterijy tipas yra Actinobacteria. Tai gausiausias
Bacteria domeno tipas, kuris pasizymi itin didele morfologine ir fiziologine jvairove taksono
viduje bei dideliu DNR G+C sgstatu. Actinobacteria atstovai daznai randami dirvoZzemyje, 0
urvuose kolonizuoja jy sienas bei jvairius kristaly darinius, tokius kaip stalaktitai ir
stalagmitai, taigi manoma, jog Sios bakterijos prisideda prie biomineralizacijos procesy urvy

ekosistemose. Sie mikroorganizmai yra Zinomi antibakteriniy medziagy producentai, todél
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tyréjus domina dél didelio genomuose koduojamy bioaktyviy medziagy kickio (Barton et al.,
2007; Lawson, 2018).

Firmicutes tipo atstovai daZzniau randami gausiose maistinémis medziagomis
ekosistemose ir pasizymi heterotrofiniu arba chemolitoautotrofiniu augimu. Kai kurios $iam
tipui priskiriamos bakterijos kaip, pavyzdziui, Desulfotomaculum spp. ir Sulfobacillus
acidophilus, geba redukuoti arba oksiduoti sierg, kurios Saltiniy galima gausiai rasti urvy
sistemose. Firmicutes taip pat pasizymi gebéjimu jsisavinti platy organiniy medziagy
spektra, bei geriau iStveria vandens bei maistiniy medziagy stygiy lyginant su Proteobacteria
tipui priklausané¢iais mikroorganizmais, 0 tai leidZia $iai taksonominei grupei konkuruoti ir
jsitvirtinti urvy aplinkoje (Macalady et al., 2006; Tomczyk-Zak et al., 2016).

Pagal metagenominiy tyrimy, atlikty 2015 metais Kruberio—\Voronja urve duomenis,
gausiausios filogenetinés bakterijy grupés ¢ia buvo Proteobacteria (43 %), Actinobacteria
(27 %) ir Firmicutes (12 %). Kiti bakterijy tipai (Bacteroidetes, Acidobacteria ir kt.)
aptinkami Zymiai reciau, t. y. < 6 % visy analizuoty 16S rDNR seky. Nors, priklausomai nuo
méginiy surinkimo gylio bei urvo vietos lankymo daznumo, filogenetiné mikroorganizmy
bendrijy dalis kito, minétieji trys tipai — Actinobacteria, Proteobacteria bei Firmicutes —
i8liko gausiausiomis grupémis visuose méginiuose. Apie 6 % bakterijy liko neidentifikuota
(Kieraite—Aleksandrova et al., 2015).

Nors skirtingose urvo vietose nemazg procentg mikroorganizmy populiacijos gali
sudaryti vieno ar dviejy taksony bakterijos, bendra populiacijos jvairové yra ganétinai didelé.
Tai puikiai atspindi 2010 metais atliktas tyrimas, kurio metu buvo analizuoti metagenominiai
duomenys i$ skirtingy pasaulio urvy (3 ir 4 pav.). Skirtinguose urvuose identifikuota iki 60

skirtingy bakterijy taksony seky bei 20 skirtingy archéjy taksony seky.

12
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3 paveikslas. Bakterijy taksonai identifikuoti urvy aplinkoje. Schematiné topologija
paremta filogenetiniais medziais, sukurtais naudojant NAST seky lyginimo algoritmag
bei 16S rRNR geny sekas i ,,Greengenes” duomeny bazés http://greengenes.lbl.gov.
Linijy ilgiai medziuose atspindi skirtumus tarp 16S rDNR seky skirtingy urvy

méginiuose. Adaptuota pagal (Engel et al., 2009).
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'Y *
93 Thermoplasmata
:égé Halobacteria *
SE
Y
s Methanomicrobia *

To Bacteria

4 paveikslas. Archéjy taksonai identifikuoti urvy aplinkoje. Schematiné topologija
paremta filogenetiniais medZiais, sukurtais naudojant NAST seky lyginimo algoritmag
bei 16S rRNR geny sekas i§ ,,Greengenes* duomeny bazés http://greengenes.lbl.gov.
Linijy ilgiai medziuose atspindi skirtumus tarp 16S rDNR seky skirtingy urvy
méginiuose. Adaptuota pagal (Engel et al., 2009).

3.3. Bioaktyvios medZiagos
3.3.1. Poliketidiniai junginiali

Poliketidai yra nattiraliy antriniy metabolity klasé pasiZyminti milZiniSka struktiirine
bei funkcine jvairove. Sie junginiai jau seniai domina Zmonija dél didelio kiekio
mediciniskai svarbiy savybiy: antimikrobiniy, prieSveéziniy, prieSgrybeliniy, antihelmintiniy,
imunosupresiniy poveikiy (Staunton and Weissman, 2001). Poliketidiniy junginiy svarbos
jrodymu galéty biiti tai, jog 2005-2007 metais JAV daugiau nei trecdalis natiiraliy junginiy

arba jy produkty, leisty naudoti kaip vaistiniai preparatai, buvo poliketidai. Poliketidais
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paremty vaistiniy preparaty metiniai pardavimai siekia 20 milijardy doleriy (Weissman,
2009; Gomes et al., 2013).

Poliketidy dydis gali varijuoti nuo SeSis ar aStuonis anglies atomus jjungianciy
molekuliy (pvz., 6-metilsalicilo ragstis) iki 164 anglies atomus turin¢io 3422 Daltony
maitotoksino, kurio struktiroje yra net 32 ziedai bei 98 stercocentrai (5 pav.) (Nicolaou and
Aversa, 2011).

O:|:0 oH oH
On A o o OH
HO,
N o o OH o OH
5 o 0"} io Y 0
! OH OH
=—8=—] Y f) ) ) ) A k: f e
O|° H o Dl B e ol “wOH HO 1o .
z i H
S o OH OH OH OH
Ha OH
™OH on o 0
HOy,, o i
’ % i 0 MoH
0
= % OH
OH  H o 0 OH
%
OH i o} L 0
| %
X 0
., , 0
.
0 o
HOp,,
o 0 g 0
HO D
0 0 —

5 paveikslas.  Maitotoksino  struktira.  (remiantis  https://webapps.molecular-

networks.com/biopath3/biopath/mols/complexity=8292.4376).

Dauguma poliketidy pasizymi nelankscia strukttira. Jie yra daugiacikliniai aromatiniai
junginiai, sintetinami lankstant bei ciklizuojant tiesines poliketidy grandines. Vieni
poliketidai gali buti smarkiai redukuotos, per galus ciklizuotos grandinés, kiti savo struktiira
primena polinesocigsias riebaly riigStis. PanaSumas su riebaly riigStimis atsiranda dél
sutampanciy pirmyjy sintezés zingsniy (6 pav.). Daugelis poliketidy po surinkimo yra
modifikuojami — oksiduojama pagrindin¢ anglies grandiné susidarant hidroksi arba karbonilo
grupéms, metilinama ties deguonies, azoto arba anglies centrais, prijungiami deoksi-cukry
ziedai, acetilinama arba glikozilinama (Staunton and Weissman, 2001; Weissman, 2009).

Poliketidy sintezé daugeliu aspekty panasi j riebaly riigsciy biosinteze. Kofermentas A
(CoA) arba malonil-CoA dekarboksilinamas Claisen kondensacijos reakcijos metu ir
tarnauja kaip inkaras toliau ilgéjanéiai grandinei. Siame procese daZniausiai dalyvauja B-

ketoacilsintaze, aciltransferazé ir acilo grupg perneSantis baltymas (ACP). Po kiekvieno
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grandinés prailginimo B-keto riigSties grupé apdorojama ketoreduktazés, dehidratazés bei
enoil reduktazés domeny (6 pav.). Siy junginiy sintezé skiriasi keliais aspektais: sintetinamos
jvairiy skirtingy ilgiy poliketidy grandinés, poliketidy sintazés naudoja didesnj spektra
pirmtaky: CoA, malonil-CoA, acetil-CoA, metilmalonil-CoA, ir t. t., ir bene svarbiausia yra
tai, kad poliketidy sintez¢je, po kiekvieno grandinés prailginimo, redukcijos Zingsnis gali
buti nevykdomas, o tai lemia daug didesne junginiy jvairove bei funkcionalumg (Haydock et

al., 1995; Hertweck, 2009; Robbins et al., 2016).
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6 paveikslas. Pagrindiniai mechanizmai naudojami riebaly ragséiy (A) ir poliketidy (B)
biosintez¢je. KS — B-ketoacilsintazé, AT — aciltransferazé, ACP — acilo grupe pernesantis
baltymas, ER — enoil reduktazé, DH — dehidratazé, KR — ketoreduktazé. Pirmosios sintezés
stadijos ir naudojami fermentai yra identiski. Adaptuota pagal (Hertweck et al., 2009).

Poliketidy sintazés yra klasifikuojamos j tris placias grupes. I ir II grupés iSskiriamos
pagal skirtingas strategijas taikomas cikliniame poliketidinés grandinés ilginime. III
poliketidy sintaziy grupé iSsiskiria augaluose vykdoma chalkony sinteze. Be to, I bei II

grupés naudoja acilo grupe pernesSancius baltymus substrato jjungimui j augancig poliketido
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granding. III tipo fermentai Sio baltymo aktyvumo neturi ir tiesiogiai sgveikauja su substratu.
Zinoma, §is skirstymas néra itin tikslus dél nemenko skai¢iaus poliketidy sintaziy veikiandiy
kaip hibridinés, keliy grupiy pozymiy turincios, fermenty sistemos (Shen, 2003; Weissman,
2009). Kartais iSskiriama ketvirtoji grupé — neribosominiy peptidy sintetazés ir poliketidy
sintaziy hibridai, tac¢iau tokiu atveju sintez¢je dalyvauja atskiri baltymai, koduojami viename
operone, o ne daugiafunkcinis baltymas (Beyer et al., 1999).

Genai reikalingi poliketidy sintezei i§ pirminiy metabolity randami vienoje, 15-120 kb
dydzio, geny kasetéje, kartu su auto-atsparumo genais bei reguliaciniais genais, kurie
koordinuoja visy struktiiriniy geny raiskg. Poliketidy sintezés geny operone taip pat gali buti
randama ir transportavimui skirty baltymy seky, bei uz neribosominiy peptidy sinteze¢
atsakingy geny, jei Sie baltymai dalyvauja bendro produkto sintezéje (7 pav.) (Donadio et al.,
2007; Gomes et al., 2013).

» @

psn ybtE ybtTybtU irpl irp2 yotAybtP ybtQ S
20uP youQ yoiEybiSybeTybt U psn ybid ybed
rp (A ] alaE
pchA [ ybtEybtTybtU ybtQ ybtP  psnybtA
pchB
3kb

7 paveikslas. Uz jersinabaktino sintezg atsakingy geny klasteriai. Yp — Yersinia pestis,
Pp — Photobacterium profundum, Psp — Pseudomonas syringae. Spalvy Zyméjimas:
raudona — neribosominiy peptidy sintezés genai; pilka — poliketidy sintezés genai;
mélyna — transporto baltymai; ruda ir Zalia — modifikacijos baltymai; balta —
nezinomos funkcijos genai (Donadio et al., 2007).

3.3.1.1. I tipo poliketidy sintazés

I tipo poliketidy sintazés yra daugiafunkciniai baltymai organizuoti | modulius, kuriy
kiekvieno sudétyje yra pilnas komplektas domeny, reikalingy vienam poliketido grandinés
elongacijos etapui. Moduliy skaicius sistemoje koreliuoja su elongacijy skai¢iumi sintezés
metu. Vieno modulio pagrindg sudaro aciltransferazés, ACP baltymo ir B-ketoacil sintazes
domenai. Tarp aciltransferazés ir ACP domeno gali biiti jsiterpe papildomi, prie§ elongacijos

zingsnj B-keto grupe modifikuojantys, domenai. Siy multifunkciniy fermenty sintetinamy
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junginiy pavyzdziai buty makrolidai (pvz., eritromicinas) ir polienai (pvz., nistatinas).
Geriausiai iSnagrinéta 6-deoksieritronolido-B sintazé, kuri randama i$skirtinai prokariotuose

(8 pav.) (Cheng et al., 2009; Weissman, 2009; Gomes et al., 2013).

Sintezés
iniciacija Modulis 2 Modulis 4 Modulis 6
Modulis 1 Modulis 3 = Modulis § TE
e KRY (RRY oL (KR KR
(ATJACE KSI AT IACPKS | AT IACB (KS] AT JACR(KSY AT) ._Acrj KSY ATJ“|ACP(KSY AT ACPY TE)
3 ; 5

e}
HOw ; 6-dEB

HO
S —;\

mMCoA

8 paveikslas. 6-deoksieritronolido-B  sintazé. KS — [-ketoacilsintazé, AT -
aciltransferazé, ACP — acilo grupe perneSantis baltymas, ER —enoil reduktazé, DH —
dehidratazé, KR — ketoreduktazé, TE — sintez¢ terminuojantis baltymas, mMCoA —
metilmalonil-kofermentas A. Adaptuota pagal (Hertweck et al., 2009).

3.3.1.2. I tipo poliketidy sintazés

IT tipo poliketidy sintez¢je dalyvauja diskretiis monofunkciniai baltymai, kuriy
kiekvienas transkribuojamas nuo atskiro geno. Sie baltymai pakartotinai jjungiami ilginant
bei modifikuojant poliketido granding kol gaunamas galutinis produktas (Hertweck et al.,
2007). Sintezés iniciacija ir elongacija atlieka vadinamoji ,,minimali poliketidy sintazé*
(,,minimali PKS*), sudaryta i§ dviejy ketosintazés (KSa ir KSB) domeny, kurie katalizuoja
kondensacijg tarp aciltioesterio ir auganc¢ios anglies grandinés, bei ACP baltymo, Kkuris
tarnauja kaip inkaras, laikantis sintetinamg poliketido grandine elongacijos ir po jos sekanciy
modifikacijy metu (9 pav.). Siuos domenus koduojantys genai yra labai konservatyvis, ir
beveik visais atvejais panaSiai organizuoti chromosomoje (Metsa-Keteld et al., 1999).
Papildomi subvienetai — ketoreduktazés, ciklazés, aromatazés — veikia kartu su ,,minimalia
PKS* lankstant augancig granding. Be to, poliketidai daZznai modifikuojami oksigenaziy,

glikoziltransferaziy, N-, O- ir C- metiltransferaziy (Weissman, 2009). II tipo poliketidy
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sintaziy produkuojami junginiai skirstomi ] antraciklinus, anguciklinus, tetraciklinus,

tetracenomicinus, paradimicino tipo fenolius (Shen, 2003).

@@@

\/{ ( S}L

- (L TchLM (\w L A OCH;
CoAS _S-Enz T’ OH —_— OCH,
(10x) CoA . CO

() 5 [,H‘ 0 OH OH (H 0]

OH <r O
(le) (40

9 paveikslas. II tipo poliketidy sintaziy vykdoma tetracenomicino C sintezés schema.
KS — ketosintazé, ACP — acilo grupg¢ pernesantis baltymas, CoA — kofermentas A.
Adaptuota pagal (Shen, 2003).

3.3.2. Neribosominiy peptidy sintetazés

Daugiau nei pusé medicinoje naudojamy produkty yra neribosominiai peptidai arba
neribosominiy peptidy — poliketidy hibridams priskiriamos bioaktyvios molekulés iSskirtos i§
bakterijy bei gryby. Nors daZniau zinomi kaip anttibiotikai, yra parodyta, kad §ie junginiai
turi ir prieSvézinj potencialg. Neribosominiai peptidai randami jvairiy skirtingy struktiry —

nuo linijisky, kaip bogorolis A isskirtas i§ Bacillus laterosporus (10 pav.) iki cikliniy peptidy
turinéiy tokias struktiiras kaip tiozolo Ziedas (11 pav.) (Agrawal et al., 2017).

NH,
OH o o) o) o) 0 0
N N N N N N ~"oH
| H H i 0H H H H E
o) o) 0 AL o o) o) o AL
NH,
NH, OH

10 paveikslas. Bogorolio A struktiira. Adaptuota pagal (Agrawal et al., 2017)
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11 paveikslas. Ciklinio tiopeptido YM-266183, isskirto i§ Bacillus cereus, struktiira

Adaptuota pagal (Agrawal et al., 2017).

Neribosominiy peptidy sintetazés yra dideli daugiamoduliniai biokatalizatoriai
vykdantys eile regio- bei stereospecifiniy reakcijy sintetinant trumpus, bet struktoriskai ir
funkciskai jvairius peptidus (Strieker et al., 2010). Minimalus grandinés elongacijos modulis
susideda i§ trijy domeny: kondensacijos, adenilinancio bei peptidg pernesancio baltymo
domeno (PCP). Aminoriigitys pirmiausia yra aktyvuojamos adenilinant. Sis procesas
naudoja ATP ir sukuria itin reaktyvy aminoaciladenilata. Sis reaguoja su merkapto grupe
esancia PCP domene suformuodamas tioesterj. Tai leidZia kondensacijos domenui katalizuoti
peptidinés jungties sudaryma (12 pav.). Iniciacijos modulyje daZniausiai triiksta
kondensacijos domeno, o terminacijos modulyje S$is blina pakeistas tioesteraze arba

reduktaze, atskiriancia pilnai susintetinta peptida.
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12 paveikslas. Neribosominés peptidy sintetazés schema. A — adenilinantis domenas,
C — kondensuojantis domenas, PCP — peptida pernesancio baltymo domenas. Nuo geno
transkribuojami domenai gali bati identifikuojami baltymy lygmenyje. Moduliai
susideda i atskiry domeny, atlickanciy substrato aktyvacijos (A), sintetinamos
grandinés perkélimo ] kita moduli (PCP) bei peptidinés jungties sudarymo (C)
funkcijas. C domeno neturintys moduliai atlieka sintezés iniciacija, o turintys C
domeng — elongacijos etapus (Finking and Marahiel, 2004).

22



4. METODAI IR MEDZIAGOS

4.1. Medziagos

MERCK, Vokietija

Applichem, Vokietija

ROTH, Vokietija

SIGMA - ALDRICH,
Vokietija

Thermo Fisher
Scientific, JAV

Zymo research, JAV

Triptono sojos mitybiné terpé, agar — agaras, agarozé, MgCl,,

peptonas i§ kazeino, mésos ekstraktas, etanolis.

Mieliy ekstraktas, maltozés dekstrinas, kazeinas

EtidZio bromidas

CaCl,

6 x DNA Loading Dye, 50xTAE elektroforezés buferis, 2 mM
dNTP Mix, 25 mM MgCl,, MassRuler DNA Ladder Mix,
GeneRuler 1Kb DNA Ladder, Tag DNA rekombinantiné
polimerazé, GeneJET Genomic DNA Purification Kit, GeneJET
RNA Purification Kit, CloneJET PCR Cloning Kit, Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit.

ZR Plasmid Miniprep-Classic Kit

4.2. Tyrime naudoti bakterijy kamienai

Tyrimui pasirinkti keturi bakterijy kamienai i$skirti i§ Kruberio—Voronja urvo méginiy,

kuriy genomuose anksciau atliktuose tyrimuose buvo identifikuoti bioaktyviy medziagy

sintezeés genai:

Planomicrobium sp. (16S rRNR geno numeris Geny banke yra MK422467)
Streptomyces sp. (16S rRNR geno numeris Geny banke yra MK422462)

Pseudomonas sp. (16S rRNR geno numeris Geny banke yra MK422468)

Pseudarthrobacter sp. (16S rDNR seka nedeponuota Geny banke)

Sie kamienai naudojant MEGA 6 programinj paketa priskirti atitinkamoms gentims

pagal 16S rRNR geno seky sulyginima su NCBI duomeny baz¢je esanciomis sekomis.

Naudotas Escherichia coli kamienas:
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DH5a: F-, 80dlacZAMI15, recAl, endAl, gyrAB, thi-1, hsdR17(rK-, mK+), supE44,
relAl, deoR, A(lacZY A-argF) U169, phoA

4.3. Tyrimui naudoty mikroorganizmy pasirinkimas

Tyrimui pasirinkti keturi bakterijy kamienai, iSskirti i§ Kruberio—Voronja urvo méginiy
(2 lentelé). Tiriant Streptomyces sp. bei Pseudarthrobacter sp. ankstesniuose tyrimuose
nustatyta, jog Sie kamienai nepasizyméjo antibakteriniu aktyvumu. Pseudomonas sp. ir
Planomicrobium sp. kamienai pasiZyméjo antibakteriniu aktyvumu prie$ laboratorinius
kamienus. Visy $iy mikroorganizmy genomuose buvo aptikta bioaktyviy medziagy sintezés
geny naudojant degeneratyvius pradmenis pateiktus 3 lenteléje:
Streptomyces sp. — du skirtingi poliketidy sintaziy genai, | tipo — KSa-F/R ir Il tipo — ARO-
PKS-F/R bei neribosominiy peptidy sintetazés genas identifikuoti pradmenimis A3F/ATR;
Pseudarthrobacter sp. — vienas neribosominiy peptidy sintetaziy genas identifikuotas
pradmenimis A3F/ATR;
Pseudomonas sp. — du neribosominiy peptidy sintetaziy genai identifikuoti pradmenimis
A3F/ATR ir TGD/LGG;
Planomicrobium sp. — vienas, | tipo poliketidy sintaz¢ koduojantis genas identifikuotas

pradmenimis KSo-F/R.

2 lentelé. Tirty kamieny taksonominé padétis

Gentis Seima Eilé Klasé
Pseudarthrobacter Microccoaceae ) ) _
Microccocales Actinobacteria
Streptomyces Streptomyceae
Pseudomonas Pseudomonadaceae Pseudomonadales y-Proteobacteria
Planomicrobium Planococcaceae Bacillales Bacilli
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4.4. Mitybinés terpés

Rekombinantinémis plazmidémis transformuotos Escherichia coli lastelés kultivuotos
Luria—Bertani (LB) terpéje, kuri buvo paruosta pagal standartines metodikas (Sambrook and
Russell, 2001).

Tiriamieji kamienai auginti ant terpiy:

1. Streptomyces sp. bei Pseudomonas sp. auginti terpéje HT (Hickey-Tresner)
(Atlas, 2010), kaip turtingoje maistinémis medziagomis: 10 % maltozés dekstrino , 2

% kazeino, 1 % mieliy ekstrakto, 1 % mésos ekstrakto, 0,00002 % CaCly;

2. Pseudarthrobacter sp. auginta terpéje TS (Tryptic-soya) (MERCK, Vokietija),
kaip turtingoje maistinémis medziagomis: 15 % triptono, 5 % sojy peptono, 5 % NaCl;

3. Pusiau praskiestos HT ir TS mitybinés terpés naudotos kaip skurdzios
maistinémis medZiagomis;

4. Lasteles auginant agarizuotoje terp¢je | terpés sudét] buvo pridedama 1,5 %

agar-agaro;

4.5. Bakterijy kultivavimas

Tiriamosios kultiiros kultivuotos 250 ml Erlenmejerio kolbose, 100 ml skystos

mitybinés terpés, 30 °C temperatiiroje, uzséjant 1 % inokuliato (OT600 1,2).

4.6. Bakteriju genominés DNR skyrimas

Bakterijy genominé DNR skirta naudojant ,,GeneJET Genomic DNA Purification Kit*

rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.

4.7. Bakteriju suminés RNR skyrimas

Bakterijy suminé RNR isskirta naudojant ,,GeneJET RNA Purification Kit“ rinkinj
pagal gamintojo rekomendacijas.

Kiekvieno kamieno suminés RNR skyrimas atliktas bakterijas auginant turtingose ir
skurdZiose maistinémis medziagomis terpése 1S lasteliy, esanciy eksponentinio augimo

fazéje, peréjime i$ eksponentinio augimo j stacionary bei stacionaraus augimo fazéje.
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4.8. PKS ir NRPS geny gausinimas PGR metodu

PGR vykdyta ,,Eppendorf termocikleryje.

KSaF/KSaR pradmeny poros taikiniai — ketosintazés o domenas II tipo poliketidy
sintaziy ,,minimalioje PKS*. Pradmenys sukonstruoti pagal iSskirtinai Streptomyces gentyje
randamas PKS sekas. Naudojant Siuos pradmenis, tikétasi gauti apie 600 baziy pory dydzio
fragmenta (3 lent.) (Ayuso-Sacido et.al., 2005; Hodges et al., 2012).

Naudojant ARO-PKS-F/ARO-PKS-R pradmeny porg taikytasi j poliketidy sintazés
geno regiong, kuriame Ketosintazés o ir B domeny geny sekos persidengia trimis
nukleotidais. Tikétasi gauti 492-630 baziy pory dydzio fragmenta (3 lent.) (Wood et al.,
2007).

Neribosominiy peptidy sintetaziy identifikacijai naudoti pradmenys TGD/LGG, kuriy
taikinys yra ATP prisiriSanti domeng koduojancios sekos, esancios apie 500 baziy pory ilgio
(Turgay et al., 1994). Taip pat pradmenys A3F/A7R, kuriais taikytasi j neribosominiy
peptidy sintetaziy adenilinan¢iy ir tiolio grupe prijungian¢ius domenus. Tikslinés
amplifikuotos sekos turéty biti apie 700 baziy pory ilgio (3 lent.) (Ayuso-Sacido et al.,
2005).

PGR vykdyta 25 pl reakcijos turyje. Reakcijos miSinio sudétis buvo 1,5 mM MgCly,
0,2 mM kiekvieno dNTP, 0,5 uM tiesioginio pradmens, 0,5 uM atvirkstinio pradmens, 2,5 U
Tag DNA Polymerase .

PGR vykdyta denatiiracijos temperatiirai esant 95 °C, o ilginimo temperattrai 72 °C.
Pradmeny prilydymo temperattira pradmenims KSa-F/R buvo 56 °C, ARO-PKS-F/R — 64 °C
A3F/A7TR - 59 °C ir TGD/LGG - 60 °C.

3 lentelé. Bioaktyviy medZiagy sintezés genams identifikuoti naudoti pradmenys.

Pradmens
o Pradmens seka 5‘—3°
pavadinimas

TSG CST GCT TGG AYG CSATC
KSa-F/R

TGG AAN CCG CCG AABCCG CT

GGC AGC GGI TTC GGC GGI TTC CAG
ARO-PKS-F/R
CGITGT TIA CIG CGT AGA ACC AGG CG
GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS GG
A3F/ATR
SAS GTC VCC SGT SCG GTAS
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TAC CGI ACI GGI GAT CTIGTI CG
ATI GAG TCI CCI CCI GGG IAA AAG AA

TGD/LGG

4.9. PGR produkty valymas

PGR produkty valymui naudotas ,,GeneJET PCR Purification Kit*“ rinkinys, pagal

gamintojo rekomendacijas.

4.10. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR elektroforezé vykdyta 1 % agarozés geliuose, TAE (Tris — acetatas — EDTA)
buferingje sistemoje. Elektroforezé vykdyta esant 10 V/cm jtampai. Pasibaigus DNR
frakcionavimui elektriniame lauke, geliai buvo analizuojami geliy registravimo ir analizés
sistema (Bio-Imaging System Mini Bis Pro) UV $viesoje.

4.12. DNR gryninimas i§ agarozinio elektroforezés gelio

DNR gryninta i§ 1 % agarozés gelio naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ rinkinj,
pagal gamintojo rekomendacijas.

4.13. Plazmidinés DNR skyrimas

Rekombinantinés plazmidés i$ E. coli skirtos naudojant ,,ZR Plasmid Miniprep-Classic

Kit (rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.

4.14. PGR produkto klonavimas

PGR produktas klonuotas j pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy, naudojant ,,CloneJET

PCR Cloning Kit“ pagal gamintojo rekomendacijas.
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4.15. PGR produkty sekoskaita

PGR produkty sekoskaita vykdyta grandinés terminacijos (Sangerio) metodu. PGR
produktai nuskaityti Vilniaus universitete, Gyvybés moksly centre, DNR sekoskaitos centre

naudojant

4.16. DNR seky kompiuteriné analizé

DNR sekoskaitos rezultatai apdoroti DNASTAR Lasergene 14.1 programiniu paketu.
Sekos lygintos su esanc¢iomis NCBI duomeny baz¢je naudojant BLAST programa.

4.17. Atvirkstiné transkripcija

Atvirk$tiné transkripcija vykdyta naudojant “Maxima First Strand cDNA Synthesis

Kit” rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.

4.18. Kiekybiné PGR

Streptomyces sp. — du skirtingi poliketidy sintaziy genai (seky numeriai Geny banke -
MK461204 ir MK461207), pagal kuriy sekas sukonstruoti pradmenys D_18 PKS-1F/R ir
D_18 PKS-2F/R (4 lentelé).

Pseudomonas sp. — neribosominiy peptidy sintetazés genas (sekos numeris Geny banke -
MK532974), pagal kurio sekg sukonstruoti pradmenys Ju_16_NRPS_2F/R (4 lentelé).
Pradmenys A_16 NRPS_1F/R, A_16_NRPS_2F/R, 1_13 NRPS_1F/R ir L_3 NRPS_3F/R
(4 lentelé) sukonstruoti pagal bioaktyviy medziagy sintezés geny sekas, identifikuotas
kituose Pseudomonas sp. kamieniuose, iSskirtuose i§ Krubera — Voronja urvo méginiy (seky
numeriai Geny banke - MK532973, MK532981, MK532969, MK532965).

Pradmenys L_5 PKS 1F/R sukonstruoti pagal bioaktyviy medZiagy sintezés geny sekas,
identifikuotas kitame Streptomyces sp. kamiene identifikuotg bioaktyviy medziagy sintezés
geny seka (sekos numeris Geny banke - MK461205) (4 lentelé).

Pradmenys, sukonstruotiems naudojant kity mikroorganizmy sekas buvo pasirinkti pagal
tirty kamieny genomy in silico analizg — $iy pradmeny taikinia buvo rasti tirty kaieny
genomuose, bet skirtinguose genuose nei D_18 PKS-1F/R, D_18 PKS-2F/R ir

Ju_16 NRPS 2F/R taikiniai.
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4 lentelé. Kiekybinéje PGR naudoti pradmenys (Kuisiené, nepublikuoti duomenys).

Pradmens Produkto | Pradmeny
o Pradmens seka 5°—3¢ ] .

pavadinimas dydis, bp taikinys
TCATGACCCGACCAAATGGG

D_18 PKS-1F/R 131 MK461204
-7 TGCCCTCCTGAGTGGATTTC
TCGATCAAGTCCATGGTGGG

D_18 PKS-2F/R 143 MK461207
-7 ACGTAGTCGAGGTCGCATTC
GGAATACCCGCTGGATCGTT

A 16 NRPS_1F/R 134 MK532973
-7 - CGTCCTCTTCGAGACACCAG
ATGACAGTTTGTGGACCCCG

A 16 _NRPS_2F/R 155 MK532981
ACCGCCAAAGCAATACACCT
GTCGCCTACATGCTCGAAGA

I_13_NRPS_1F/R 180 MK532969
-7 - GATCACGTAGGCCAGGTTGT
CTCCGATGATGTGGCGTTCT

Ju_16_NRPS_2F/R 93 MK532974
TACAAGCGGTTGTTGTCGGT

CCGAGGACGCCGAACTG

L_3_NRPS_3F/R 193 MK532965

GTCGGTCCGGAGGTGTAGAT
CGAACTGCAACGGCTGTG

L_5 PKS_1F/R 80 MK461205

TGTTGACGGCGTAGAACCAG

Kiekybiné PGR atlikta su CFX96 Touch™Real-Time PCR System (BioRad).
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5. REZULTATAI

5.1. Kokybiné bioaktyviy medzZiagy sintezés geny raiskos analizé

Norint jvertinti bioaktyviy medziagy geny raiSkos tendencijas skirtingose augimo

fazése sudarytos tirty kamieny augimo kreivés auginant juos turtingoje maistinémis

medziagomis terp¢je bei auginant pusiau praskiestoje, kaip skurdzioje maistinémis

medziagomis, terpéje:

12 ST

10 TR
o
2 \
08
C{ EKS
[%2]
=6 N IR ST ——Turtinga terpé
2 \ == Skurdi terpe
2, EKS N b
@]

2

0 A T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 101214 1618 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Augimo laikas, val.

11. paveikslas. Pseudarthrobacter sp. kamieno augimo kreivés esant gausiam
maistiniy medziagy Kiekiui ir sumazinus maistiniy medziagy kiekj augimo terpéje.
Rodyklémis pazyméti auginimo periodai pasirinkti suminés RNR skyrimui —
eksponentinio augimo fazéje (EKS), tranzicijoje i$ eksponentinio augimo | stacionary
(TR) ir stacionaraus augimo fazéje (ST).
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12. paveikslas. Streptomyces sp. kamieno augimo kreivés esant gausiam maistiniy
medziagy Kiekiui ir sumazinus maistiniy medziagy kiekj. Rodyklémis pazyméti
auginimo periodai pasirinkti suminés RNR skyrimui — eksponentinio augimo fazéje
(EKS), tranzicijoje i§ eksponentinio augimo ] stacionary (TR) ir stacionaraus augimo
fazéje (ST).

4 . .
=l—Turtinga terpé

NSt —o—skurdi terpé

Optinis tankis, OD600
W

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Augimo laikas, val.

13. paveikslas. Pseudomonas sp. kamieno augimo kreivés esant gausiam maistiniy
medziagy Kiekiui ir sumazinus maistiniy medziagy kiekj. Rodyklémis pazyméti
auginimo periodai pasirinkti suminés RNR skyrimui — eksponentinio augimo fazéje
(EKS), tranzicijoje i§ eksponentinio augimo | stacionary (TR) ir stacionaraus augimo
fazéje (ST).
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14. paveikslas. Planomicrobium sp. kamieno augimo kreivés esant gausiam maistiniy
medziagy Kiekiui ir sumazinus maistiniy medziagy kiekj. Rodyklémis pazyméti
auginimo periodai pasirinkti suminés RNR skyrimui — eksponentinio augimo fazéje
(EKS), tranzicijoje i§ eksponentinio augimo | stacionary (TR) ir stacionaraus augimo
fazéje (ST).

Norint jvertinti ar skirtingomis auginimo sglygomis vykdoma genomuose rasty
bioaktyviy medziagy sintezés geny raiska, ar ji kinta priklausomai nuo augimo turtingoje ar
skurdzioje terpéje, nuspresta atlikti kokybing bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos
analize. Siam tikslui naudojant sumine RNR, i$skirta i§ skirtingy tiriamyjy kamieny augimo
faziy, susintetinta kopijiné DNR, kuri naudota kaip matrica PGR reakcijose su geny paieskai
naudotais pradmenimis (3 lent.).

Visomis tirtomis sglygomis bioaktyviy medziagy sintezés geny raiska Planomicrobium

sp. kamiene nebuvo stebéta, todél tyrimai su Siuo kamienu toliau nebuvo tesiami.

5.1.1. Pseudarthrobacter sp. kamieno kokybiné bioaktyviy medziagy sintezés geny

raiSkos analizé
Pseudarthrobacter sp.kamiene neribosominiy peptidy sintetazés raiska nepastebéta augant

turtingoje maistinémis medziagomis aplinkoje, ta¢iau sumazinus maistiniy medziagy kiekj

atsirado visose augimo stadijose (15 pav.).
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a)

700 bp —p 700 bp

15 paveikslas. Neribosominiy peptidy sintetazés geno transkripcija Pseudarthrobacter
sp. kamiene (A3F/A7R). 1 — eksponentinio augimo fazé; 2 — per¢jimas i$
eksponentinio augimo | stacionary; 3 — stacionaraus augimo fazé. a) Esant dideliam
maistiniy medziagy kiekiui augimo terpéje Sio geno raiska nebuvo stebéta; b)
Sumazinus maistiniy medZziagy kieki Sio geno raiSka buvo stebima visose augimo
fazése. Naudotas molekulinés masés Zymuo MassRuler DNA ladder mix.

5.1.2. Streptomyces sp. kamieno kokybiné bioaktyviy medZiagy sintezés geny
raiskos analizé

Streptomyces sp. atveju neribosominiy peptidy sintetazés raiSka atsirado tik sumazinus
mitybiniy medziagy kiekj augimo terpéje (18 pav.), analogiskai Pseudarthrobacter sp.
kamiene koduojamos neribosominiy peptidy sintetazés genui. Poliketidy sintaziy raiska,
vienu atveju iSnyko sumazinus maistiniy medziagy (16 pav.), o kitu isliko vienoda

nepriklausomai nuo prieinamy maistiniy medziagy kiekio (17 pav.).
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a) b)
600 bp
600 bp —p

16 paveikslas. Poliketidy sintazés geno transkripcija Streptomyces sp. kamiene (ARO-
PKS). 1 — eksponentinio augimo fazé; 2 — peréjimas i§ eksponentinio augimo j
stacionary; 3 — stacionaraus augimo fazé. a) Esant dideliam kiekiui maistiniy medziagy

augimo terpéje raiska stebéta eksponentinio augimo viduryje; b) Sumazinus maistiniy
medziagy kiekj, §io geno transkripcija nebuvo stebima. Naudotas molekulinés maseés
zymuo a) GeneRuler 1Kb DNA ladder , b) MassRuler DNA ladder mix.

a) b)
600 bp
600 bp

17 paveikslas. Poliketidy sintazés geno transkripcija Streptomyces sp. kamiene (KSa-
F/R). 1 — eksponentinio augimo fazé; 2 — peréjimas i§ eksponentinio augimo j
stacionary; 3 — stacionaraus augimo fazé. Geno transkripcija matoma visose augimo
stadijose - tiek a) esant dideliam kiekiui maistiniy medziagy, tiek b) sumazinus jy kiekj
augimo terp¢je. Naudotas molekulinés masés zymuo a) GeneRuler 1Kb DNA ladder,
b) MassRuler DNA ladder mix.
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700 bp

700 bp

18 paveikslas. Neribosominiy peptidy sintetazés geno transkripcija Streptomyces sp.
kamiene (A3F/ATR). 1 — eksponentinio augimo fazé; 2 — peréjimas i§ eksponentinio
augimo ] stacionary; 3 — stacionaraus augimo fazé. a) Esant dideliam maistiniy
medziagy kiekiui augimo terpéje Sio geno raiSka nebuvo stebéta; b) SumaZinus
maistiniy medZiagy kiek;j Sio geno raiSka buvo stebima visose augimo fazése. Naudotas
molekulinés masés zymuo a) GeneRuler 1kb DNA ladder, b) MassRuler DNA ladder
mix.

5.1.3. Pseudomonas sp. kokybiné bioaktyviy medZiagy sintezés genuy raiSkos

analizé
Pseudomonas sp. kamiene neribosominiy petidy sintetazés raiSka naudojant TGD/LGG

pradmenis nebuvo aptikta, o neribosominiy peptidy sintetaz¢ identifikuota naudojant

A3F/AT7R pradmenis buvo transkribuota visomis tirtomis augimo salygomis (19 pav.).
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700 bp

19 paveikslas. Neribosominiy peptidy sintetazés geno transkripcija Pseudomonas sp.
kamiene (A3F/ATR). 1 — eksponentinio augimo fazé; 2 — peréjimas i§ eksponentinio
augimo | stacionary; 3 — stacionaraus augimo fazé. a) Esant dideliam maistiniy
medziagy kiekiui augimo terpéje Sio geno raiSka nebuvo stebéta; b) Sumazinus
maistiniy medziagy kiekj $io geno raiska buvo stebima visose augimo fazése. Naudotas
molekulinés masés zymuo GeneRuler 1Kb DNA ladder.

5.4 Kiekybiné bioaktyviy medZziagy sintezés genu raiSkos analizé

Streptomyces sp. ir antroji (TGD/LGG) Pseudomonas sp. neribosominiy peptidy
sintetaziy geny sekos buvo prastos kokybés, todél nebuvo deponuotos Geny banke. Pagal
pagausinty fragmenty sekas buvo sukonstruoti tiksliniai kiekybinés PGR pradmenys (3
lentelé). Sukurti tinkamy tiksliniy pradmeny Pseudarthrobacter sp. kamienui nepavyko,
todel Sio kamieno analizé nebuvo tgsiama.

Streptomyces sp. bei Pseudomonas sp. kamienai buvo pasirinkti kiekybiniam
bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos tyrimui. Kokybinés raiSkos analizés metu
Pseudomonas sp. kamiene stebéta neribosominiy peptidy sintetazés raiSka. Streptomyces sp.
kamiene stebéta dviejy poliketidy sintaziy bei vieno neribosominiy peptidy sintetazés geno

raiska.
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Salia tiksliniy §iems kamienams sukonstruoty pradmeny (D_18 PKS 1, D 18 PKS 2
bei JU_16 NRPS 2), atlikta raiskos analizé ir su pradmenimis, sukonstruotais kitiems ty
paciy gencéiy mikroorganizmams i$skirtiems i§ Kruberio—\oronja urvo:

Streptomyces sp. —L_5 PKS_1F/R;

Pseudomonas sp. — A_16_NRPS_1F/R, A_16_NRPS _2F/R, 1_13_NRPS_1F/R,
L_3_NRPS_3F/R.

D 18 PKS 1 ir D 18 PKS 2 poliketidy sintaziy raiSka Streptomyces sp. kamiene
visiskai skyrési viena nuo kitos (20 pav. ir 21 pav.).

D 18 PKS 1 atveju raiska itin padidéjo tranzicijoje ] stacionary augima bei
stacionaraus augimo faz¢je augant terpéje skurdzioje maistinémis medziagomis, o turtingoje
terpéje atvirkiciai — Siose augimo stadijose sumazéjo. Sio geno raiska skurdZioje terpéje

buvo desimt karty didesné nei augant turtingoje terpéje (20 pav.).

Streptomycessp. D_18 PKS_1
ekspresija

7.00E-05
6.00E-05

=
‘s 4.00E-05

=5
=]
< 3.00E-05 H Turtinga terpé
o
(L)

| Skurdi terpeé
1.00E-05

0.00E+00 | el

Eksponentinis  Tranzicija | Stacionarus
augimas stacionary augimas
augima

20 paveikslas. D_18 PKS_1 geno raiska Streptomyces sp. kamiene, skirtingomis
augimo s3lygomis iSreikSta geno kopijy skai¢iumi 0.1 pg suminés RNR.

D 18 PKS 2 geno raiSka — prieSingai, ji buvo daug didesné¢ augant turtingoje

maistinémis medziagomis terpéje, sumazejo stacionaraus augimo fazeje.
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Streptomycessp. D_18 PKS_2
ekspresija
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augima

21 paveikslas. D_18 PKS 2 geno raiska Streptomyces sp. kamiene, skirtingomis
augimo salygomis, iSreikSta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

L5 PKS 1 geno raiska Streptomyces sp. kamiene nuo augimo fazés nepriklausé augant
turtingoje maistinémis medziagomis terpéje. RaiSka skurdzioje terpéje buvo didesné,
sumazejo tranzicijoje  stacionary augima ir i$laikeé nukritusj ekspresijos lygi stacionaraus

augimo fazéje (22 pav.).

Streptomycessp.L_5 PKS 1
ekspresija
3.50E-06
3.00E-06
% 2.50E-06
=
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0.00E+00 -
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22 paveikslas. L 5 PKS 1 geno raiska Streptomyces sp. kamiene, skirtingomis augimo
salygomis, isreiksta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

Pseudomonas sp. kamiene JU 16NRPS 2 geno raiska buvo pastovi augant skurdzioje
mitybinéje terpéje ir nepriklausé nuo augimo fazés, o turtingoje varijavo — padidéjo

tranzicijoje j stacionary augimg ir vél sumazéjo stacionaraus augimo fazéje (23 pav.).
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Geno kopijy sk.

Pseudomonassp. JU_16_NRPS_2
ekspresija
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23 paveikslas. JU 16 NRPS 2 geno raiska Pseudomonas sp. kamiene skirtingomis
augimo salygomis, iSreik$ta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

L 3 NRPS 3 geno raiska pastoviai didéjo per visas augimo fazes, skurdzioje terpéje

buvo zemesné lyginant su augimu turtingoje terpéje (24 pav.).

Geno kopijy sk.

Pseudomonassp. L_3_NRPS_3

ekspresija
6.00E-06
5.00E-06
4.00E-06
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24 paveikslas. L 3 NRPS 3 geno raiska Pseudomonas sp. kamiene skirtingomis
augimo s3lygomis, iSreiksta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

I_13 NRPS_1 raiska augant turtingoje terpé¢je isliko pastovi visose augimo fazése ir

nuo jy nepriklausé¢, bet sumazinus prieinamy mitybiniy medziagy kiekj buvo zenkliai didesné

eksponentinio augimo metu. Tranzicijoje | stacionary augima bei stacionaraus augimo fazeje

Sio geno raiSka itin smarkiai sumazéjo lyginant su eksponentinio augimo faze (25 pav.).
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25 paveikslas. 1 13 NRPS 1 geno raiska Pseudomonas sp. kamiene skirtingomis

augimo salygomis, iSreikSta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

A_16_NRPS_1 geno raiska turtingoje terpéje tendencingai mazéjo keiciantis augimo

fazéms, o skurdZioje, priesingai — didéjo (26 pav.).

M Turtinga terpé
| Skurdi terpeé

Pseudomonassp. A_16_NRPS_1
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26 paveikslas. A_ 16 NRPS 1 geno raiska Pseudomonas sp. kamiene skirtingomis

augimo salygomis, iSreiksta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

A 16 _NRPS 2 geno raiska augnat turtingoje terp¢je varijavo tik nezenkliai ir
nepriklausé nuo augimo fazés, skurdzioje terpéje ekspresija didziausig lygj pasieké

tranzicijoje j stacionary augimg (27 pav.).
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27 paveikslas. A_16 NRPS 2 geno raiska Pseudomonas sp. kamiene skirtingomis
augimo salygomis, iSreiksta geno kopijy skai¢iumi 0,1 pg suminés RNR.

6. REZULTATU APTARIMAS

Ivairios ekstremalios aplinkos yra gana mazai istirtoS naujy bioaktyviy medziagy
paieskai. Urvai — viena 1§ tokiy aplinky, kur dél itin oligotrofisky augimo salygy bakterijy
populiacijos priverstos pasitelkti jvairius konkurencinius mechanizmus. Vienas jy —
bioaktyviy medziagy sintezé (Adam et al., 2018). Moksliniai tyrimai jau parodé, kad
fenotipinés analizés nepakanka parodyti konkretaus mikroorganizmo bioaktyviy medziagy
produkcijos potenciala koduojama genome, todél genetinés medziagos ir geny raiSkos
tyrimai turi didziulj potenciala. (Maciejewska et al., 2016).

Pagal Pseudarthrobacter sp. kamieno augimo kreives iSskirtos augimo fazés ir
pasirinkti taskai suminés RNR skyrimui augant turtingoje maistinémis medziagomis terpéje
- eksponentinio augimo fazé (14 val.), tranzicijoje i§ eksponentinio augimo j stacionary (24
val.) ir stacionaraus augimo fazé (30 val.). Augant skurdzioje maistinémis medziagomis
terpéje pasiektas keliskart mazesnis lgsteliy optinis tankis, atitinkamos augimo fazés
pasiektos véliau - eksponentinio augimo fazé (30 val.), tranzicija 1§ eksponentinio augimo |}
stacionary (36 val.) ir stacionaraus augimo fazé (42 val.) (11 pav.).

Streptomyces sp. atveju augimo faziy nustatymas buvo sudétingesnis dél lasteliy
savybés formuoti agregatus augant suspensijoje. Tai gerai zinoma problema auginant
Streptomyces genties bei kitas filamentines bakterijas (Zacchetti et al., 2018). Siame darbe

pasirinkta Streptomyces sp. augima nustatinéti matuojant lasteliy sudaromy agregaty optinj
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tankj. Nors agregatus formuojanCiy bei filamentiniy bakterijy augimas gali biti
nustatin€¢jamas kitais metodais, kaip pavyzdziui pagal sausos biomasés svorio pokytj arba
difenilamino kalorimetriniu  metodu, kuris yra vienas tiksliausiy. Difenilamino
kalorimetrinio metodo pagrindas - difenilamino savybé jungtis prie puriny sudarant spalvota
kompleksg, taciau $io tyrimo atveju metodo pritaikyti nepavyko, nes Siame naudojamomis
salygomis nebuvo gauta pilna agregatuose esanciy lgsteliy lizé ir atitinkamai - jy
nukleortig§¢iy degradacija iki puriny ir pirimidiny Kadangi, literatiiriniais duomenimis, kiti
galimi metodai néra tikslesni nei optinio tankio matavimas buvo pasirinkas biitent Sis
metodas(Zhao et al., 2013). Identifikuotos Streptomyces sp. augimo fazés augant turtingoje
maistinémis medZiagomis terpéje - eksponentinio augimo fazé¢ (22 val.), tranzicijoje i8
eksponentinio augimo j stacionary (34 val.) ir stacionaraus augimo fazé (42 val.). Augant
skurdzioje maistinémis medziagomis terpéje pasicktas dvigubai maZesnis lgsteliy optinis
tankis, atitinkamos augimo fazés tapo geriau pastebimos - eksponentinio augimo fazé¢ (28
val.), tranzicija i§ eksponentinio augimo j stacionary (36 val.) ir stacionaraus augimo fazé
(40 val.) (12 pav.).

Pseudomonas sp. kamieno augimo fazés identifikuotos augant turtingoje maistinémis
medziagomis terpéje - eksponentinio augimo fazé (12 val.), tranzicijoje i§ eksponentinio
augimo ] stacionary (17 val.) ir stacionaraus augimo fazé (20 val.). Augant skurdZioje
maistinémis medziagomis terpéje - eksponentinio augimo fazé (14 wval.), tranzicija iS
eksponentinio augimo j stacionary (18 val.) ir stacionaraus augimo fazé (24 val.) (13 pav.).

Planomicrobiom sp. augant turtingoje terpéje stebétas labiau iSreikstas eksponentinis
augimas, skurdZioje maistinémis medZiagomis terp¢je visos atitinkamos augimo fazés
pasiektos véliau. Augant turtingoje maistinémis medziagomis terpéje meéginiai sumings
RNR skyrimui eksponentiniame augime pasirinkta 12 augimo valanda, tranzicijoje j
stacionary augima 20 valanda, ir stacionarioje augimo fazéje 24 valanda. Augant skurdzioje
maistinémis medziagomis terpéje - eksponentinio augimo fazé pasirinkta 24 valanda,
tranzicija i§ eksponentinio augimo j stacionary 31 valandg ir stacionaraus augimo fazé 36
valanda.

Kokybinés raiskos analizés metu nustatyta, kad neribosominiy peptidy sintetaziy geny
raiska Streptomyces sp. (A3F/A7R) ir Pseudarthrobacter sp. (A3F/A7R) kamienuose
priklauso nuo mitybinés terpés sudéties. Siy geny raiska stebéta augant terpéje su sumazintu
mitybiniy medziagy kiekiu ir buvo matoma visose augimo stadijose. Neribosominiy peptidy
sintetazés geno transkripcija Pseudomonas sp. kamiene (A3F/A7R) buvo matoma visuose

méginiuose nepriklausomai nuo mitybinés terpés ar augimo fazés. Nors neribosominiai
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peptidai priklauso antriniams metabolitams ir turéty buti produkuojami iSskirtinai
stacionaraus augimo fazéje, yra duomeny, kad skirtingy neribosominiy peptidy sintezés geny
ekspresija didziausig pika pasiekia tranzicijoje i$ eksponentinio augimo j stacionary, 0 Kitose
augimo fazése yra stebima maZesniu lygmeniu (Vargas-Straube et al., 2016, Gonzélez et al.,
2017).

Streptomyces sp. kamiene bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSka stipriai priklausé
nuo prieinamy maistiniy medziagy kiekio mitybinéje terpéje. genas gausiau ekspresuotas
turtingesnéje, o D 18 PKS 2 genas — skurdesné¢je terpéje. Yra zinoma vir§ 30 skirtingy
antriniy metabolity Streptomyces gentyje, kuriuos koduojanciy geny transkripcija yra
aktyvuojama arba represuojama priklausomai nuo jsisavinimui prieinamo anglies Saltinio
(Uguru et al., 2005). Kaip pavyzdys - Streptomyces ambofaciens produkuojami poliketidai
aktinorodinas ir doksorubicinas. Aktinorodino geny raiSka yra inhibuojama gliukozés iki
100 mM koncentracijos, taciau didesnése Sio sacharido koncentracijose raiska aktyvuojama
ir tai pradeda inhibuoti kito antrinio metabolito doksorubicino sinteze (Ruiz et al., 2010).
Zinoma, paaiskinti tiksly reguliacinj mechanizma susijusj su miisy tirty geny raiska gali bati
sudétinga - egzistuoja net keletas reguliaciniy baltymy, buidingy Streptomyces genciai, kuriy
konkrecios funkcijos yra nezinomos. Vienas tokiy reguliatoriy — baltymas AfsR. Parodyta,
jog 8is nedidelis peptidas skirtingais mechanizmais darantis jtaka apie 117 skirtingy geny
raiSkg Streptomyces coelicolor bei Streptomyces lividans. Dauguma i§ Siy geny yra
ekspresuojami kaip atsakas j maistiniy medziagy stygiy, o jy produktai - antibiotikai bei Kiti
geny raiSkos reguliatoriai. KeisCiausia, kad kitose Streptomyces riiSyse Sis baltymas visiskai
nesusij¢s su antriniy metabolity produkcija, bet dalyvauja morfologinéje diferenciacijoje
(Bruijin et al., 2016).

Net keliy geny raiska Pseudomonas sp. kamiene buvo Zenkliai jtakojama augimo fazés:
L3_NRPS_3, 1 13 NRPS_1, A 16_NRPS_1. Daznu atveju, antriniy metabolity sintezés
genai sudaro didziul¢ genomo dali, o kartu su biosintezés genais koduojama ir gausus
reguliaciniy baltymy kiekis. Sie baltymai dalyvauja ne tik tiesioginiame biosintezés geny
raiskos, bet ir pirmtaky sintezés, kuri vykdoma naudojant pirminius metabolitus, valdyme.
D¢l Sios priezasties Neribosominiy peptidy sintezés geny raiSka stipriai susijusi su lasteliy
augimo faze — padidéje geny raiskos lygmenys gali biti stebimi tiek eksponentinio, tiek
stacionaraus augimo metu, kg ir pasteb&éjome Sio tyrimo metu (Bruijin et al., 2016). Kitas
veiksnys, galintis paaiSkinti misy stebétus rezultatus yra kvorumo jutimas. Tai yra gerai
Zinoma antriniy metabolity sintezés valdymo sistema (Barnard et al., 2007; Liu et al., 2011).

Kartais §i geny transkripcijos inhibicijos ir aktyvavimo sistema gali biiti susijusi ir su anglies
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Saltiniy Kiekiu mitybinéje terpéje. Erwinia carotovora bakterijose karbapenemo sintezés
geny raiSka yra inhibuojama glicerolio, taciau ne tiesiogiai, o inhibuojant carl gena,
atsakingg uz N-3-(oksoheksanoil)-L homoserino laktono sinteze. Sios, uz kvorumo jutimg
atsakingos molekulés trikumas ir limituoja karbapenemo sintezés geny raiska (Veselova et
al., 2003; Ruiz et al., 2010).

JU 16 NRPS_2 geno atveju Pseudomonas sp. kamiene didziausia raiSka stebéta
lasteléms pereinant i§ eksponentinio augimo j stacionary. Tyrimai su Bacillus subtilis parode,
jog kai kuriy antriniy metabolity - poliketidy bei neribosominiy peptidy sintezés geny raiska
didziausius ekspresijos lygius gali pasiekti ne stacionaraus augimo fazéje bet tranzicijos
metu (Antony-Babu et al., 2017), kas ir buvo stebéta §io tyrimo metu.

Sio tyrimo rezultatai atskleidé, jog tick maistiniy medZiagy kiekiai, tick augimo fazé
daro didele jtakg bioaktyviy medziagy sintezés geny raiskai. Sumazinus mitybiniy medziagy
kieki vieny geny raiSka gali zenkliai sumazéti, o kity geny transkripcija gali buti
inhibuojama. Nors poliketidai bei neribosominiai peptidai yra antriniai metabolitai Siy
medziagy sintezés geny raiSka buvo stebéta ir eksponentinio augimo metu, kas paaiskinty
antibakterinio fenotipo nebuvimg Streptomyces sp. kamiene ankstesniy tyrimy metu.
Zinoma, negalima atmesti ir prielaidos, jog §ie tirti metabolitai yra ne antibakterinés
medziagos, o kitokie bioaktyviis produktai, kuriy fenotipinis aktyvumas nebuvo tikrinamas
pavyzdziui prieSvezinés ar antihelmintinés medziagos, kaip kad kiti Sios genties

produkuojami bioaktyvis junginiai (Gonzéalez et al., 2017).
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7. ISVADOS

1. Kokybiné bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos analizé parodé¢, jog:

1.1. Pseudarthrobacter sp. kamiene neribosominiy peptidy sintetazés raiska
priklauso nuo maistiniy medziagy kiekio mitybinéje terpéje.

1.2. Streptomyces sp. kamiene vienos poliketidy sintazés raiska bei neribosominiy
peptidy sintetazés raiSka priklausé nuo maistiniy medziagy kiekio mitybingje terp¢je, taciau
kitos poliketidy sintazés geno raiska nuo to nepriklause.

1.3. Pseudomonas sp. kamiene abiejy neribosominiy peptidy sintetaziy raiska

nepriklausé nei nuo mitybiniy medziagy kiekio terpéje, nei nuo augimo fazeés.

2. Kiekybinés bioaktyviy medziagy sintezés geny raiSkos analizés metu nustatyta, kad:

2.1. Streptomyces sp. kamiene geny D 18 PKS 1 ir D 18 PKS 2 raiSkos kiekiai
visiskai skyrési priklausomai nuo mitybinés terpés sudéties, geno L 5 PKS 1 raiska buvo
didesn¢ skurdzioje mitybingje terpéje, nepriklausé nuo augimo fazés.

2.2. Pseudomonas sp. kamiene L_3 NRPS_3 did¢jo per visas augimo fazes, bet
nepriklausé nuo mitybinés terpés sudéties. I 13 NRPS 1 geno raiska buvo zenkliai didesné
eksponentinio augimo skurdZioje terpéje metu, nei kitomis tirtomis augimo salygomis, o
geno A 16 NRPS raiska stipriai priklausé nuo mitybinés terpés sudéties ir augimo metu
didéjo esant daug maistiniy medziagy, bet maz¢jo esant sumazintam maistiniy medZiagy
kiekiui. Geny JU 16 NRPS 2 ir A 16 NRPS 2 transkripcija neparodé tendencingos

priklausomybés nuo augimo fazés ar prieinmay maistiniy medZziagy kiekio augimo metu.
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9. SANTRAUKA
Dominykas Bukelskis
Bioaktyviy medZiagy sintezés geny raiskos tyrimai Kruberio—\VVoronja
urvo mikroorganizmuose

Dél intensyviai plintan¢iy atsparumy medicinoje naudojamiems bioaktyviems
preparatams, mokslininkai nuolat ieSko naujy, bioaktyviy junginiy bei jy producenty.
Daug zadanti aplinka tokiai paieSkai — urvai. Mazas prieinamy energijos Saltiniy kiekis
ver¢ia mikroorganizmus konkuruoti pasitelkiant tokiy medziagy produkcijos genus. Urvy
aplinkos tyrimai skirtingose pasaulio vietose parodé tokiy aplinky potencialuma, taciau

bioaktyviy medziagy produkcijos genai lieka neistirti.

Darbo metu analizuoti keturi bakterijy kamienai iSskirti i§ Kruberio—\Voronja urvo
meéginiy. Siy mikroorganizmy genomuose, identifikuoti bioaktyviy medziagy produkcijos
genai: Streptomyces sp. — I tipo ir 1l tipo PKS genai bei NRPS genas; Pseudarthrobacter sp.
— vienas NRPS genas; Pseudomonas sp. — du skirtingi NRPS genai; Planomicrobium sp. —
vienas, | tipo PKS koduojantis genas.

Visiems keturiems kamienams sudarytos augimo kreivés auginant mikroorganizmus
turtingoje maistinémis medziagomis terpéje bei skurdzioje. Abejomis augimo salygomis
i§skirta suminé RNR 18§ lgsteliy esan¢iy eksponentinio augimo fazéje, tranzicijoje i stacionary
augimg bei stacionaraus augimo fazéje. Atlikus kokybing raisSkos analize Pseudarthrobacter
sp. kamiene NRPS raiSka stebéta tik skurdzioje mitybinéje terpéje, visose augimo fazése,
Streptomyces sp. | tipo PKS raiska stebéta tik eksponentinio augimo metu turtingoje terpéje,
o II tipo PKS visose augimo stadijose, augant tiek turtingoje, tiek skurdzioje terpéje.
Streptomyces sp. NRPS geno raiska, analogiskai Pseudarthrobacter sp. kamiene, stebéta tik
skurdzioje mitybinéje terpéje, visose augimo fazése. Pseudomonas sp. vieno NRPS geno
raiSka nebuvo stebima, o Kito NRPS -stebéta visomis tirtomis sglygomis.

Atlikta kiekybinés raiSkos analizé naudojant specifinius kiekybino PGR pradmenis
parodé, kad Streptomyces sp. kamiene D_18 PKS 11ir D 18 PKS 2 raiskos kiekiai visiSkai
skyrési priklausomai nuo mitybinés terpés sudéties, 0 geno L 5 PKS 1 raiska buvo didesné
skurdzioje mitybin¢je terpéje, nepriklausé nuo augimo fazés.

Pseudomonas sp. kamiene L_3 NRPS_3 didé¢jo per visas augimo fazes, bet
nepriklausé nuo mitybinés terpés sudéties. I 13 NRPS 1 geno raiSka buvo Zenkliai didesné
eksponentinio augimo skurdzioje terpéje metu, o geno A 16 NRPS raiska priklaus¢ nuo

mitybingés terpés sudéties ir augimo fazes.
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10. SUMMARY
Dominykas Bukelskis

Analysis of bioactive compound synthesis gene transcription in Krubera —

Voronja Cave bacterial

Because of increasing emergence of antibiotic resistant bacteria, scientists are
constantly trying to discover for new bioactive compounds. A promising environment for
such a search - caves. A limited resource of available energy in such habitats, forces
organisms to compete through production of antimicrobial agents. Many bacteria that
show biological activities have already been isolated, although the bioactive compound
production genes remain unexplored.

Four bacterial strains isolated from Kruber-Voronja cave samples were analyzed during
the work. In the genomes of these microorganisms, genes for the production of bioactive
substances have been identified: Streptomyces sp. - Type | and Type Il PKS genes and NRPS
gene; Pseudarthrobacter sp. - one NRPS gene; Pseudomonas sp. - two different NRPS genes;
Planomicrobium sp. - one gene coding for Type | PKS.

Growth curves were constructed for all four strains by growing microorganisms nutrient
rich and nutrient poor enviroments. Total RNA were extracted from the cells in the
exponential growth phase, in the transition to stationary growth and in the stationary growth
phase. In case of Pseudarthrobacter sp. strain NRPS expression was observed only in
nutrient poor medium, during all growth phases. For Streptomyces sp. Type | PKS expression
was observed only during exponential growth in rich media, and Type Il PKS at all growth
stages, both in rich and poor media. Streptomyces sp. expression of the NRPS gene, similar to
Pseudarthrobacter sp. strain, observed only in nutrient poor media, during all growth
stages.For Pseudomonas sp. the expression of one NRPS gene was not observed and the other
NRPS gene expression was observed under all conditions tested.

The quantitative expression analysis using specific quantitative PCR primers showed
that in case of Streptomyces sp. strain PKS genes D_18 PKS 1 and D_18 PKS_2 expression
levels were completely different depending on the composition of the nutrient amountin
growth media, and the expression of the gene L_5 PKS_1 was higher in nutrient poor media
and independent of the growth phase.

In case of Pseudomonas sp. strain expression of L_3 NRPS_3 gene increased over all
growth phases but was not dependent on the composition of the culture medium. The
expression of the gene 1_13 NRPS_1 was significantly higher during exponential growth in
nutrient poor media, and the expression of the gene A_16_NRPS_ depended on both the

composition of growth media and growth phase.
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