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SANTRUMPOS

PKS — poliketidy sintazé

NRPS — neribosominiy peptidy sintetaze
ACP — acilo grupe pernesantis baltymas
KS - f-ketosintazes

AT — aciltransferazés

KR - ketoreduktaze

DH — dehidratazé

ER — enoilreduktaze

kb — kilobazé

bp — baziy pora

PGR — polimerazés grandininé reakcija

Rpm — apsisukimy skai¢ius per minute



IVADAS

Praéjus daugeliui deSimtmeciy po to, kai pirmieji pacientai buvo i§gydyti antibiotikais,
bakterinés infekcijos vél tapo didele grésme. Atsparumo antibiotikams krizé siejama su jy pernelyg

dideliu ir netinkamu vartojimu, bei naujy antimikrobiniy medziagy trikumu (Ventola, 2015).

Siuo metu Zmogui patogeniikos bakterijos vis sparéiau jgyja atsparuma
antimikrobinéms medziagoms. D¢l §ios prieZasties ieSkoma vis naujy medziagy, kurioms pastarieji
mikroorganizmai dar bity jautriis. DidZioji dauguma, Siuo metu rinkoje esanciy antibiotiky buvo
gauti 1§ sausumos organizmy, taciau mikroorganizmy iSskyrimas i§ anksc¢iau neiStyrinéty buveiniy
gali nuvesti prie naujy atradimy, naujy struktiry, turin¢iy antimikrobinj aktyvuma (Tortorella ir kt.,

2018).

Viena i$ tokiy buveiniy yra urvai. Tai vienos unikaliausiy ir maziausiai iSstudijuoty
ekosistemy Zeméje, pasizyminciy itin oligotrofinémis sglygomis (Yasir, 2017). AtSiauriose salygose
antrinius metabolitus (Covington ir kt., 2018). Sie antriniai metabolitai yra maZos molekulinés
masés produktai, kurie néra bitini mikroorganizmy augimui, tafiau naudojami iSgyvenimui
konkurencinéje aplinkoje (Vining, 1992). Sios molekulés be galo svarbios ir zmogui, kadangi joms
priklauso antibiotikai, prieSvéziniai, cholesterolj mazinantys vaistai (Ruiz ir kt., 2010). Nepaisant
didelio potencialo iSgauti bioaktyvias medziagas i§ urvo mikroorganizmy, yra per mazai zinoma

apie konkrecius cheminius junginius, pasiZyminc¢ius bioaktyvumu.

Tuo remiantis buvo suformuluotas Sio darbo tikslas - nustatyti poliketidy sintaziy ir
neribosominiy peptidy sintetaziy genus kamienuose, izoliuotuose i§ Kruberio-Voronja urvo ir atlikti

Jy raiSkos analizg.
Darbo tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uZdaviniai:

1. Nustatyti kamieny skaiciy.
Atlikti bioaktyviy medziagy sintezés geny paieska PGR budu.
Nustatyti bioaktyviy medziagy sintezés geny sekas.

Identifikuoti kamienus remiantis 16S rRNR geno analize.

A

Atlikti aptikty geny raiSkos analize.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Antibiotikai

S.Waksman pirmasis pavartojo zodj antibiotikas 1941 metais, kad apibiidinty
molekule, sintetinamg mikroorganizmy ir slopinancig kity mikroorganizmy augima (Clardy, 2010).
Siuolaikinés medicinos ateitis priklauso nuo veiksmingy antibiotiky, mazdaug du tre¢daliai
medicininéje praktikoje naudojamy antibiotiky yra natiiraliis produktai, arba jy pusiau sintetiniai
dariniai, tod¢l nerimg kelia tai, kad pastaraisiais metais naujy natiiraliy antimikrobiniy medziagy
aptikimas sumazg¢jo. Ir nors i§ pirmo zvilgsnio antibiotiky paieska atrodo nesudétinga - nes unikaliy,
esminiy taikiniy turéty biiti pakankamai, taciau antibiotiky vystymo istorija rodo kitaip. Nuo 1930
iki 1962 mety pasaulis aptiko daugiau nei 20 antibiotiky klasiy, taciau nuo to laiko buvo panaudotos
tik dvi naujos antibiotiky klasés ir né viena jy neturéjo didelio efektyvumo (Coates, 2011, Michael,
2009).

Yra trys pagrindiniai keliai, kuriais gaunamos antimikrobinés medziagos (Hugo ir
Russell's, 2004):

e Natural@is antibiotikai — natiiraliis, bakterijy sintetinami produktai, kurie yra
pagrindinis antibiotiky Saltinis dabartiniame klinikiniame panaudojime
(Wright, 2014). PavyzdZziui, bacitracinas ir polimiksinas yra gaunami i§ kai
kuriy Bacillus risiy, streptomicinas ir tetraciklinas i Streptomyces risiy
(Hugo ir Russell‘s, 2004).

e Pusiau sintetiniai antibiotikai — antibiotikai, kuriy molekulés dalis yra
sintetinama fermentacijos proceso metu naudojant atitinkamg mikroorganizma
ir produktas toliau modifikuojamas cheminiu biidu. Siuo metu daugybé pusiau
sintetiniy antibiotiky, kurie paremti natiiraliais mikroorganizmy produktais
(Fair ir Tor, 2014, Hugo ir Russell‘s, 2004).

e Sintetiniai antibiotikai—antibiotikai, kurie sintetinti natiiraliy antibiotiky
pagrindu. Taip siekiama iSgauti efektyvesnes ir maziau toksiskas
antimikrobines medziagas. Visgi, sintetiniai antibiotikai yra reti ir maziausiai
naudojami (Fair ir Tor, 2014, Hugo ir Russell‘s, 2004).

1.2. Antibiotiky klasifikacija
Antibiotiky atradimas leido tikétis, kad infekcijos pagaliau gali biiti sukontroliuotos, taciau
jos vis dar yra pagrindiné mir¢iy priezastis besivystanciame pasaulyje. Taip yra dél naujy ligy

atsiradimo, kadaise sukontroliuoty ligy grizimo ir ypa¢ dél atsparumo antimikrobinéms
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medziagoms atsiradimo. Manoma, kad antimikrobinis atsparumas visiems naujiems vaistams yra
neiSvengiamas ir latkomaspagrindine problema infekcijy gydyme (Kapoor ir kt., 2017).
Dauguma antimikrobiniy medziagy, naudojamy bakteriniy infekcijy gydymui, gali biti
suskirstytos pagal veikimo mechanizmg. Yra keturi pagrindiniai veikimo biidai:
o lastelés sienelés sintezes sutrikdymas,
o baltymy sintezés slopinimas,
o nukleortigsciy sintezés slopinimas,

o metaboliniy keliy slopinimas (Tenover, 2006).

Bakteriju lastelés sienelés sintezés inhibitoriai. Bakterijy lasteliy sieneliy
peptidoglikano sluoksnio biosintezé yra puikus antimikrobiniy medziagy taikinys, ir tai yra
kliniskai svarbiy penicilino ir vankomicino klasiy antibiotiky veikimo vieta (Winn ir kt., 2010).
Penicilinai - tai antimikrobiniai vaistai, kurie zudo jautrias bakterijas, slopindami jy peptidoglikano
sinteze. Peptidoglikano biosinteze susideda 1§ 3 etapy. Pirmieji du etapai vyksta citoplazmoje, tuo
tarpu galutinis etapas vyksta uz lgstelés riby, TreCiajame etape nauji subvienetai pridedami prie
augancio peptidoglikano. Gretimai esancios peptido glikano grandinés yra sujungiamos per jy
Sonines grandines. Sig reakcija katalizuoja transpeptidazeé, dar vadinama penicilinus prisijungianéiu
baltymu, kuri suformuoja jungtj tarp prie§ paskutinés D-Ala ir L-Gly (arba Lys) aminoragi¢iy. Cia
ir efektyvus peniciliny veikimo mechanizmas. Penicilinai ypatingi chemine struktiira, vadinama (-
laktamo ziedu, §i struktiira leidzia penicilinams prisiristi prie fermenty, kurie sujungia peptido

glikanus ir taip stabdyti Iastelés sienelés sintezg (Guilhelmelli ir kt., 2013, Soares ir kt., 2012).

Bakteriju baltymy sintezés inhibitoriai. Baltymy biosinteze vykdo ribosomos. Bakterijy
70S ribosomos susideda i§ dviejy ribonukleoproteiny subvienety, 30S ir 50S (Kapoor ir kt., 2017).
Medziagos, slopinancios baltymy sinteze, priklauso jvairioms antibiotiky klaséms ir gali biiti
suskirstytos 1 dvi klases — 50S inhibitoriai ir 30S inhibitoriai (Kohanski, 2010). Makrolidai,
aminoglikozidai, tetraciklinai, chloramfenikolis, streptograminai ir oksazolidinonai pasizymi
antibakteriniu aktyvumu inhibuodami bitent baltymy sinteze. Makrolidai, aminoglikozidai ir
tetraciklinai jungiasi prie 30S ribosomos subvieneto, o chloramfenikolis - prie 50S subvieneto
(Mehta ir kt., 2002, Tenover, 2006).

Bakteriju DNR sintezés inhibitoriai. Bakterijy chromosominé DNR yra smarkiai supakuota,
superspiralizacijos biisenoje ir pakeiCia struktiirg vykstant replikacijai. DNR sintezei ir RNR
transkripcijai yra reikalingos topoizomerazes, kurios jvesdamos triikius DNR grandinése padeda
pasalinti superspiralizacija. Sias reakcijas i§naudoja antimikrobinés medziagos, chinolonai, kuriy

taikiniai yra DNR topoizomerazés kompleksai. Vidulasteliniai chinolony taikiniai yra dvi DNR
8



topoizomerazés — giraz¢ ir topoizomeraze¢ IV. Girazé¢ yra pirminis taikinys Gram-—neigiamose
bakterijose, tuo tarpu topoizomeraze¢ IV paprastai inhibuojama Gram-teigiamose bakterijose.
Fluorochinolonai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu sutrikdydami DNR sinteze¢ ir sukeldami
dvigrandés DNR grandinés tritkius replikacijos metu. Tuo tarpu sulfonamidai ir trimetoprimai
blokuoja folio riigsties sintezés kelig, kuris galiausiai inhibuoja DNR sinteze¢ (Aldred ir kt., 2014,
Drlice ir kt., 2007, Tenover, 2006).

DNR giraz¢ susideda i§ dviejy A ir dviejy B subvienety. Subvienetas A vykdo DNR
grandinés kirpimg, subvienetas B pasizymi ATPaziniu aktyvumu. Fluorochinolonas risasi prie
subvieneto A aukStu giminingumu ir trukdo jo kirpimo bei atsipalaidavimo funkcijoms. Gram-
teigiamose bakterijose pagrindinis taikinys yra topoizomeraz¢ IV, kuri jkerpa ir atskiria
komplementarig DNR granding po DNR replikacijos. Didesnis giminingumas Siam fermentui gali
suteikti efektyvesnj poveikj pries Gram-teigiamas bakterijas. Tuo tarpu zinduoliy lgstelése, vietoje
DNR girazés ar topoizomerazés IV yra topoizomerazé II, kurios labai Zemas giminingumas
fluorochinolonui, tod¢l §is junginys yra mazai toksiskas lasteléms (Collin ir kt., 2011, Drlica ir kt.,

2007, Kohanski, 2010).

Metabolizmo inhibitoriai. Ilgiausiai naudojami antimikrobiniai preparatai yra sulfonamidai.
Siuo metu yra naudojami sulfametoksazolas, kuris naudojamas kombinacijoje su trimetoprimu. Sios
antimikrobinés medziagos, naudojamos kartu, tampa baktericidinés. Kiekviena medziaga slopina
skirtingus folio ruigSties metabolizmo etapus. Pavyzdziui, sulfametoksazolas slopina dihidropterato
sintaze folio rugsties sintezés kelyje, turédamas didesnj gimininguma fermentui, nei jo nattirallis
substratas. Taigi nebaigtas produktas negali biiti substratu sekanciam fermentui. Kadangi zmogus
neturi dihidropterato sintazés, Sie vaistai veikia specifiSkai prie§ bakterijas (Yoneyama ir

Katsumata, 2006).

Trimetoprimas inhibuoja dihidrofolato reduktaze, kuri reikalinga deoksitimidilato, purino
nukleotidy, aminoriig§¢iy (glicino ir metionino) sintezei. PrieSingai nei dihidropterato sintaze,
dihidrofolato reduktazé yra bitina visiems organizmams. Trimetoprimas slopina dihidrofolato
reduktaze konkuruodamas ir yra iki 100 000 karty aktyvesnis prie§ bakterijy fermentus, todél
pasizymi dideliu selektyvumu (Yoneyama ir Katsumata, 2006).

1.3. Antimikrobiniy medziagy sintezés fermentai

PKS ir NRPS atlieka labai svarby vaidmen; daugelio bakterijy antriniame metabolizme.

PrieSingai nei pirminiai metabolitai, antriniai nedalyvauja normaliame mikroorganizmy augimo



cikle ir yra produkuojami antriniy metaboliniy keliy, kurie veikia nepriklausomai nuo pirminiy

metaboliniy keliy (Tamano, 2014).

NRPS ir PKS - tai daugiafermentés, daugiadomenés megasintazés, kurios dalyvauja
neribosominiy peptidy ir poliketidy biosintezéje. Poliketidai apima didele klase natiiraliy, skirtingg
cheming struktiira turiniy produkty, kurie leidzia veikti itin svarbiose biologinése ir
farmakogeninése srityse. Poliketidus sintetina fermentai, Zinomi kaip PKS, kurios yra
suklasifikuotos j tris atskiras grupes — I tipo PKS, II tipo PKS ir III tipo PKS, priklausomai nuo
strukttros (Ray, 2017).

PKS moduliy pagrindinis vienetas susideda i§ f-ketosintazés (KS), aciltransferazés (AT) ir
acilo grupe¢ pernesancio baltymo (ACP). KS domenas gauna augancig poliketido granding i8 pries jj
esan¢io domeno ir katalizuoja grandinés elongacijg su ACP. AT domenas atsakingas uz tinkamo
bloko (malonil- arba metilmalonil-CoA) parinkima kiekviename grandinés elongacijos cikle, kuris
perkeliamas ant tam skirto ACP domeno, esancio tame pac¢iame modulyje (Mathews ir kt., 2017).
Be to, moduliai taip pat gali turéti domenus, kurie i$ eilés modifikuoja B-keto grupe j hidroksilg
(ketoreduktazeé, KR), dvigubg jungtj (dehidratazé, DH), arba viengubg jungt] (enoilreduktazé, ER)
(Dutta ir kt., 2014).

I tipo PKS. Modulinés PKS bakterijose atsakingos uz didelés dalies natiraliy
bioaktyviy junginiy sintez¢ Tai itin didelés sintazés, susidedancios i§ multi domeny, kuriuose yra
visa eilé¢ aktyviy viety skirtingiems PKS etapams (Chen ir kt., 2006, Gomes, 2013). I tipo PKS
apima kelis, nuosekliai vienas po kito veikianCius modulius, kuriy kiekvienas susideda i$
prailginimo, prijungimo domeny. Taigi sistema veikia moduliniu budu (1 pav.), kuomet kiekvienas
modulis yra atsakingas tik uz vieng, grandinés pailgéjimo reakcijg ir sekancio B-keto apdorojima
pries§ perduodant besiformuojantj poliketida ant sekanc¢io modulio, kuris atlieka grandinés ilginimo
ir apdorojimo etapus. Tokiy nattraliy junginiy, gauty i§ multikataliziniy fermenty, pavyzdziai yra

makrolidai ir polienai (Chen ir Du, 2016).
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Iniciaciia 1 modulis 2 modulis 3 modulis 4 modulis 5 modulis 6 modulis

[AT ACP@ AT KR (ACP(KS AT KR .P\CF'J@]_\AT;ACP @,_AT;}’_DH:'j ER KR ACF'][ (AT) KR ACP® AT) KR A TE]
s - = - :

N

1 pav. I tipo PKS struktiira pagal Chen ir Du (2016).

II tipo PKS. Susideda i$ atskiry mono ir bifunkcionaliy fermenty, kurie sgveikauja
sintezés metu tam, kad suformuoty poliketido struktiirg (2 pav.). Tuomet §i struktiira fermentiskai
ver¢iama ] cikling formg ir produkuojami policikliniai aromatiniai junginiai, pavyzdziui
tetraciklinas ar doksorubicinas (Gomes, 2013). Heterodimerinés ketosintazés (KS) ir grandines ilgio
faktoriaus (CLF) domenai katalizuoja grandinés iniciacijg ir ilgéjimg. ACP domenas pristato
statybinius blokus KS-CLF, o MCAT domenas tiekia malonilo grupes ACP domenui. Komandinis
Siy II tipo PKS domeny veikimas salygoja tarpiniy poli-B-keto produkty formavimgsi. Taigi,
atsirandanti poliketido grandiné yra modifikuojama, sulankstoma pasitelkiant fermenty domenus
KR, ARO ir CYC. KR domenas redukuoja karbonilo grupe specifinéje poliketido grandinés
padétyje, tuo tarpu ARO ir CYC domenai kontroliuoja grandinés susilankstyma (Kim ir Y1i, 2012).
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2 pav. II tipo PKS struktiira ir veikimo mechanizmas pagal Kim ir Yi (2012).

III tipo PKS. Dar vadinami chalkono sintazém, yra sglyginai nedideli baltymai, kurie
pagrinde jtraukti | svarbiy augaly junginiy, tokiy kaip flavanoidai, stilbenai (fenoliai) gamyba.
Anksciau manyta, jog III tipo PKS egzistuoja tik augaluose, taciau tyrimai parod¢, jog Sios sintazés
placiai paplitusios ir bakterijose bei grybuose. PrieSingai nei kitos poliketidy sintazés, PKS III
poliketidy tarpiniai produktai yra susij¢ per laisvuosius kofermentus A-tioesterius, o ne
fermentiskai. III tipo PKS (3 pav.), tai homodimeriniai fermentai, kur kiekvieno monomero aktyvi
vieta katalizuoja reakcijos pradzios, grandinés ilgéjimo ir ciklizavimo reakcijas, jog suformuoty

poliketida. IS visy trijy tipy PKS, geriausiai i$studijuotas yra I tipo PKS kelias (Gomes, 2013).

0 SEnzQ OH OH OH, D
0O O - Oyl ~ >
Pp
M } -
CoAS O § 0 ; OH HO OH
(5 %) - CoA (5 x) 0 -CO; 5
-CO, (4 %) -H;0
3

3 pav. III tipo PKS struktiira ir veikimo mechanizmas pagal Gomes (2013).
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Neribosominiy peptidy sintetazés

Mikroorganizmai produkuoja begalg nedideliy bioaktyviy peptidy, kuriy dauguma yra
sintetinami daugiafunkcionaliy megasintaziy, dar zinomy kaip neribosominiy peptidy sintetazés
(NRPS). Sie peptidai, tai biosurfaktantai, vaistai, fungicidai. Neribosominiai peptidai nuo
polipeptidy, sintetinamy su ribosomy pagalba, skiriasi savo ilgiu, jie yra trumpesni (Gao ir kt.,

2018).

NRPS paprastai susideda i§ visos eilés specifines aminortigstis jkorporuojanciy

moduliy, kuriy kiekvieng sudaro trys kataliziniai domenai:

e Kondensacijos domenas jungia aktyvuotas aminoriigsis ] augancig peptiding granding.

e Adenilinimo domenas selektyviai aktyvuoja specifines aminorigstis

e Peptida perneSancio baltymo domenas suriSa aktyvuotas aminoriigStis ir augancias
peptidines grandines per kofaktoriy 4°-fosfopanteteing.

e Tioesterazés domenas, paprastai esantis paskutiniame modulyje, jo funkcija yra paleisti

produkty (Gao ir kt., 2018).
Kondensacijos domenas

Kondensacijos domenas, paprastai esantis modulio N gale, katalizuoja amidinés
jungties formavimagsi tarp aminortigsciy “bloky“ (4 pav.).Kondensacijos domenas perkelia
aminortgstj, arba peptida nuo baltymo neSiklio domeno ant substrato amino grupés, taip perkeliant
augancig aminortigsciy granding ant toliau esancio PCP domeno (Condurso ir Bruner, 2012, Miller

ir Gulick, 2016).

Kondensacijos
domenas
s ] + Ro - O R,
+H3N/'\r( +H3N/’ﬁ(s +H3N\_)J\N"\ﬂ/s
O 0O F:h H o

4 pav. NRPS kondensacijos domeno katalizuojama reakcija pagal Miller ir Gulick (2016).

Dazniausiai, kondensacijos domenas riSasi prie prie$ ji esancio PCP donoro ir uz jo
esanCio PCP akceptoriaus. Kai kuriais atvejais, ypa¢ kondensacijos pradzios domenuose

naudojamas substratas, kuris nesirisa prie PCP (Miller ir Gulick, 2016).
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Adenilinimo domenas

Neribosominiy peptidy sintetaziy adenilinimo domenai atlieka pagrindinj vaidmenj
peptidy biosintezéje. Adenilinimo domenas, tai pirmasis domenas, su kuriuo susiduria substratas
pries prijungiant jj prie atsirandancio peptido produkto. Adenilinimo domenai katalizuoja dviejy
zingsniy reakcija (5 pav.), kuri aktyvuoja amino acil substratga kaip adenilatg. Po to seka
aminoriigsties perkélimas ant peptida pernesancio baltymo domeno pantateino kofaktoriaus (Miller

ir Gulick, 2016).

Adenilinimo R Adenilinimo
/RL domenas )\WO-AMP domenas
NGO,/ i el I / i R
ATP PPi holo-PCP  AMP +H3N/Hfs

O

5 pav. NRPS adenilinimo domeno katalizuojama reakcija pagal Miller ir Gulick (2016).
Peptida pernesancio baltymo domenas

Tai domenas, funkciniu pozitriu homologiskas ACP domenui, kuris dalyvauja
poliketidy ir riebaly riig§¢iy biosintezéje. Sie domenai (6 pav.), naudojami substraty ir peptidy
tarpiniy produkty judé¢jimui tarp skirtingy kataliziniy domeny. Peptida perneSancio baltymo
domenai yra maziausi NRPS domenai, paprastai tik 70-90 aminoriigsciy ilgio. PCP domenai turi
konservatyvig serino liekang, kuri tarnauja kaip kovalentinio modifikavimo vieta su fosfopanteteino
kofaktoriumi, kuris gaunamas i§ kofermento A. Fosfopanteteino grupés tiolis kovalentiSkai riSasi
prie aminoriigsties, opeptido substratas riSasi su aminoriigsties karboksi grupe (Condurso ir Bruner,

2012, Miller ir Gulick, 2016).

OH

SNy i \~ \/\ E
~ 070 I \/}O( SH

SH

6 pav. Fosfopanteteino kofaktoriaus prijungto prie PCP konservatyvios serino liekanos cheminé
struktiira pagal Miller ir Gulick (2016).
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Tioesterazés domenas

Paskutiniame NRPS modulyje, paskutinio kondensacijos domeno aktyvumas
katalizuoja peptido perkélimg ant aminoriigSties substrato (7 pav.), kuris prikabintas prie PCP
domeno galo. Norint atpalaiduoti peptidg ir atlaisvinti NRPS fermenta sekanciai sintezei,

tioesterazés domenas yra bitinas (Miller ir Gulick, 2016).

Tioesterazes
domenas

Ro

O
H

R, 0

_ o R,
+H3N\_)LN/HT0-
B, ©* O SH

7 pav. Tioesterazés katalizuojama reakcija pagal Miller ir Gulick (2016).
1.4. Urvai

Urvas — tai bet kokia nattrali ertmé, esanti po zemés pavirSiumi, kuri yra prieinama
zmogui. Urvai pasizymi ekstremaliomis gyvenimo salygomis, daznai labai ribotais maisto iStekliais,
kuriuos sukelia Sviesos trukumas, uzkertantis kelig augalams sintetinti svarbiausias organines
medziagas. IS kitos pusés, fiziniai parametrai dazniausiai btina Svelniis ir nusp€jami. Paprastai urvai
tesiasi per kelias zonas. ]é¢jimo zona - tai urvo pradzia, kuriai daug itakos turi iSorés salygos. Giliau
urve yra prieblandos zona, i kurig prasiskverbia tik ribotas kiekis Sviesos, iSorés salygos pamazu
pakeiciamos urvo saglygomis. Paskutinéje — giliojoje zonoje yra visiSkas Sviesos trikumas, §i zona

pasiZymi pastovia, zemesne temperatiira ir padid€jusia drégme (Ghosh ir kt., 2017, Northup, 2001).

Pirmajame S§io amziaus deSimtmetyje urvy mikrobiologija tapo augancia
tarpdisciplinine sritimi, kuri reikalavo mikrobiology, geology, chemiky pastangy spresti sudétingus
klausimus, susijusius su mikroorganizmy metabolizmu ir biogeochemija. Skirtingai nuo kity, maisto
medziagy trukumu pasizyminc¢iy aplinky, urvai dazniausiai yra lengvai prieinami. Urvai, kuriuose
néra saulés Sviesos, bei yra geologiskai izoliuoti nuo pavirSiaus energijos, turi tik labai nedidelius
energijos kiekius. Dauguma urvy yra senoviniai, nepakite, be sezoniniy kaity nuo laiky, kuomet
buvo suformuoti prie§ milijonus mety. Visgi, nepaisant to, kad urvai ekstremaliai oligotrofiniai, tai
nereiSkia, kad jie tusti, neturintys gyvybés. Paskaiciuota, kad paprastai ant urvy uolieny randama
apie 10° lasteliy grame. Tokia ekstremali oligotrofija ir salyginai geras prieinamumas paveréia urvus

idealia sausumos aplinka, kuri leidzia tirti mikroby prisitaikyma prie bado (Barton, 2007).
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Po pakartotiny filogenetiniy tyrimy urvuose pastebimas panaSus profilis su Simtais
bakterijy rasiy. Tokios didelés mikroorganizmy jvairovés nustatymas, esant bado salygoms, yra
paradoksas pagal bendrgsias ekologijos taisykles. Remiantis filogenetiniais urvuose gyvenanciy
mikroorganizmy tyrimais, manoma, kad yra trys pagrindiniai energijos keliai, kurie padeda jiems

augti. Energijos Saltiniai ir maistinés medziagos gali patekti kaip:

e Atmosferos dujos, pavyzdziui azotas, anglies dvideginis, tokios organinés molekulés, kaip
aromatiniai angliavandeniliai.

e Dirvozemio aromatiniai ir poliaromatiniai junginiai, kurie j sistemg patenka su pavirSiaus
vandeniu.

e Kaip pacioje uoloje esantys redukuoti metalo jonai, pavyzdziui manganas, gelezis.

Kiti, urvuose randami mikroorganizmai, gali mobilizuoti neorganinj fosfatg, oksiduoti
metang, vandenilj ir gauti energijos hidrolizuojant baltymus, lipidus ir kitas makromolekules, kurios
buvo atpalaiduotos mikroorganizmy bendruomenés, taip sukantis ratui ir leidziant perdirbti Sias

molekules (Barton, 2007)

Krubera-Voronja urvas

Krubera-Voronja urvas yra lokalizuotas Ortobalagano slényje, Arabikos masyve,
viename didZiausiy klin¢iy masyvy vakary Kaukaze. Arabika - tai iSskirtinis, aukSty kalny masyvas,
sudarytas 1§ dviejy daliy — virSutiné juros dalis ir Zemutiné kreidos kalkakmenio dalis (Klimchouk,
2009). Pirmgjj savo pavadinimg Krubera, urvas gavo Aleksandrui Kruberiui, urvy mokslo Rusijoje
pradininkui, atminti. Antrasis pavadinimas Voronja, kuris reiskia ,,varny urvas®, buvo duotas dél
urvo jéjime esanciy varny lizdy (Sendra ir Reboleira, 2012). Krubera-Voronja urvo i¢jimas yra
atvira, 60 m gylio Sachta, pirmg karta paminéta dokumentuose 1960 m. Gruzijos tyrinétojy.
Ankstyvieji tyrimai buvo vilkinami dél itin sunkiai prieinamos urvo angos. Paprastai urve labai
Salta, vandens temperatiira 100 metry gylyje yra 1,0° C ir létai kyla iki 7,2 °C 2000 metry gylyje.

Oro temperatura didesné vos keliomis desSimtosiomis laipsnio dalimis (Klimchouk ir kt., 2012).

1.5. Mikroorganizmy jvairové Krubera-Voronja urve

2015 m. Krubera-Voronja urve buvo nustatyti 24 bakterijy tipai. Jokiame kitame urve néra
uzfiksuota didesné bakterijy tipy jvairove. Nustatyta, kad gausiausios yra Proteobacteria (43 %),
Actinobacteria (27 %) filogenetinés grupés, Firmicutes (12 %), Bacteroidetes (5 %) ir
Acidobacteria (3 %). Armatimonadetes, Chlamydiae, Chlorobi filogenetinés grupés sudaré maziau

nei 1 %. Nepaisant to, kad méginiai buvo imti i§ vandens ir uolieny, i§ skirtingy urvo gyliy, bei
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daznai ir retai lankomy urvo viety, Proteobacteria, Actinobacteria ir Firmicutes visuose méginiuose

i8liko gausiausiomis filogenetinémis grupémis (Kieraité-Aleksandrova ir kt., 2015).

1.6. Antimikrobinés medZziagos urvuose

Sp¢jama, kad urvy aplinkose yra potencialiai daug daugiau neatrasty antibiotiky, nei
buvo manyta iki $iol. Sioms buveinéms skiriamas milziniskas démesys dél mikroorganizmy
Jvairovés, ir jy sugebéjimy sintetinti antimikrobines medziagas. Urvy buveinés pasizymi labai
ekstremaliomis gyvenimo sglygomis dél itin Zemo maisto medziagy kiekio. Svarbu tai, jog maisto
medziagy trikumas gali skatinti konkurencijg tarp mikroorganizmy sintetinant antibiotikus, arba
hidrolitinius fermentus. D¢l Siy priezas¢iy urvy mikroorganizmai laikomi potencialiu genetiniy
studijy ir naujy bioaktyviy junginiy sintezés mechanizmy Saltiniu (Cheeptham ir kt., 2013, Ghosh ir
kt., 2017).

D¢l didelio naujy vaisty atradimo potencialo, bioaktyvumo tyrimai urvuose prasidéjo
daugiau nei prie§ 30 mety ir tesiasi iki Siol. Per §j laikg urvai buvo istirti jvairiuose geografiniuose
regionuose, jskaitant Europa, Azija, Siaurés Amerika. Nepaisant §iy ilgy bioaktyvumo paiesky
urvuose, buvo identifikuota tik nedidelis skaiCius antimikrobiniy junginiy (1 lentel¢). Daugeliu
atveju, bioaktyviy junginiy cheminé prigimtis ir skai¢ius yra nezinomi (Ghosh ir kt., 2017). Zinomi

identifikuoti junginiai yra nurodyti 1 lenteléje:
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1 lentelé. Visi urvuose identifikuoti antimikrobiniai junginiai pagal Ghosh ir kt. (2017)

Urvas Bioaktyvus junginys Bioaktyvumas Taksonas
Cueva de los Murciélagos, Ispanija Peptidas A12-C Antibakterinis (Bacillus megaterium, Bacillus
Corynebacterium glutamicum, Mycobacterium licheniformis(kamienas
phlei, Sarcinasp.,), Priesgrybelinis (Microsporum A12;Firmicutes)
canis,Mucor mucedo, Mucor plumbeus, Sporothrix
schenckii, Trichophytonmentagrophytes). Jokio
aktyvymo pries testuotas Gram-neigiamas
bakterijas
Grotta dei Cervi, Italija Cervimicinai A-D Antibakterinis (*MRSA,*VREfaecalis). Streptomyces
tendae(Kamienas HKI
0179;Actinobacteria)
Miroc kalno urvas, Serbija Undecilprodigiozinas Antibakterinis (Bacillus subtilis, Micrococcus Streptomycessp.
luteus, Pseudomonasaeruginosa), Priesgrybelinis (kamienas
(Candida albicans), Antioksidacinis, JS520;Actinobacteria)
imunosupresantinis aktyvumas, apoptoze
sukeliantis aktyvumas vézinése lastelése,
apsaugines savybés nuo UV
Chonggqing miesto urvas, Kinija ksiakemicinas A Antibakterinis (Enterococcus faecalis, Streptomycessp.
Enterococcus faecium,Staphylococcus aureus, (kamienas CC8-

Francthi urvas, Graikija

Graikijos urvai

Lipidai

Lipidai

Staphylococcus epidermidis),
Priesgrybelinis(Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus
laurentii), citotoksinis (plauciy vézys, kriities vézys,
hepatoma, gimdos kaklelio vézys, gaubtinés Zarnos
vézys, neuroblastoma, prostates vézys).
Antibakterinis (*MRSA, meticilinui jautrts
Staphylococcusaureus,*VREfaecalis,*VREfaecium,
vankomicinui jautriis Enterococcusfaecalis). Néra
aktyvumo pries testuotas Gram-neigiamas
bakterijas

Antibakterinis (*MRSA, meticilinui jautriis
Staphylococcus
aureus,*VREfaecalis,*VREfaecium, vankomicinui
jautriis Enterococcus faecalis). Néra aktyvumo
pries testuotas Gram-neigiamas bakterijas

201;Actinobacteria)

Toxopsis
calypsus(kamienas
ATHU-CY
3314;Cyanobacteria)

Phormidium
melanochroun(kamienas
ATHU-CY
3315;Cyanobacteria)
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1 lentelés tgsinys

Bolshaya Oreshnaya urvas,Siberia, Russia

Krubera-Voronja urvas, Abkhazia,Gruziija

Krubera-Voronja urvas, Abkhazia,Gruzija

Junginiy miSinys:
ciklodisidinas D,
chaksalaktinas B,
stilisazolas B,
giroforo rtigstis

Junginiy miSinys:
1,2-
benzendikarboksi
rugstis, 2-
metilpropilas, 1,2-
benzen dikarboksi
rugstis, diizoktilo
esteris, dibutil
ftalatas, 2,4-di-tert-
butilfenolis
Junginiy miSinys:
gancidinas W,
ciklo(L-prolil-D-
phenilalanil); 1,2-
benzendikarboksi
rigstis, dizoktilo
esteris, 1,3-dimetil
benzenas.

Gram-negiamos bakterijos, Antibakterinés (Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas putida),
priegrybelinés (Candida albicans).

Antibakteriniai (Bacillus thuringiensis,
Brevibacillussp., Micrococcusluteus,
Paenibacillussp.). Néra aktyvumo pries testuotas
Gram-neigiamas bakterijas.

Antimikrobinés (Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis, Brevibacillussp., Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus, Paenibacillussp.,Rhodococcus
equi,Staphylococcus
aureussubsp.aureus,Streptomycessp.)Néra
aktyvumo pries testuotas gram-neigiamas
bakterijas.

Streptomyces sp.
(kamienas IB
2014/1/78—

8;Actinobacteria)

Bacillussp. (kamienas
1410WF1-TSA30-
2;Firmicutes)

Bacillaceae bacterium
(kamienas 1350R2-
TSA30-6;Firmicutes)
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IS lentelés matyti, jog bioaktyvis junginiai, rasti urvuose pademonstravo aktyvuma
prie§ pagrindines patogenines bakterijas — Gram-teigiamas (Bacilluscereus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Listeria monocy-togenes, Mycobacterium phlei, Paenibacillus larvae,
Staphylococcusaureus, Staphylococcus epidermidis) ir Gram-neigiamas (Acinetobacter baumanii,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas oryzae), pries
grybus (Aspergillus niger, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Cryptococcus laurentii, Fusarium verticillioides, Microsporum canis, Mucor mucedo, Rhodotorula
mucilaginosa, Sporothrix schenckii, Trichophyton mentagrophytes) ir vézines lasteles. Kai kuriuose
antimikrobiniy medZziagy miSiniuose buvo antibiotiky. Pavyzdziui, Streptomyces genties, 1B
2014/1/78-8 kamienas, kuris produkuoja chaksalakting, ansamicino tipo poliketida. Bacilaceae
bakterijos kamienas 1350R2-TSA30-6 produkavo ciklinius dipeptidus ganciding W ir ciklo (L-
prolil-D-fenilalanilg). Nors kai kurie i§ paminéty bioaktyviy junginiy buvo identifikuoti
mikroorganizmuose, gyvenanciuose ne urvuose, pavyzdziui, nustatyta, kad undecilprodigiosinas yra
sintetinamas tiek Gram-teigiamy, tiek Gram-neigiamy bakterijy, taciau buvo rasta ir naujy

antibiotiky. Vieni tokiy cervimicinai A-D, ksiakemicinas A (Ghosh ir kt., 2017).

Pazymima, jog urvy potencialas néra iSnaudotas ir akivaizdu, kad tai itin turtingas
naujy bioaktyviy junginiy Saltinis, kuris potencialiai gali biiti naudingas biotechnologijose
(Lamprinou ir kt., 2015). Taigi, atrasti ir identifikuoti mikroorganizmus, kurie gali sintetinti naujas
bioaktyvias medziagas kovai prie§ dabar esancius ir atsirasianius atsparius infekcinius agentus yra

svarbiau nei bet kada anksciau (Cheeptham ir kt., 2013).
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SANTRAUKA

Zmogui patogeniskos bakterijos vis sparéiau jgyja atsparuma antimikrobinéms
medziagoms. D¢l Sios priezasties ieSkoma naujy naturaliy bioaktyviy medziagy. Biitent urvai dél
juose esanciy oligotrofiniy salygy yra laikomi puikiu naujy antimikrobiniy medziagy Saltiniu.
Pastaryjy deSimtmeciy tyrimai parodé, jog urvuose aptinkami mikroorganizmai geba sintetinti
antrinius metabolitus, kurie gali slopinti patogeny augima. Sie antriniai metabolitai — antibiotikai,

galintys padéti jveikti atsparumg jgijusius mikroorganizmus.

Sio darbo metu buvo vykdoma antimikrobiniy medZiagy sintezés geny paieska
kamienuose, kurie ankstesnés mokslinés grupés darbuose pasizyméjo fenotipiniu antimikrobiniu
aktyvumu. Taip pat buvo atlikta pasirinktuose kamienuose aptikty bioaktyviy medziagy sintezés

geny kokybiné ir kiekybiné raiSkos analizé.

Atlikus geny paieska nuspresta dirbti su 3 kamienais — VR1, VRS ir VR26. Siy
kamieny filogenetiné analizé parodé, jog VR1 kamienas priklauso Rhodococcus genciai ir yra
artimiausias Rhodococcus erythreus ir Nocardia coellaca risims. VRS kamienas priklauso
Pseudomonas genciai ir yra artimiausias Pseudomonas frederiksbergensis riisiai, o VR26 kamienas
priklauso Arthrobacter genciai ir yra artimiausias Arthrobacter sulfureus risiai. Atlikus kokybine
raiSkos analiz¢ paaiSkéjo, jog antimikrobiniy medziagy sintezés geny ekspresija vyko visuose 3
kamienuose, visose augimo stadijose, nepriklausomai nuo mitybinés terpés turtingumo. Kiekybing
raiSkos analize¢ buvo pasirinkta atlikti su VR26 kamienu. Nustatyta, jog silpniausiai geno raiska

buvo vykdyta eksponentinio augimo metu, efektyviausiai — stacionaro metu.
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SUMMARY

Human pathogenic bacteria are increasingly gaining antimicrobial resistance. For this
reason, new natural bioactive substances are being sought. Caves, because of their oligotrophic
conditions, are considered to be an excellent source of antimicrobials. Studies over the past decades
have shown that the microorganisms detectable in caves are able to synthesize secondary

metabolites which might inhibit the growth of pathogens.

During this work, the search of genes for the synthesis of antimicrobials was carried
out in strains characterized by phenotypic antimicrobial activity in the previous scientific group.
Qualitative and quantitative expression analysis of the genes for the synthesis of the bioactive

substances in selected strains was also performed.

After gene search, it was decided to work with 3 strains - VR1, VRS and VR26. The
phylogenetic analysis of these strains showed that the VR1 strain belongs to the Rhodococcus genus
and is closest to the species Rhodococcus erythreus and Nocardia coellaca. The VRS strain belongs
to the genus Arthrobacter and is the closest to the species Arthrobacter sulfureus, and the VR26
strain belongs to the genus Pseudomonas and is closest to the species Pseudomonas
frederiksbergensis. The qualitative analysis of the expression revealed that the expression of the
genes for the synthesis of antimicrobials took place in all 3 strains, at all stages of growth,
independently to the richness of the nutrient medium. For quantitative expression analysis VR26
strain was selected. It was found that the weakest expression of the gene was carried out during

exponential growth, most effectively during stationary growth.
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