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IVADAS

Sparc¢iai auganti zmoniy populiacija, ekonomika, besikeifiantis pozilris ] gyvenima,
paieska alternatyviy energijos, produkty gavybos budy bei didéjantys poreikiai spartina ir
mokslo Saky, naujy sri¢iy formavimasi ar jau esamy augima. Viena tokiy yra biotechnologija,
kuri per pastaruosius kelis deSimtmecius apjuosé jvairias pritaikymo sritis. Kalbant apie
biotechnologijas deréty paminéti vienus svarbiausiy S$ios srities jrankius - fermentus.
Fermentai yra biologiniai katalizatoriai, kurie paspartina katalizuojamos reakcijos greitj iki
tukstancio karty. XX a. pramoniniuose procesuose dazniausiai buvo naudojami cheminiai
katalizatoriai, taciau identifikavus ir iSgryninus jvairius fermentus, Sie sparciai pakeité dalj
cheminiy katalizatoriy dél unikaliy savo savybiy, t.y., bioskaidumas, regio- ir sterio-
specifiSkumas, veikimas Svelnesnése reakcijos salygose ir kt. Taciau, dalis cheminiy
katalizatoriy vis dar iSlicka nepakeisty dél riboty rekombinantiniy baltymy sintezés
galimybiy. Daznai fermentai yra sintetinami neefektyviai, gamybos lygis zemas ar gaminamas
baltymas yra neaktyvios biisenos.

Ne iSimtis tapo ir visai neseniai pradétos tyrinéti bakterinés P-karboanhidrazes. Kaip ir
kity septyniy karboanhidraziy Seimos (a-KA, y-KA, 8-KA, (-KA, n-KA, e-KA, 1-KA)
atstovai, p-KA katalizuoja grjztamaja CO; hidratacijos/dehidratacijos reakcija. Pastaruoju
metu iSaugo susidoméjimas P-KA dél unikalios savybés fiksuoti atmosferinij CO, beli
galimybés anglies dvideginj konvertuoti j aukStesnés pridétinés vertés produktus, pavyzdZiui,
akrilatus, polikarbonatus, metang, statybines medziagas, poliuretang. B-karboanhidrazé atrodo
kaip itin patrauklus fermentas pramoniniuose biotechnologijos procesuose, taciau platesnis
pritaikymas yra limituojamas pacio rekombinantinio baltymo sintezés, néra efektyvios raiskos
sistemos.

Minétoji problema galéty biti iSsprendziama, naudojant mieles Saccharomyces cerevisiae
arba Pichia pastoris kaip $eimininka heterologiniy baltymy raigkai. Siy mieliy naudojimas
baltymy sintez¢je suteikia nemazai privalumy: galima naudoti oF signalinj peptida, kuris
uztikrinty tikslinio baltymo sekrecija | uZlasteling terpe, greitas lgsteliy augimas - per trumpg
laikg pasiekiamas uZsibréztas lasteliy tankis, neturi pirogeny, galimybé naudoti tiek
episominius, tiek integratyvinius raiSkos vektorius bei yra pripazintos kaip GRAS
organizmas. Todél Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti f-karboanhidrazés geno raiskg bei baltymo

sekrecijg j uzlgsteling terpe mieliy S.cerevisiase ir P.pastoris sistemose.



Darbo tikslas:
Istirti ir palyginti Bacillus mojavensis B-karboanhidrazés geno S-cab raiSkg bei B-KA baltymo

sekrecijg keliuose mieliy Saccharomyces ir Pichia genciy kamienuose.

Darbo uzdaviniai:

e jvertinti heterologinio S-cab geno raiskag bei B-KA baltymo sekrecija mielése
Saccharomyces cerevisiae;

e jvertinti heterologinio S-cab geno raiska bei B-KA baltymo sekrecija mielése Pichia
pastoris.



SANTRUMPQOS
AA-BAA — akrilamidas-bisakrilamidas
Amp — ampicilinas
APES — 3-aminopropiltrietoksilanas
APS —amonio persulfatas
dCTP — deoksicitozino trifosfatas
dH,O — dejonizuotas vanduo
DTT — ditiotreitolis
EDTA — etilendiaminotetraacto riigstis
EPG1 — endopoligalakturonazés signalinis peptidas
EtBr — etidzio bromidas
EtOH — etanolis
FDH — formaldehidas
FDHazé — metano rugsties dehidrogenazé
G418 — geneticinas
GTE — gliukozés/Tris/EDTA tirpalas
HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné riigstis
YEPD — mieliy ekstrakto/peptono i$ sojy pupeliy/gliukozés mitybiné terpé
YEPG — mieliy ekstrakto/peptono i§ sojy pupeliy/glicerolio mitybiné terpé
YEPGal — mieliy ekstrakto/peptono i$ sojy pupeliy/galaktozés indukciné terpé
YEPM — mieliy ekstrakto/peptono i§ sojy pupeliy/metanolio indukciné terpé
YNB — mieliy azoto bazé
JSA — jaucio serumo albuminas
KA — karboanhidrazé
LB terpé — Luria-Bertani terpé
MD - gliukozés/YNB/amonio sulfato mitybiné terpé
MeOH — metanolis
NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidiné elektroforezé
OAA - oksalo acetatas
PEG - polietilenglikolis
PEPCazé — fosfofenolpiruvato karboksilazeé
PGR — polimeraziné grandininé reakcija
PMSF — fenilmetilsulfonilflouridas
p-NFA — p-nitrofenilo acetatas
PU — poliuretanas
Rnazé A/T1 — ribonukleazé A/T1
TAE — Tris/acto r./EDTA buferinis tirpalas
TE — Tris/EDTA buferinis tirpalas
TEMED — N,N,N*,N*-tetrametilen-1,2-diaminas
Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolis
oF — oF signalinis peptidas
p-cab — B-karboanhidrazés genas



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biotechnologija
Pastarojo Ssimtmecio mokslo raida, naujy inovatyviy idéjy atsiradimas bei didéjantys

visuomenes poreikiai stipriai prisidéjo prie jvairiy mokslo Saky susiformavimo. Viena tokiy
buvo biotechnologijos. Si mokslo sritis apjungé jvairias chemijos, biologijos, fizikos,
biochemijos bei genetikos dogmas [1]*. Pati biotechnologijos savoka reiskia gyvyju
organizmy, jy komponenty arba biologiniy produkty pritaikyma naujy farmaciniy, maistiniy
medziagy ir kity produkty gavyboje. IS esmés, tai yra Saka, be kurios kasdieninis Zmoniy
gyvenimas jau tampa sunkiai jsivaizduojamas (Verma et al., 2011). Biotechnologija per
paskutiniuosius kelis deSimtmecius taip placiai i$sivysté, jog susiformavo jos skirstymas j
mazesnes Sakas: raudonoji, baltoji, zalioji, mélynoji ir kt. (Matyushenko et al., 2016).

Raudonoji biotechnologija (medicininé) - procesas, kurio tikslas yra pagerinti Zmoniy
sveikatos priezitirg ir gydyma, naudojant organizmus, jy komponentus ar produktus (Evens ir
Kaitin, 2015). Si biotechnologijos $aka suformavo naujas gydymo galimybes, kuriy pagalba
pazabojamos létinés, mirtinos ligos, kuriami nauji diagnostikos metodai. Prie to stipriai
prisidéjo antibiotiky, antimaliariniy junginiy, imunoterapiniy junginiy bei $iuolaikiniy
vakciny sukairimas (Akhondzadeh, 2014; Gartland et al., 2013). Vienas i§ ankstyvosios
stadijos raudonosios biotechnologijos vystymosi pavyzdziy galéty bati A. Flemingo 1928 m.
atrastas antibiotikas penicilinas, kurj produkavo pelésis Penicillium notatum. Ypa¢ didelé
antibiotiko nauda buvo jauc¢iama antrojo pasaulinio karo metu, kuris padéjo iSgydyti jvairias
bakterines infekcijas, atsiradusias po suzeidimy (Tan ir Tatsumura, 2015)

Baltoji biotechnologija (pramoniné) - gyvy organizmy ir/ar jy fragmenty, pvz. fermenty,
panaudojimas, siekiant sukurti jvairius biogristus junginius ir medziagas, kurie priklausomai
nuo panaudojimo srities pasizymeéty geresnémis organoleptinémis savybémis, galbiit biity
bioskaidis, jy gamyba reikalauty maZziau energijos ar gamybos procesuose susidaryty maziau
Salutiniy produkty. Pavyzdziui, biotechnologiskai gaminant skruzdziy ir laktato ruigstis, yra
suvartojamas mazesnis energijos Kiekis, taip pasiekiama mazesné Salutiniy dujy emisija
(Hermann et al., 2007; Barcelos et al., 2018; Frazzetto, 2003).

Meélynoji biotechnologija (vandenyny) - juros biologiniy resursy panaudojimas
industriniais, medicininiais ir aplinkosauginiais tikslais: ieSkoma naujy farmaciniy preparaty,

cheminiy produkty, fermenty ar kity medziagy bei jy taikymo biidy jvairiuose procesuose

! The 3rd International Conference on Biological Sciences and Biotechnology. IOP Conf Ser: Earth Environ Sci.
2018;130:011001
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(Thakur ir Thakur, 2006). Daznai fermentai, i$skirti i$ Zuvy ar jiiros mikroorganizmy
pasizymi iSreik§tomis geresnémis savybémis nei tradiciniai fermentai, pvz., geba islaikyti
savo funkcijg ekstramaliose temperatiirose bei pH. Pavyzdziui, zuvies baltymas kolagenas
iSlaiko savo aktyvumg 28 °C temperatiiroje, 0 kolagenas iS kiaulés odos — 37 °C, ir tai suteikia
galimybg ji naudoti Zemai temperatiirai jautriuose procesuose (Rasmussen ir Morrissey, 2007;
Seneratne et al., 2006).

Zalioji biotechnologija (agro) - apibréziama kaip gamtai draugisky, biologiniy analogy ir
metody panaudojimas augalo, dirvozemio savybiy gerinimui. Déka Zaliosios biotechnologijos
atsirado galimybé auginti augalus tvariai, t.y., per padidintg fotosintezés aktyvuma, anglies
sekvestracijg bei sumazintg cheminiy trasy naudojima. Pavyzdziui, kiekvienais metais apie
120 min. tony azoto yra fiksuojama cheminiy procesy déka, net 80 % $io fiksuoto azoto yra
panaudojama kaip traSy Saltinis zemés tikyje, taciau tik maza dalis jo yra jsisavinama. Didzioji
dalis azoto, net apie 66 %, prarandama per azoto oksido formas, kurios taip pat prisideda prie
siltnamio efekto susidarymao, ar per tirpius nitratus, kurie patenka j gruntinius vandenis.
Galima iSeitis - pasitelkus biotechnologinius jrankius sukurti augalus, kuriems azoto trasy
poreikis bty mazesnis (Yevale et al., 2018; Yashveer et al., 2014; Rogers ir Oldroyd, 2014).

Kaip minéta anksciau, fermentai yra placiai pritaikomi jvairiy procesy spektre, ne iSimtis
ir polimery sintezé. Fermenty katalizuojamos reakcijos pasizymi aukstu enantioselektyvumu,
regioselektyvumu, stereoselektyvumu bei chemoselektyvumu. Sie selektyvumai lemia, kad
fermentinio proceso metu yra gaunama tiksliai apibrézta sintetinamo polimero struktara
skirtingai nei jprastos chemingés sintezés budu. Fermentiné reakcija vyksta $velniomis
saglygomis, néra naudojami toksiSki reagentai ir tai stipriai prisideda prie tvarumo uztikrinimo
bei mazesnio iSkastiniy iStekliy naudojimo (Kadokawa ir Kobayashi, 2010). Be to, fermenty
pritaikomumas polimery sintezéje yra neatsiejamas ir nuo plataus jy katalizuojamy reakcijy
spektro, nuo oksidacijos-redukcijos iki cheminiy grupiy perkélimo i§ vieno junginio j kitg
(Zavada et al., 2016).

Fermentiné polimerizacija gali bati skirstoma j dvi grupes:

i) Polimerizacija in vivo. Siuo atveju, yra naudojami organizmai, kurie gamina tam tikra
polimera, naudodami specifinius substratus. Kaip pavyzdys galéty biiti E.coli bakterijy
vykdoma polimero poli-4-hidroksibutirato (1.1 pav.) sintezé, naudojant ksiloze, kaip
substratg Igsteliy augimui, bei poli-4-hidrobutirato prekursoriy natrio 4-hidroksibutiratg
(Le Meur et al., 2013).



Acetatas

/O

HO' Y o

é \\ o
OH o AY -
Gliukozé Y © —_ )k OrfZ M
7‘ g—CoA 'SCoA OH

OH

o
Piruvatas Acetllo kofermentas A 4-hidroksibutirato kofermentas A Poli-4- h1dr0k31but1ratas

O/
4-hidroksibutiratas
OH
stozc
Krebso ciklas > Biomase/CO,

1.1 pav. Hipotetinis poli-4-hidroksibutirato sintezés kelias i§ natrio 4-hidroksibutirato E.coli.
Rodykliy raudona spalva Zymi poli-4-hidroksibutirato akumuliacijos fazg, mélyna spalva zZymi
augimo fazg. RRS — riebaly rugsciy sintezé; OrfZ — 4-hidroksibutirato kofermento A transferazé;
PhaC — polihidroksialkanoato sintazé (adaptuota pagal Le Meur et al., 2013)

i)Polimerizacija in vitro. Pastaruoju atveju, fermentai yra i$skiriami i§ mikroorganizmy,
tokiy kaip bakterijos, mielés bei patalpinami j organing-substratine terpe, siekiant vykdyti
katalizing reakcija. Pavyzdziui, fermentas celiulazé isskirtas i§ Trichoderma viride

katalizuoja celiuliozés sintezg (1.2 pav.) (Kobayashi, 2005).

OH
Cellulaze OH
%kﬂ / buf ° N o
CH,CN / buferis o)
O HO OH oH /,

B-D-celobiosilo flouridas Sintetiné celiuliozé

1.2 pav. Sintetinés celiuliozés sintezés schema (adaptuota pagal Kobayashi, 2005)

Nors gamtoje yra aptinkamos septynios skirtingos fermenty klasés, taciau tik trys is jy gali
vykdyti polimerizacija in vitro t.y., oksidoreduktazés, transferazés bei hidrolazés (Kadokawa
ir Kobayashi, 2010).

e Hidrolazés yra placiausiai naudojama fermenty klasé pasaulyje. Dazniausiai Sios klasés
fermentai katalizuoja hidrolizg, taciau dél jy plataus specifiskumo ir galimybes vykdyti
Kitokias reakcijas, yra naudojami ir jvairiy polimery, polisacharidy, poliesteriy sintezéje
(pvz., fermentai lipazé, glikozidazé, kt.). Konkretus pavyzdys galéty buti dietilo aspartato
polimerizacija, kurig katalizuoja lipazé B i§ Candida antarctica (1.3 pav.) (Kobayashi ir
Uyama, 2019).

o™\
(o]
O
Llpaze B
0\/ O\/ + H A\
N O/\
Dietilo L-aspartatas Polimerai

1.3 pav. Lipazés B katalizuojama dietilo L-aspartato polimerizacija
(adaptuota pagal Kobayashi ir Uyama, 2019)



e Antra pagal dydj fermenty klasé¢ savo svarba rinkoje yra oksidoreduktazeés. Sie fermentai
vykdo oksidacijos bei redukcijos reakcijas. Oksidoreduktazés itin gerai katalizuoja
fenoliniy junginiy, aromatiniy aminy oksidacija, kurie inicijuoja polimerizacija (1.4 pav.)
Labiausiai polimery sintezéje tyrin¢jami fermentai yra lakazé bei peroksidazé (Uyama,
2019; Attieh, 2016).

OH OH

Lakazé

HO HO

Rezorcinolis Poli(rezorcinolis)

1.4 pav. Rezorcinolio polimerizacija vykdoma lakazés (adaptuota pagal Sun et al., 2013)

e  Transferazés - vykdo jvairiy cheminiy grupiy pernesg nuo vieno junginio ant kito.
Svarbiausi fermentai polimery, tokiy kaip poliesteriy, polisacharidy, poliizopropeno
sintezéje yra poliesterio sintazé, transgliutaminazé bei fosforilazé. Kaip konkretus
pavyzdys galéty biiti fosforilazés panaudojimas, siekiant susintetinti amilozg i§ substraty
maltooligosacharido bei gliukozés-1-fosfatas (1.5 pav.) (Kadokawa, 2012; Van der Vlist
ir Loos, 1970).

OH

o
\\ & +
HO /p HO
HO OHO :%%O;{ %@Q /\gew
HO
Gliuozes-1-fosfatas Maltooligosacharidas

0]

Fosforilaze H
1

o—p—0
H OH %OH le
oH/>0 2

n+l o

Amiloze Neorganinis fosfatas

1.5 pav. Amilozés sintezés schema, vykdoma fermento fosforilazés
(adaptuota pagal Nishimura ir Akiyoshi, 2016)

Nors pradéta taikyti fermentiné polimerizacija per pastarajj dvideSimtmet] stipriai praplété
polimery sintezés galimybes, taciau Siuo metu tik maza dalis polimery gali bati susintetinami
biotechnologiniy metody pagalba (Kobayshi, 2007). Pavyzdziui, poliuretano (PU) sintezei
niekada nebuvo pritaikyti fermentai.
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1.2 Poliuretanas (PU)

Pirmg kartg poliuretang susintetino O. Bayer 1930 m. Farbene-Leverkuzene is alifatinio

diizocianto bei glikolio (1.6 pav.). Jau 1945-1947 m. §is polimeras tapo komerciskai

prieinamas ir buvo naudojamas elastomery bei klijy gamyboje.

=NOCH2ON=C:O + HO——CH,—CH,—OH

Diizocianatas l Poliolis
I 0
Poliuretanas

1.6 pav. Poliuretano sintezés schema (adaptuota pagal Akindoyo et al., 2016)

Dar po desimtmecio buvo sukurtas lanksc¢iomis, kietomis savybémis pasizymintis PU. Nuo

Sio laikotarpio PU pritaikymas sparéiai augo ir apémé daugelj sri¢iy - medicinos, automobiliy,

baldy, dazy pramonés Sakas bei kt. (Brilhante, 2008). Be to, PU pasizymi ir puikiomis

savybémis, kurios daro jj dar patrauklesnj skirtingoms pramonés sritims (Reisch, 1990), nes:

>

YV V VYV V

neturi aplinkai zalingy lakiyjy junginiy;

i$siskiria didele tempiamaja jéga bei auksta lydymosi temperatiira;

pasizymi puikiomis adhezinémis savybémis daugelio medZiagy atzvilgiu;

néra skaidomas vandens, aliejy bei jvairiy tirpikliy.

PU (porolonas) yra lankstesnis bei mazesnio tankumo nei anks¢iau naudoti polimerai

automobiliy detaliy gamyboje.

Pastaruoju laikotarpiu vél pradedama gilintis j mechanines, fiziologines, chemines PU

savybes bei galimas biologines zaliavas, siekiant dar i$plésti jo pritaikymo ribas. Reik§mingi

tyrimai atlieckami gamybos procesuose, kei€iant pradines zaliavas, jy gamybos procesy

parametrus ar tiesiog ieSkant alternatyviy sintezés budy (Akindoyo et al., 2016). I§ esmés PU

struktiira bei savybés priklauso ne tik nuo pradinés zaliavos, bet ir nuo polimerizacijos

metodo, faziy atskyrimo laipsnio, morfologijos, kristalizacijos laipsnio, vandeniliniy rysiy

skaiciaus bei kity sudétiniy komponenty, pateikty 1.1. lenteléje (Jiang et al., 2018).
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1.1. Lentelé. Svarbiausi PU
Akindoyo et al., 2016)

sintezés komponentai bei jy naudojimo priezastys (adaptuota pagal

Komponentai Naudojimo prieZastis
Izocianatas Atsakingas uz PU reaktyvuma bei kietéjimo savybes
Polioliai Reikalingi minks$ty elastiniy PU produkcijai

Katalizatoriai

Pagreitina reakcija tarp polioliy ir izocianato bei leidZia reakcijai vykti Zemoje
temperatiroje

Plastifikatoriai

SumaZina medZiagos kietuma

Pigmentai LeidZia pagaminti spalvotas PU medZiagas
Grandinés Leidzia atlikti PU molekulés strukttrines modifikacijas bei uZtikrina
prailgintojai mechaninj stabiluma

UZpildo medZiagos

SumaZina gamybos kastus bei pagerina tokias medZiagos savybes kaip

standumas, tempiamoji jéga

Surfaktantai Reikalingi PU puty gamybai. kontroliuoja burbuliuky susidaryma bei puty
struktiirg sintezés metu
Antipirenai SumaZina medZiagos deguma

Duminimo slopikliai Sumazina isskirianm dumuy kiekj PU degimo metu

Vienas pagrindiniy PU sintezés komponenty - izocianatas. Paprastai, izocianatai yra skirstomi
i bifunkcininius ir heterofunkcinius ar aromatinius ir alifatinius. Dazniausiai PU sintezéje yra
naudojami metileno difenilo, tolueno arba 1,6-heksametileno diizocianatai. I1zocianatas yra vienas
i§ dviejy pagrindiniy PU sintezéje naudojamy komponenty, taciau pastaruoju metu vis didéja
susirtipinimas dél Sio junginio toksiskumo bei galimos neigiamos jtakas gamtai bei zmogui, todél
ieSkoma naujy alternatyviy beizocianatiniy PU sintezés biidy, kuriy mokslingje literatiiroje jau yra
pateikiama (Akindoyo et al., 2016).

Viena galimy alternatyvy yra tvaraus PU gamyba i§ karboninto sojy pupeliy aliejaus, 3-
aminopropiltrietoksilano (APES) ir lignino. Siuo atveju, beizociantinis kelias apimty reakcija tarp
ciklinto karbonato su aminais (APES), kurios metu susidaro uretano monomerai. Toliau vyksta
§iy monomery polimerizacija su ligninu bei gaunamas tvarus poliuretanas. Atlikti tyrimai parodé,
jog naudojant §j sintezés metoda galima efektyviai gauti neizociantinj poliuretang, kuris
pasizyméty tiek elastinémis, tiek kietosiomis savybémis. Minimos savybeés priklauso nuo
naudojamo lignino kiekio bei proceso temperatiiros. Be to, panaudotos biomasés kiekis
poliuretano gamyboje siekia 85 % (1.7 pav.) (Akindoyo et al., 2016; Xu ir Ferdosian, 2017).
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H,C—0—C H,C—0—C 5 H,C 0—C——+— S
| o 0 | 9 I @) JC')LN .
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1.7 pav. Beizocianatinio poliuretano sintezés schema (adaptuota pagal Xu ir Ferdosian, 2017)
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Kartais PU sintezés procesuose yra naudojamas ir suslégtas atmosferinis anglies
dvideginis. Sis junginys yra svarbus epoksidy karbonilinimui. Deja, dar efektyvesnis CO;
panaudojimas yra ribojamas jo fiksacijos metody. Dabartiniai CO, fiksacijos metodai t.y.,
absorbcija j daleles ar skysc¢ius, mineraliné karbonizacija, slégio kaupimas, yra neefektyvis,
reikalinga ekstremali cheminé aplinka, auksta temperattira (Boone et al., 2013). Todél
akivaizdu, jog yra biitina alternatyvi sistema CO, fiksacijai, kartu tiesiogiai apjungiant ir
poliuretano gamyba.

Jdomi alternatyva ankstesnéje pastraipoje minétiems CO, taikymo PU sintezei budams,
yra gamtai draugiskas, nebrangus, selektyvus biomimetinis CO, sekvestravimo agentas -
metano rugsties dehidrogenazé (FDHaz¢) is Candida boidinii. FDHazé efektyviai katalizuoja
griztamaja metano riigities dehidratacija per NAD" regeneracija. Gautas grynas CO, kaip
Salutinis produktas toliau naudojamas redukciniame keto rtig§¢iy amininime, siekiant gauti
sintetines amino rtigstis. Taip pat buvo manyta, jog §] fermentg jmanoma pritaikyti CO,
fiksacijoje. Deja, véliau nustatyta, kad metano ragsties dehidrogenazé beveik neaktyvi
reversinéje reakcijoje (Beller ir Bornscheuer, 2014).

Kita alternatyva yra fermenty karboanhidraziy (KA) (EC 4.2.1.1) panaudojimas. KA yra
metalo fermentas, kuris katalizuoja grjztamajg CO; hidratacijos reakcijg. Taip pat nustatyta,
jog tam tikros Seimos KA gali katalizuoti ir jvairiy aldehidy dehidratacija bei esteriy hidrolize.
Pastaruoju metu, KA tampa lyderiaujanc¢iu kandidatu CO, sekvestracijoje, nes pats procesas i$
esmés néra brangus, fermentas gali biiti naudojamas daug karty, jis yra aktyvus drastiskomis
reakcijy salygomis (Boone et al., 2013; Ozdemir, 2009).

Zinoma, karboanhidraze galima apjungti j sistemas su kitais fermentais, kurios imituoty
tam tikras jau egzistuojancias biologines sistemas. Pavyzdziui, naudoti KA kombinacijoje su
fosfofenolpiruvato karboksilaze ar imobilizuoti kartu su ureaze. Abiem atvejais, KA
katalizuoty CO; hidratacijos reakcijg. Ureazés sistemoje, ureazé atlikty karbamido hidrolizg ir
kaip Salutinis produktas susidaryty CO,, kuris biity fiksuojamas karboanhidrazés. Véliau
pridéjus CaCl; susidaryty CaCOj3. Kalbant apie fosfofenolpiruvato karboksilazés (PEPCazés)
sistema, karboksilazé panaudoty karboanhidrazés fiksuotag CO, vandenilio karbonato formoje,
tolimesnei oksoloacetato (OAA) sintezei (1.8 pav.) (Castro et al., 2016; Chang et al., 2013).
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1.8 pav. CO; fiksacijos ir jsisavinimo schema, pagrista fermentinés sistemos naudojimu, kurig sudaro
KA ir PEPCazé (adaptuota pagal Chang et al., 2013)

1.3 Karboanhidrazés

Karboanhidrazés (KA, EC 4.2.1.1.) yra placiai gamtoje paplitusi metalo fermenty klasé,
aptinkama tokiuose organizmuose kaip zmogus, augalai, mielés, pirmuonys, diatomés bei
bakterijos. Nuo 1932 m., kai Brinkman ir jo kolegos aptikto pirmaja KA eritrocituose, yra
identifikuotos 8 genetiskai skirtingos karboanhidraziy Seimos: a-KA, B-KA, y- KA, §-KA, -
KA, n-KA, e-KA, 1-KA. Sios seimos tarpusavyje skiriasi kataliziniu kompleksu (1.2 lentelé)

bei tretine aminortgscéiy struktira (Jensen et al., 2019; Supuran ir Capasso, 2017).

1.2 lentelé. Karboanhidraziy aktyviojo centro struktiiros ypatumai
(adaptuota pagal Jensen et al., 2019; Supuran ir Capasso, 2017; Supuran, 2016)

KA $eimos Metalai aktyviajame centre Ligandai
o-KA Zn* His, His, His
B-KA Zn* His, Cys, Cys
v-KA Fe*?; Zn*% Co* His, His, His
3-KA Zn* His, His, His
¢-KA Cd*? Zn*% Co™ His, Cys, Cys
n-KA Zn*? His, His, Gly
o-KA Zn? His, His, His
1-KA Mn** _

Nors karboanhidrazés turi esminiy skirtumy ankséiau minétose struktiirose, taciau Visos
jos katalizuoja tg pacia grjztamaja CO, hidratacijos/dehidratacijos reakcija (1.9 pav.)
(Escudero-Almanza et al., 2012), kurios mechanizmas susideda i$ keturiy etapy:

o | etape vyksta vandens deprotonizacija. Aktyviajame centre esantis metalas
sgveikaudamas su vandens molekule sumazina jos pKa nuo 15,7 iki 7,0. Toks pKa
pokytis lemia vandens deprotonizacijg bei hidroksido jono sugeneravima.

e |l etape vyksta CO, sgveika su fermento aktyviuoju centru, taip CO, orientuojamas
tiksliai erdvéje, vélesnei reakcijai su OH'.
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e |l etape hidroksido jonas nukleofiliskai atakuoja anglies dvideginio karbonilo grupe¢ bei
susidaro bikarbonato jonas.

e |V etape vyksta bikarbonato jono pakeitimas vandeniu. Katalizinis centras yra
regeneruojamas, kai yra atlaisvinamas HCO; bei vyksta kitos vandens molekules

prisijungimas.
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1.9 pav. KA katalizuojamas CO, hidratacijos reakcijos mechanizmas (pagal Shekh et al., 2011)

Idomu, jog katalizuojamos hidratacijos reakcijos greitis yra nevienodas tarp skirtingy bei
ty paciy KA Seimy, egzistuojanciy skirtinguose Seimininkuose. I§ pradziy manyta, jog
aktyviausias identifikuotas fermentas buvo zmogaus eritrocity a-KA I, kuri pasizyméjo Kear =
1,40x10° s. Tagiau 2012 m. buvo nustatyta nauja termofilinés bakterijos
Sulfurihydrogenibium azorense karboanhidrazé, kurios aktyvumas buvo net 2,5 karto
didesnis, t.y. Kca= 4,40% 10%s?. Toks aktyvumo skirtumas sudomino ne tik mokslininky
grupes, bet ir pasirodé labai patrauklus pramonés atstovams, kurie jau seniai sieke jdiegti KA
pramoniniuose procesuose. Dél iy prieZasciy, §iuo metu, yra didinamos investicijos su tikslu
atlikti platesnius bakteriniy karboanhidraziy tyrimus bei jvertinti pritaikomumo galimybes
(Supuran ir Capasso, 2017; Vullo et al., 2012; De Simone et al., 2015).

Remiantis naujausiais moksliniais duomenimis, bakterijose yra aptinkamos trys
karbaonhidraziy Seimos: a-KA, B-KA ir y-KA. Taip pat atlikus bakterijy genomo analize
buvo pastebétas nejprastas bruozas, susijes su KA pasiskirstymu, t.y. vienose bakterijose buvo
aptikta tik vienos Seimos KA, antrose buvo nustatytos dvi KA Seimos, o treciose ir visos trys
KA Seimos (1.3 lentelé¢). Manoma, jog toks Seimy pasiskirstymas yra susijes su bakterijy
struktdiriniais ypatumais bei gyvenamaja aplinka (Supuran ir Capasso, 2015).
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1.3 lentelé. KA pasiskirstymas gramteigiamose ir gramneigiamose bakterijose (adaptuota pagal
Supuran ir Capasso, 2015)

1 Bakterijy riis Karboanhidraziy Seima

Neisseria gonorrhoeae o - -

Helicobacter pylori o

<= =

Gramneigiamos Escherichia coli -
bakterijos Haemophilus influenzae -

Brucella suis -

Vibrio cholerae o

Mycobacterium tuberculosis -

Gramteigiamos Clostridium perfringens -
bakterijos Bacillus subtilis -

Staphylococcus aureus -

™ T T T T, T ™ ™

R R R R 2 =

Pazymétina, jog a-KA yra paplitusios tik tarp gramneigiamy bakterijy. Dauguma tyréjy
grupiy tai sieja su periplazminio tinklo buvimu, kuris kaip barjeras ne tik apsaugo nuo galimo
aplinkos poveikio, bet ir riboja jvairiy medziagy patekima j lastelés vidy. Kadangi spontaniné
CO, difuzija vyksta gan neefektyviai ir netenkina metaboliniy procesy poreikio ribojanciose
augimo salygose, manoma, jog evoliucijos eigoje bakterijos prisitaiké ir evoliucionavo. Tali
siejama su pirmykstés karboanhidrazés sekos pakeitimais N-terminaliniame geno gale. Buvo
suformuota sekrecinio signalinio peptido seka, reikalinga baltymo sekrecijai j periplazming
ertm¢. Manoma, kad taip susiformavo nauja bakteriniy karboanhidraziy klasé - a-KAés,
lokalizuotos sekreciniame kompartmente, t.y. periplazminiame tinkle. Kita vertus, ne visos
gramneigiamos bakterijos turi a-karboanhidraze. Spéjama, jog tai priklauso nuo bakterijy
kolonizacijos vietos, jei aplinkos salygos néra ribojancios ar turin¢ios neigiamg jtakg bakterijy
iSgyvenamumui, a-KA Sioms bakterijoms tampa nebereikalinga, pakanka spontaninés CO,

difuzijos (Supuran ir Capasso, 2015; Supuran ir Capasso, 2017).

Bakterinés B-KA, y-KA yra lokalizuotos tiek gramteigiamy, tiek gramneigiamy bakterijy
citoplazmoje, kurioje fiksuoja difundavusj CO,, reikalingg pH homeostazei,
karboksilaziniams fermentams bei kitoms vidulastelinéms funkcijoms. Tac¢iau visai nesenai
pastebéta, jog kai kurios gramneigiamiy bakterijy B ir y karboanhidrazés, pvz., is Vibrio
cholera, Helicobacter pylori, Streptococcus salivarius, Methanosarcina thermophile
(archéja), kaip ir a-KA, turi N-terminaliniame gale signaling peptido seka, kuri galimai
reikalinga karboanhidraziy translokacijai per citoplazming membrang. Todél pasitlyta, jog ir
Sie fermentai, turintys signalinj peptida, galéty lokalizuotis periplazméje ertméje bei atlikti ta
pacia funkcija kaip ir bakterinés a-KA (Supuran ir Capasso, 2015; Supuran ir Capasso, 2016).

Kalbant apie struktiiras, bakterijy Neisseria gonorrhoeae (1.10 pav. A), Sulfurihydrogenibium
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yellowstonense, Sulfurihydrogenibium azorense ir Thermovibrio ammonificans ao-
karboanhidrazés yra vienintelés, kuriy tretiné strukttira buvo nustatyta bei charakterizuota.
Kristaliné analizé parodé, jog aktyvi a-KA yra monomerinés arba trimerinés strukttros.
Aktyvusis centras yra lokalizuotas gilioje ertméje, apsuptas hidrofobiniy ir hidrofiliniy
regiony. Hidrofiliné dalis dalyvauja protony transportavimo sistemoje, o hidrofobiné dalis yra
svarbi CO,, prisijungimui bei ligando atpazinimui. Katalizinis metalas yra cinkas, tetraedriskai
apsuptas trijy histidino aminortigs¢iy liekany bei hidroksido jono. Be to, termofiliniy bakterijy
karboanhidrazés yra termostabilios. Si savybé yra susijusi su struktiriniais ypatumais -
pasizymi didesniu antriniy struktiiry elementy bei jkrauty aminortigs¢iy liekany kiekiu (De
Simone et al., 2015; Supuran ir Capasso, 2017).

1.10 pav. Bakteriniy karboanhidraziy kristalinés struktiiros. (A) Neisseria gonorrhoeae o-
karboanhidrazé, (B) Methanosarcina thermophile y-karboanhidrazé, (C) Escherichia coli B-
karboanhidraze (https://www.rcsb.org/)

v-KA yra aptinkama tiek gramteigiamose, tiek gram neigiamose bakterijose (1.3 lentelé).
Deja, nei viena is y Seimos bakteriniy karboanhidraziy iki $iol néra charakterizuota, todél Sios
Seimos apibudinimui daznai remiamasi archéjy Methanosarcina thermophile y-KA kristaline
struktiira (1.10 pav. B). Sis fermentas akyvus kaip homotrimeras, kuriame yra trys aktyvieji
centrai, kiekvienas centry lokalizuotas tarp dviejy monomery. Aktyviajame centre dazniausiai
aptinkamas cinko jonas, ta¢iau kartais nustatomas ir gelezies jonas. Kaip ir a-KA atveju, taip
ir y-KA tetraedrinéje struktiiroje yra trys katalitinés histidino aminortgs¢iy liekanos. Be
minétosios triados, y-KA aktyviajame centre dél savo svarbos yra isskiriama glutamo rtigsties

liekana, kuri veikia kaip protony saudyklé (Kisker et al., 1996; Supuran ir Capasso, 2017).

Be anksciau auk$¢iau paminéty charakterizuoty a-KA ir y-KA, tyréjy grupés yra
charakterizavusios ir keletg bakteriniy B-KA kristaliniy strukttiry i$ tokiy organizmy kaip
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica
bei Vibrio cholera. Visy $iy mikroorganizmy -KA erdvinis susilankstymas yra
konservatyvus (1.10 pav. C) Pastebéta, jog kristalizuotos B-KA yra aktyvios kaip dimerai ar

tetramerai, su dvejais arba keturiais identiskais aktyviaisiais centrais. Aktyvusis centras yra
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lyg ilgas kanalas, kurio apacioje yra cinko jonas, tetracdriskai apsuptas dviejy cisteiny,
histidino bei vienos asparto aminoragsties liekany. Sios $eimos vienas i§ i§skirtiniy bruozy
yra aktyvumo priklausomybé nuo pH. Kuomet pH reik§mé yra Zzemesné nei 8,3, aktyviajame
centre esanti asparto aminoragsties liekana formuoja uzdarg aktyviojo centro biiseng, taciau
pasiekus didesne nei 8,3 pH reik§me, vyksta aspartato riigsties patraukimas is aktyviojo
centro, tuo pat metu koordinuojant ir artéjancig vandens molekule prie metalo jono. Tokie
jvyke pokyc¢iai lemia susidariusig atvirg aktyviojo centro buseng (Ferraroni et al., 2015;

Supuran ir Capasso, 2017).

Per pastaruosius keletg mety buvo sukaupta daug ziniy apie bakteriniy KA atlieckamas
funkcijas. Atlikti jvairiis tyrimai parod¢, jog KA aktyvumas yra svarbus bakterijy
metaboliniams procesams, pH homeostazei, jvairiy fiziologiniy funkcijy palaikymui bei
iSgyvenamumui. Pavyzdziui, Helicobacter pylori augimas riigstinéje skrandzio floroje yra
susijes su specifiniu adaptaciniu mechanizmu (1.11 pav.). Siame mechanizme svarbiausias
funkcijas atlicka du fermentai: ureazé bei karboanhidrazés. IS rugstinés aplinkos, t.y.,
skrandzio ] lastelés citoplazma patenka karbamidas. Tuomet yra vykdoma $io junginio
hidrolizé, kurig katalizuoja ureazg, ir kaip produktai susidaro NH3 bei CO,. Tolimesniame
etape yra naudojama f-karboanhidraze, kuri citoplazmoje vykdo dalies CO; hidratacija. Kita
dalis CO, difunduojasi j periplazma, kurioje jau tg pacig hidratacijos reakcija katalizuoja a-
KA. Hidratacijos proceso metu susidaro HCO3™ bei H jonai, o pastarasis dar naudojamas
NH," suformavime, taip reguliuojant bakterijy citoplazmos bei periplazmos pH. Tampa
akivaizdu, jog Siuose procesuose dalyvaujantys fermentai svarbis patekusiy rigsciy
neutralizavimui bei buferinés aplinkos palaikymui (Bury-Mone et al., 2008; Capasso ir
Supuran 2015).

Skrandzio liumenas

Periplazma

S
Citoplazma
’2NH3 & CO, «—— Urgja ‘

HZO—l E:EB

NH,"«<— NH; + H*<— H* + HCOy

1.11 pav. Helicobacter pylori specifinis adaptacinis,mechanizmas skirtas bakterijy isgyvenamumui
skrandZio floroje (adaptuota pagal Supuran ir Capasso, 2015)
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Karboanhidrazés svarba buvo nustatyta ir bakterijose E.coli. Bakterijos savo genome turi
tam tikra cyn operong, kuriame yra koduojami 3 genai: cynT (koduoja karboanhidrazg), cynS
(koduoja cianaze) bei cynX (koduoja nezinomga baltymg). Baltymas cianaz¢ katalizuoja
cianaty skaidyma, naudojant bikarbonata. Sio proceso metu kaip $alutinis produktas susidaro
CO,. Neegzistuojant jokiam fiksacijos budui, dél difuzijos lastelés prarasty dalj CO, Kadangi
CO,, yra svarbus ir bikarbonato susidaryme, mazéty ir pastarojo kiekis lastelése, sutrikty ir
cianazes veikla bei kiti procesai. Siuo atveju, E.coli yra prisitaikiusi, ji naudoja
karboanhidrazg, kuri fiksuoja CO», konvertuoja j bikarbonatg ir kompensuoja jo poreikj

(Guilloton et al., 1993).

1.4 B-KA raiskos sistemos

Kalbant apie fermenty taikyma, daznai uzmirStame apie esminius faktorius, kurie iki $iol
riboja jy efektyvy pritaikyma pramoniniuose procesuose. Vienas tokiy yra fermenty
stabilumas. Nestabiliis baltymai, prarade savo specifinj aktyvuma, neatlieka katalizuojamos
reakcijos. Antrasis, natiiraliai gamtoje baltymai yra produkuojami mazais Kiekiais,
pakankamais tik seimininko-mikroorganizmo reikméms patenkinti. I$ esmés nattraliai
produkuojamo baltymo iseiga yra per maza pramoniniams procesams (Gianfreda ir Scarfi,
1991; Ferrer-Miralles et al., 2015). Todél pastaruoju laikotarpiu intensyviai yra tiriamos
jvairios raiSkos sistemos, kurios pilnai patenkinty produkuojamy fermenty kiekio bei savybiy
poreikius pramonéje (Tagliavia ir Nicosia, 2019). Ne isimtis yra ir §iame darbe pirmg karta

tiriamos Bacillus mojavensis B-karboanhidrazés geno raiskos sistemos.

1.4.1 KA raiska bakterinése heterologiniy baltymy raiskos sistemose
Dazniausiai baltymy raiskos tyrimuose yra naudojamos sistemos Escherichia coli

bakterijose dél unikaliy ir mokslininky pageidaujamy E.coli savybiy rinkinio: greita augimo
kinetika ir pasiekiamas didelis lgsteliy tankis, naudojami mitybiniy terpiy komponentai yra
pigis, E.coli lengva transformuoti su egzogenine DNR (Jo et al., 2015). Ne isimtis tapo ir -
karboanhidrazés, kuriy produkcijai buvo pritaikytos E.coli raiskos sistemos (1.3 lentelé).
Pavyzdziui, Enterobacter sp. B-KA baltymo gamybos iseiga buvo pasiekta 2,4 mg/mL
(Eminoglu et al., 2016). Atrodyty, jog heterologiniy baltymy raiska E.coli sistemose yra
vienas geriausiy galimy varianty, kurie patenkinty poreikius pramong¢je. Deja, E.coli néra
pripazintas kaip GRAS organizmas, todél $i bakteriné sistema tinka tik tiriamiesiems tikslams

ar pradiniams technologijy komercializavimo etapams (Gomes et al., 2016).
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1.3 lentelé B-KA raiskos Sistemos

Seimininkas RaiSkos Raiskos kamienas ISeiga Saltinis
organizmas
Clostridium BL21(DE3)pLysS ir i Pander et al.,
autoethanogenum EDCM®636 2019
Bacillus sp. SS105 BL21(DE3) 1449 Ulmg Mag‘lesg‘(’)"fg' et
Malassezia restricta BL21(DE3) 1 mg/mL Del Pzrgtleget al.,
Thiomicrospira Dobrinski et
crunogena E coli BL21(DE3) i al., 2010
Helicobacter pylori BL21(DE3) i Chirica stal.
0,04-24 Eminoglu et

Enterobacter sp. B13 BL21(DE3)pLysS mg/mL al.. 2016
Azospirullum Kaur et al.,
brasilence BL2IMDE3)pLysS i 2009

. . Tengetal.,
Candida albicans Rossetta(DE3) - 2009

1.4.2 KA heterologinés raiskos sistemos mielése
Kadangi E.coli néra GRAS organizmas tai skatina ir toliau tyrinéti bei ieskoti

alternatyviy sistemy, kurios uztikrinty, ne tik aktyvios biisenos B-karboanhidrazés baltymo

produkcija, bet ir saglygoty auksta iSeigg. Deja, nors tyrimai vyksta intensyviai, taciau kol

kas nei viena mokslininky grupé nepateikia galimy alternatyviy varianty, efektyviai

minétojo baltymo raiskai. Kaip iSeitis galéty biiti jvairios eukariotinés raiskos sistemos,

kurios puikiai pritaikomos pla¢iam prokariotiniy baltymy spektrui. Vienos tokiy yra mieliy

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Pichia (Komagataella) pastoris raiskos
sistemos (Adivitiya et al., 2017).

Geriausiai istirtos yra mieliy S.cerevisiae raiskos sistemos. Skirtingai nei anks¢iau

minétos bakterijos E.coli, mielés S.cerevisiae toleruoja platy pH intervala, aukstas etanolio,

jvairiy cukry koncentracijas, yra atsparios osmosiniam slégio spaudimui, gali vykdyti

baltymy glikozilinima, turi oF signalinj peptida, kuris uztikrina baltymo sekrecija j

uzlasteling terpg, neturi pirogeny bei yra pripazZintos kaip GRAS organizmas. Mieliy

S.cerevisiae raiskos sistemos daznai naudojamos geny raiskos reguliacijos, jvairiy signaly

perdavimo, senéjimo, metabolizmo, 1asteliy ciklo kontrolés, uzprogramuotos Igsteliy

mirties, autofagijos tyrimuose (Baghban et al., 2019; Celik ir Calik; 2012). Be to, genetinés,

fiziologinés, fermentavimo zinios apie S.cerevisae suteikia galimybe ne tik tirti jvairias

biologines sistemas ir jy kelius, bet ir produkuoti rekombinatinius baltymus, tokius kaip

hiruding, insuling, glukagona, urato oksidaze (Baghban et al., 2019; Nielsen, 2013).

Pavyzdziui, naudojama S.cerevisiae raiskos sistema uztikrina Trametes versicolar lakazés
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geno raiska ir yra pasiekiama 210 mg/L baltymo iSeiga (limura et al., 2018). Taciau, Siy
mieliy raiskos sistemos taip pat susiduria su tritkumais, pvz., kai kuriy produkuojamy
baltymy iSeiga yra gana maza. Be to, produkuojami heterologiniai baltymai yra
hiperglikozilinti, taip ribojama jy sekrecijg j uzlgsteling terpe, sumazéja arba prarandamas
specifinis aktyvumas (Swinkels et al., 1993). Dar vienas triikumas yra susijes su
S.cerevisiae transformacijoje naudojamais episominiais rai§kos vektoriais. Daznai
episominés plazmidés yra nestabilios, transformuotos mielés jas praranda, taip nukencia
produkuojamo baltymo iseiga (Baghban et al., 2019).

Kitos, reciau taikomos mieliy raiskos sistemos - K.lactis. Pirma karta, K.lactis raiskos
sistema buvo panaudota jauc¢io chimozino produkcijoje (Vieira Gomes et al., 2018). Dabar
skai¢iuojama, jog §i sistema apima maziausiai 100 baltymy produkcija, tokiy kaip
Arabidopsis thaliana glioksilato reduktazé, pasiekta iseiga 2 g/L, Candida antartica lipazé A
- iSeiga 230 mg/L, Lactobacillus sakei sakazinas A - iSeiga 23 mg/L, kurie daznai naudojami
maisto bei farmacijos pramonéje (Chuzel et al., 2017; Spohner et al., 2016). Panasiai kaip ir
pries tai minétos mielés S. cerevisiae, K.lactis pasizymi pramoniniams procesams
patraukliomis savybémis: neturi pirogeny, yra GRAS organizmas, galima uZztikrinti baltymy
sekrecijg j uzlasteling terpe, naudojant signalinius oF arba endopoligalakturonazés (angl.
endopolygalacturonase, EPG1) peptidus. Be to, skirtingai nei S.cerevisiae, pasizymi
kontroliuojamu baltymy glikozilinimu, gali metabolizuoti pigius laktozés, iSrugy substratus
bei turi potencialg vykdyti didelés molekulinés masés baltymy sekrecijg i uzlasteling terpe
(Siekstelé et al., 2015; Adivitiya et al., 2017; Spohner et al., 2016).

Kaip ir pries tai minétosios mieliy raiskos sistemos, taip pat ir P.pastoris raiskos sistemos
niekada nebuvo pritaikytos Bacillus mojavensis baltymo B-karboanhidrazés produkcijoje.
Idomu, jog Sios sistemos atrodo kaip viena tinkamiausiy baltymy raiskos platformy dél
unikaliy mieliy savybiy: i) galima naudoti oF signalinj peptida, kuris uztikrinty tikslinio
baltymo sekrecijg j uzlasteling terpe; ii) lengva atlikti genetines manipuliacijas; iii) greitas
lasteliy augimas - per trumpa laikg pasiekiamas uzsibréztas lgsteliy tankis; iv) galimos jvairios
post-transliacinés modifikacijos; v) siauras glikozilinimo spektras skirtingai nei mielése S.
cerevisae; vi) zemas Seimininko baltymy sekrecinis lygis; vii) GRAS organizmas (Weinacker
et al., 2014; Daly ir Hearn, 2005; Safder et al., 2018).

Pacios mielés P.pastoris rekombinantiniy baltymy gamyboje buvo pradétos naudoti tik
dvidesimtojo amziaus astuntajame deSimtmetyje, atradus stipry, metanolio reguliuojama
AOXI promotoriy, kuris uztikrino efektyvig baltymy raiskg. Nuo Sio laikotarpio, P.pastoris

heterologiny baltymy raiskos sistemoje buvo produkuota vir§ 500 skirtingy baltymy,
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apimanciy tiek pramoninius fermentus, tiek farmacinius baltymus. I$ esmés toks daznas
sistemos naudojimas buvo susijgs su tuo, jog tiek eukariotiniai, tiek prokariotiniai baltymai
buvo dazniausiai produkuojami labai efektyviali, tirpios, aktyvios biisenos, dideliais kiekiais
(1.4 lentelé).

1.4 lentelé. P.pastoris raisSkos sistemos bei produkuojami baltymai (adaptuota pagal Safder et al.,
2018)

Nguseﬁjilsm Baltymas Natiiralus Seimininkas P.pastoris ISeiga
Serino proteazé Trichoderma koningii GS115 3,20 g/L
a-amilazé Bacillus licheniformis GS115 8,30 g/L

Pramoné Lipazé Yarrowiali polytica GS115 2,82 g/L
Fitazé Peniophora lycii KM71 12,20 g/L
Lakazé Botrytis aclada X33 0,49 g/L
Celiulazé Trichoderma reesei GS115 6,55 g/L
Insulinas GS115 2,60 g/L
Plazmonigenas Homo sapiens GS115 0,50 g/L

Farmacija | Angiogeninas GS115 0,003 g/L
ImunoglobulinasG YGLY?27431 0,22 g/L
Interleukinas-6 X33 0,28 g/L

Be to, genetiniy manipuliacijy pagalba buvo sukurti skirtingi P.pastoris GS115,
SMD1168, SMD1168H, SuperMan5 kamienai, kurie uztikrino galimybes produkuoti
zmogaus glikoproteinus, naudoti raiskos sistemas su sintetiniais promotoriais, uztikrinanciais
preciziskg baltymy raiska (Schwarzhans et al., 2016; Qin et al., 2011; Safder et al., 2018).

1.5 Molekuliniai klonavimo metodai

Vienas svarbiausiy procesy rekombinantiniy baltymy gavyboje yra raiskos sistemos
komponentés - plazmidés sukonstravimas. Genetinés manipuliacijos atliekamos molekuliniais
jrankiais, tokiais kaip restrikcijos endonukleazés, polimerazés, topoizomerazés, ligazés ir kt.
Jy pagalba vykdomas molekulinis klonavimas, kurio metu svetimos DNR fragmentas, genas,
yra jjungiamas j klonavimo vektoriy ir po padauginimo virsta raiskos sistemos komponentu -
raiskos vektoriumi (Ashwini et al., 2016; Khan et al., 2016). Molekulinio klonavimo metodo
atsiradimas yra siejamas su bakteriniais fermentais - restrikcijos endonukleazémis. Bitent su
restriktazémis ir buvo atlikti vieni pirmyjy molekulinio klonavimo darby in vitro. Nuo $io
momento molekulinio klonavimo raida sparciais zingsniais pradéjo judéti j priekj. Buvo
sukurti nauji metodai, kurie isplété pasirinkimo spektra priklausomai nuo norimo tikslo,

kainos, priemoniy prieinamumo bei naudojimo paprastumo (Bertero et., 2017).
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Dabar yra zinomi penki pagrindiniai klonavimo budai: i) tradicinis klonavimo metodas,
kuris pagrjstas restrikcijos endonukleazémis ir ligazémis; ii) klonavimas grandinés
prailginimas (PGR) (angl. PCR cloning); iii) vientisas klonavimas (angl. seamless cloning);
iv) rekombinantinis klonavimas (angl. recombinational cloning); v) LIC klonavimas (angl.
ligation-independent cloning). Minétosios metodikos yra paremtos skirtingais veikimo
principais bei naudojamais molekuliniais jrankiais (Bertero et., 2017).

Tradicinis klonavimo metodas. Jau minétas, tradicinis klonavimo biidas yra paremtas
restrikcijos endonukleaziy veikimu. Restriktazés atpazjsta specifines DNR vektoriaus ar
inserto sekos vietas (taikinius) bei, priklausomai nuo restrikcijos endonukleazés, generuoja
viengrandes DNR 5’ ir 3” iskisas ar bukus galus taikininés DNR galuose. Véliau galai yra
sujungiami ligazés pagalba in vitro. Lipniy galy ligavime yra svarbus iskisy
komplementarumas pagal Watsono-Kricko principg. Buky galy sujungimas yra maziau
efektyvus, nes néra uztikrinamas dviejy saveikaujanciy fragmenty stabilumas. Jdomu, jog
fermenty pagalba tiek lipnas, tiek buki DNR galai gali bati jvairiai modifikuojami. Kalbant
pladiau, $is klonavimo metodas turi keleta esminiy trikumy: daznai pasitaiko atvejy kai
restriktaziy atpazjstamos sekos yra tiriamajame gene; pats klonavimo procesas uzima daug
laiko ir darbo; daznai jvedamos ar paliekamos nepageidaujamos sekos, kurios gali turéti
neigiamos jtakos produkuojamo baltymo savybéms bei struktiirai. Ta¢iau platus jau sukurty
jvairiausiy vektoriy spektras, puikiai iSnagrinéti klonavimo budai sglygoja platy Sio metodo
pritaikyma (Bertero et., 2017; Liu et al., 2017; Jajesniak ir Wong, 2015).

PGR klonavimas. Taikant §j metoda, skirtingai nei anks¢iau minétame tradiciniame, néra
naudojami restrikcijos fermentai. Siuo atveju tiriamasis fragmentas sugeneruojamas PGR
metu, kuris véliau tiesiogiai naudojamas ligavimo reakcijose su tam tikrais vektoriais (Bertero
et., 2017). Kaip pavyzdys PGR klonavimo metodo galéty bati TA klonavimas (1.12 pav.). Sio
molekulinio klonavimo metu yra naudojama Tag DNR polimeraz¢, pasizyminti terminaliniu
transferaziniu aktyvumu. Dél Sios priezasties PGR metu 3’ fragmento galuose yra prijungiama
vieno nukleotido adenozino iskisa. Akivaizdu, jog klonavimo darbuose yra naudojamas ir

specifinis vektorius, kuris vadinamas T-vektoriumi.
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— DNR grandiné

—
Pradmenys

Taikininé seka

\faq polimerazé

A

x " T4 ligazé Konstruktas
=

T vektorius

1.12 pav. TA klonavimo metodo schema (https://old.abmgood.com)

Klonavimui skirtoje vietoje abu DNR galai turi vieno nukleotido 3°-T iskisas. Véliau abi
struktiiros yra sujungiamos ligazés pagalba in vitro. IS esmés, $is metodas leidzia iSvengti
specifiniy restriktazéms taikiniy naudojimo bei yra gerokai efektyvesnis uz tradicinj buky
galy sujungima. Jdomu tai, jog TA klonavimo metoda galima naudoti ir adapteriy
prijungimui, kur pagrindinis tikslas yra sukurti klonavimo bibliotekas, sudarytas i$ skirtingy
insertiniy seky. Kaip viena i$ trikumuy, literatros Saltiniai daznai nurodo polimerazés Taq
naudojima. Si polimerazé pasizymi dideliu padaromy klaidy skai¢iumi, daznis siekia - viena
klaida j desimt kB. Taip pat yra reikalingas specifinis T-vektorius (Yao et al., 2016).

Vientisas klonavimas. Vientiso klonavimo biuidas uztikrina nuo sekos nepriklausoma
klonavima, kurio metu i§vengiama papildomy nukleotidy jterpimo. Sis metodas gali bati
pritaikomas vienos ar keliy seky klonavime vienu metu, kuomet siekiama tam tikra eile
sudélioti norimas sekas (Bertero et., 2017). Dazniausiai pateikiamas pavyzdys yra Gibsono
klonavimo metodas (1.13 pav.). Sio molekulinio klonavimo metu insertai yra sugeneruojami
su 20-40 bp ilgio iskisomis, naudojant specifinius pradmenis. Sios iskiSos pasizymi sekos
homologija gretimiems DNR fragmentams. Tokio klonavimo rezultatas - pagal eiliSkuma
iSsidéste DNR fragmentai yra jterpiami j paskirties vektoriy. Taip pat reakcijos metu yra
naudojama T5 egzonukleazé, kuri pasalina 5° galus. Taip, tiek atjuostame vektoriuje, tiek
inserte, yra suformuojami viengrandziai galai. Siame procese yra naudojami ir Kiti fermentai.
Polimerazé Phusion uzpildo likusius tarpus sekoje, o Taq ligazé susiuva triikius tarp DNR
fragmenty. Kalbant apie privalumus deréty isskirti, jog Gibsono metodas yra paprastas, trunka

tik 60 min, po proceso produktas gali buti tiesiogiai naudojamas E.coli transformacijoje. Kaip

24



pagrindinis trikumas yra isskiriamas metodui atlikti naudojamas didelis kiekis fermenty,

kuris stipriai iskelia vienos reakcijos savikaing (Kelwick et al., 2014; Koeppl et al., 2011).

PGR produktas PGR produktas
<\\\\ T5 egzonukleazé \

3

\
Sukonstruota

Prilydimas plazmidé

Taq ligazé
Phusion polimerazé
Saudyklinis gaudykllnis |

vektorius y vektorius
IS egzonukleazé

1.13 pav. Gibson metodo klonavimo eiga (https://www.addgene.org/protocols/gibson-assembly/)

Dar vienas vientiso klonavimo biidas yra ET klonavimas. Sis metodas remiasi homologine
rekombinacija bakterijose in vivo, kurioje dalyvauja baltymai recE ir recT. Toks
rekombinacijos tipas veikia tik sbc E.coli kamienuose, kurie vykdo minéty baltymy gamyba.
Pats procesas prasideda nuo tiriamosios DNR sekos paruosimo bei raiskos vektoriaus
parinkimo. Pradmeny pagalba prie tiriamojo DNR fragmento yra prijungiama nuo 27 bp
i8kisa, kuri yra homologiné vektoriaus tam tikrai sekos daliai. Pastebima, jog kuo didesné yra
minétoji iskisa, tuo efektyviau vyksta homologiné rekombinacija. Pats procesas prasideda, kai
DNR fragmentas ir raiskos vektorius patenka j E.coli. IS pradziy suaktyvinamas baltymas
RecE, pasizymintis 5’-3” egzonukleaziniu aktyvumu, sukuriamos viengrandés 3’ iskiSos.
Tuomet RecT jungiasi prie viengrandés DNR ir suformuojamas DNR-baltymo kompleksas.
Sis kompleksas saveikauja su dvigrande DNR. Véliau kai vyksta DNR replikacija,
inicijuojama ir rekombinacija, sukeliama rekombinacija po DNR replikacijos. Pats procesas
gali bati taikomas taskiniy mutacijy, fragmenty jvedimui, taip pat jmanoma atlikti ir 1-70 bp
delecijas. Kaip pagrindinis trikumas yra i$skiriamos ilgos pradmeny uodegos, kurios
apsunkina sékmingg PGR (Zhang et al., 1998; Muyrers et al., 2001; Watson ir Garcia-Nafria,
2019).

Be ET klonavimo, yra sukurtas dar vienas klonavimo metodas in vivo E.coli, t.y. nuo
RecA priklausoma rekombinacija (angl. RecA-independent recombination, RAIR). Sis
rekombinacijos procesas iki galo dar néra pilnai istirtas, taciau nustatyta, jog Siame metode
gali bati naudojami DNR fragmentai su trumpesniais homologiniais galais, taip pat galimas
platesnis laboratoriniy E.coli kamieny spektras, nei ET metode (Watson ir Garcia-Nafria,
2019).
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Deja, nei vienas is pries$ tai minéty klonavimo metody in vivo néra placiai taikomi.
Pagrindinés priezastys galéty buti: i) atradus metodus dar nebuvo pilnai iSvystytas PGR,
polimerazés pasizyméjo prastu procesavimu ir tikslumu; ii) tik du straipsniai buvo publikuoti
apie ET ir RAIR klonavimo metodus; iii) RAIR metodas minimas kaip “juodasis* klonavimo
metodas, nes triksta tikslios informacijos apie vykstancia proceso eiga lastelése E.coli
(Hultman et al., 1990; Zaret et al., 1990; Watson ir Garcia-Nafria, 2019).

Rekombinantinis klonavimas. Rekombinantinio molekulinio klonavimo metu yra
naudojamos sekai specifinés DNR rekombinazés, kurios sugeba pakeisti DNR sekos motyvus
per rekombinacijos specifines sekas, pvz., Gateway klonavimo sistema (Bertero et., 2017).
Sioje sistemoje yra naudojama A bakteriofago taikinio specifinés rekombinacijos sistema,
kurios pagrindinis tikslas jterpti dominancio geno seka j paskirties vektoriy. Naudojami du
skirtingi fermenty miSiniai. BP klonazé rekombinuoja attB specifines sekas su attP sekomis,
taip sugeneruojamos attL ir attR sekos. Tuo tarpu, LR klonazé katalizuoja reversing reakcija.
Kiekvienas vykstantis rekombinacijos procesas yra labai preciziskas, be jokio nukleotidy
poky¢io. Pats klonavimo procesas (1.14 pav.) prasideda nuo PGR, kai pradmeny pagalba
prijungiami attB galai prie tiriamosios sekos. Donorinis vektorius (angl. donor vector) turi

attP specifines sekas.

Genas ccdB Genas ccdB
L2 attR1 4y P 21tAZ2  LRKlonazé 3181 4 P attB:

Iéjimo " Tikslinis — [ RaiSkos Donorinis
klonas + vektorius S — klonas vektorius
BP klonazé

Kan Kan

1.14 pav. Gateway klonavimo metodo schema (http://smolkelab.weebly.com/gateway-cloning.html)

Taigi, PGR produktas turintis attB specifines sekas rekombinuoja su vektoriaus attP sekomis,
suformuojamas jéjimo klonas (angl. entry clone). Iéjimo klone yra tiriamasis genas, apsuptas
attL specifinémis sekomis. Toliau vyksta LR reakcija, jos metu vyksta rekombinacija tarp
attL ir attR specifiniy seky. Reakcijos metu suformuojamas raiskos klonas (angl. expression
clone), nuo kurio jau gali buti produkuojamas rekombinantinis baltymas. Pacio proceso
trakumai yra minimi tokie, kaip brangiis rekombinacijos fermentai, naudojamos att specifinés
sekos gali turéti neigiamos jtakos produkuojamo baltymo funkcionalumui arba prisidéti kaip
cis-reguliacinés sekos prie promotoriaus fragmento. Kalbant apie privalumus, i$skiriama, jog
néra pridedama ar netenkama nukleotidy, néra reikalingas karpymas restrikcijos
endonukleazémis, uztikrinimas aukstas klonavimo preciziskumas (Reece-Hoyes et al., 2018;
Chee ir Chin, 2015; Bertero et., 2017).
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LIC klonavimas. LIC molekulinio klonavimo buidas yra paremtas tiriamyjy DNR
fragmenty ir vektoriaus viengrandziy galy komplementarumu, atliekamas tiesioginis
klonavimo procesas (Bertero et., 2017). Konkretesnis pavyzdys galéty bati SLIC (angl.

sequence and ligation independent cloning) metodas (1.15 pav.).

Linearizuotas tikslinis vektorius PGR produktas

— = =

T4 DNR polimerazé
3’ egzonukleazinis aktyvumas (be dNTP;

—1
I i
T4 DNR polimerazé (+ dCTP)

Prilydimas (~25 bp persidengimas)

T )

vgDNR trakiai l

(=

l Transformacija

1.15 pav. SLIC klonavimo metodo schema (adaptuota pagal Koeppl et al., 2011)

SLIC reakcijos metu paskirties vektorius ir PGR produktas yra nepriklausomai vienas nuo
kito veikiami T4 DNR polimeraze in vitro, suformuojamos viengrandés DNR i3kisos. Siame
nagrinéjamame pavyzdyje egzonukleazinis aktyvumas yra stabdomas pridedant
deoksicitozino trifosfato (dCTP). Sumaisomi abu komponentai - vyksta komplementariy
i8kisy prilydimas. Kadangi procese néra naudojama ligazé, tai viengrandziai trukiai ir tarpai
yra sutvarkomi atlikus E.coli transformacija. Kaip pagrindiniai privalumai yra isskiriami:
pigumas, greitis, aukstas efektyvumas (Stevenson et al., 2013; Chao et al., 2015; Li ir Elledge,
2012). Kalbant apie trikumus yra galima buty i$skirti T4 polimerazés naudojima, Sios
veikimas priklauso nuo jos sviezumo.

Remiantis literattiros apZvalga tampa akivaizdu, jog B-KA fermentas gali biti efektyviai
pritaikytas pramoniniuose procesuose. Sio fermento integracija j technologijas yra
limituojama moksliniy tyrimy spartos, nes iki $iol dar nepavyko sukurti efektyvios raiskos
sistemos karboanhidrazés baltymo gamybai. Todél tiriamojo magistrinio darbo metu buvo
nuspresta jvertinti dar niekada B-KA geno raiskai bei baltymo sekrecijai nepritaikytas mieliy

P.pastoris bei S.cerevisiae sistemas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Prietaisai ir priemonés

Prietaisas/priemoné

Gamintojas

Analitinés svarstyklés

KERN ABJ

Automatinés pipetés

Eppendorf; Tipor-V; Gilson

Baltymy koncentravimo mégintuvéliai

Amicon® Ultra 10K

Baltymy geliy skenavimo jrenginys

Epson syngene

Centrifugos

Eppendorf 5424 (rotorius r = 84 mm),
PRISM R* (rotorius r = 84 mm);
MIKRO 220R* (rotorius r = 98 mm)

Drigalski $pateliai Buddeberg
Horizontali elektroforezés kamera BioRad
Laminariné traukos spinta Flow Fast H

Magnetinés maisyklés ir magnetai

Biosan MMS-3000 ir Thermo Fisher Scientific

Maisyklés Vortex-Genie 2; KA MS3 basic
Mikrobangy krosnelés Scarlett; Daewoo

pH-metras Mettler Toledo

Petri 1ékstelés Nuova Aptaca

Purtyklé Vibramax 100

Spektrofotometrai Spekol 2000; Nanodrop 2000; Synergy H4
Svarstyklés Kern E6

Termocikleris

iCycler BioRad

Termostatas (inkubatorius) Binder

Termostatuojami kratytuvai Stuart Orbital Incubator; IKA KS 4000; Biosan
Transiliuminatorius Biostep

Vandens dejonizatorius Crystal

Vandens vonios Thermo Haake P5; Julabo TW8

Vertikalios elektroforezés aparatas ir Biometra

jtampos Saltinis

2.2 Naudoti mikroorganizmai ir vektoriai

Mikroorganizmai
Bakterijos:

« Escherichia coli, kamienas DH5a

Mielés:

« Saccharomyces cerevisiae, kamienai AH22-214; GCN2; 214Apep4, AH22;
« Pichia pastoris (Komagataella phaffi), kamienas GS115.

Vektoriai

« pFX7aF (aF - signalinis peptidas); pPIC3,5K; pPICIK (aF - signalinis peptidas).
« ,,Acros Organics”: imidazolas, indoksilacetatas, acto rigstis 99,5 %, agaras, amonio

sulfatas

« ,,Alfa Aesar”: mieliy azoto bazé¢ (YNB)

- ,,BioRad laboratories, Inc.”: dazas ,,Coomassie Briliant Blue G-250”, Tween-20,

akrilamidas, bromfenolio mélis

+ ,,ChemPure Chemicals”: izopropanolis




« ,,Ducheta Biochemie”: etilendiaminotetraacto riigstis (EDTA)
« ,,Fisher Bioreagents”: geneticinas (G418)

- Fluka”: galaktozé, p-nitrofenilo acetatas

- ,,MC/B”: fenolio raudonasis

+ ,,Merck & Co., Inc.”: druskos rigstis (35-37 %), magnio chlorido heksahidratas,
tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris), mieliy ekstraktas, glicerolis (85 %), agarozg,
natrio acetatas

« ,,Reachim”: bromtimolio mélis, kalio dihidrofosfatas, sorbitolis

 ,,Roth”: peptonas, etidzio bromidas, natrio chloridas, natrio hidroksidas, kalcio
chloridas, amonio persulfatas (APS), natrio hidroksidas, N,N,N‘,N*-
tetrametiletilendiaminas (TEMED), li¢io chloridas, ,,Coomassie Brialliant Blue R-250,
natrio dodecilsulfatas (NDS), 2-merkaptotanolis

« ,,Sigma”: fenilmetilsulfonilo fluoridas (PMSF), gliukozé, kalio acetatas, PEG-3350,
PEG-8000, formaldehidas (FDH), a-karboanhidrazé (jaucio eritrocity), kalio
bikarbonatas, dinatrio fosfatas, bis-akrilamidas

« ,,Thermo Fisher Scientific”: LB (Luria-Bertani) terpé, DNR fragmenty dydzio
standartas (GeneRuler™ DNA Ladder Mix), ampicilinas, molekulinis masiy standartas
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder), jaucio serumo albuminas (JSA), 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné rugstis (HEPES), glicinas, fosforo rugstis,
6xkoncentruotas elektroforetinis dazas, triptonas

o ,,UAB Mavis”: 99,8 % etanolis

2.4 DNR isskyrimo ir gryninimo tirpalai

« ,,Thermo Fisher Scientific”: plazmidinés DNR i3skyrimo rinkinys (GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit), DNR gryninimo i§ agarozés gelio rinkinys (GeneJET ™ Plasmid Miniprep
Kit)

2.5 Fermentai ir buferiniai tripalai

» DNR polimeraziy miSiniai (,, Thermo Fisher Scientific”): ,,DreamTaq Green PCR Master
Mix (2x)”, ,,Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (2x)”;

« Restrikcijos endonukleazés: Aatll, Sall, Notl, SnaBI BamH]I, Bglll, Pstl, Ncol (,,Thermo
Fisher Scientific”);

 Ribonukleazé A/T1 (,,Thermo Fisher Scientific”).

2.6 Plazmidinés DNR iSskyrimo ir gryninimo tirpalai

« GTE tirpalas: 1,6 g gliukozés, 0,61 g Tris, 0,584 g EDTA tirpinama 170 mL dH,O. pH
privedamas iki 8,0 su skiesta konc. HCI ir skiedziama dH,O iki 200 mL zZymos. Pastaba:
pH matavimuose naudoti lakmuso popierélj, kol istirpsta EDTA. Véliau pH tiksliai
privedamas su pH-metru. Laikoma kambario temperatiiroje;

« 1 M NaOH tirpalas: 4 g NaOH tirpinama 90 mL dH-O ir skiedziama dH,0 iki 100 mL
Zymos;
« 10 % NDS tirpalas: 10 g NDS tirpinama 80 mL ir skiedziama dH0O iki 100 mL Zymos;
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« Sarminés lizés tirpalas: sumaisoma 200 pL NaOH (1 M), 100 pL NDS (10 %) ir 700 uL
dH,0. Laikoma kambario temperatiroje;

« 5 M kalio acetato tirpalas (pH 4,8): 49,08 g kalio acetato tirpinama 70 mL dH-0O, pH
privedamas su acto ragstimi. Tirpalas skiedziamas dH,O iki 100 mL. Laikoma kambario
temperatiiroje;

« 70 % etanolio tirpalas: 70 mL etanolio (99,8 %) skiedZiama dH,O iki 100 mL zymos.
Laikoma +4 °C temperatiiroje;

« 3 M natrio acetato tirpalas (pH 4,8): 2,46 g natrio acetato tirpinama 70 mL dH0O, pH
privedamas su acto ragstimi. Tirpalas skiedziamas dH,O iki 100 mL tario. Laikoma
kambario temperatiiroje;

« PEG-8000/MgCl,: 30 g PEG-8000 ir 0,286 g MgCl; tirpinama 70 mL dH,O ir
skiedziama dH,O iki 100 mL tario. Laikoma kambario temperatiiroje.

2.7 Kompetentiniy Igsteliy ruosimo ir transformavimo tirpalai

Bakterijy:

« CaCl, tirpalas: 1,11 g CaCl,, 0,101g MgClI,x6H,0, 0,061 g Tris tirpinama 80 mL dH,0.
pH privedamas iki 8,0 su skiesta konc. HCI ir miSinys skiedziamas dH,O iki 100 mL
tario. Tirpalas autoklavuojamas 0,8 atm 30 min. Laikoma 4 °C temperatiiroje;

« NaCl tirpalas: 0,584 g NaCl, 0,101g MgClI,x6H,0, 0,061 g Tris tirpinama 80 mL dH,O.
pH privedamas iki 8,0 su skiesta konc. HCI ir miSinys skiedziamas dH,O iki 100 mL
turio. Tirpalas autoklavuojamas sglygomis 1 atm 20 min. Laikoma 4 °C temperatiiroje.

Mieliy Pichia pastoris (Komagataella phaffi):

« 1 M sorbitolio tirpalas: 4,55 g sorbitolio tirpinama 20 mL dH,0 ir skiedziama dH,O iKki
25 mL zymos. Tirpalas autoklavuojamas salygomis 1 atm 20 min. Laikoma 4 °C
temperatiiroje;

« 1 M ditiotreitolio (DTT) tirpalas: 1,51 g DTT tirpinama 10 mL dHO. Tirpalas
iSpilstomas j 1,5 mL tirio ependorfus ir laikomas -20 °C temperatiroje;

« 1 M HEPES buferis (pH 8,0): 5,96 g HEPES tirpinama 18 mL dH-0O, pH privedamas su
NaOH. Tirpalas sterilinamas per 0,22 um filtra. Laikoma 4 °C temperatiiroje.

Mieliy Saccharomyces cerevisiae:

 TE buferinis tirpalas: 2,922 g EDTA, 0,122 g Tris tirpinama 70 mL dH,0. pH
privedamas iki 8,0 su skiesta konc. HCI ir skiedziama dH,O iki 100 mL zZymos. Pastaba:
pH matavimuose naudoti lakmuso popierélj, kol istirpsta EDTA. Véliau pH tiksliai
privedamas su pH-metru;

« 0,1 M LiCl tirpalas: 0,424 g LiCl tirpinama 90 mL TE buferinio tirpalo ir skiedziama su
tuo paciu buferiniu tirpalu iki 100 mL zymos;

« 50 % (w/v) PEG-3350 tirpalas: 5 g PEG-3350 tirpinama 7 mL TE buferinio tirpalo ir
skiedziama tuo paciu buferiniu tirpalu iki 10 mL tdrio.

Visi minéti tirpalai laikomi kambario temperatiiroje.

2.8 DNR elektroforezés tirpalai

* 10xTAE buferinis tirpalas: 48,4 g Tris, 11,42 mL ledinés acto rugsties (99,5 %), 3,72 g
EDTA tirpinama 900 mL dH,O ir skiedziama dH,O iki 1 L zymos. Pagaminus tirpala
pH turi siekti 8,0. Po to, naudojimui, tirpalas skiedziamas 10 karty su dH,O;
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* 1 mg/mL (W/V) etidzio bromidas tirpalas: 10 mg etidzio bromido tirpinama 10 mL
dH.0. Po to, naudojimui tirpalas skiedziamas 1000 karty.

2.9 Bakterijy mitybinés terpés

« 2,5 % skysta LB terpé: 25 g LB tirpinama 1 L dH,0. Teigiamy klony atrankai naudojama
terpé su antibiotiku, t.y., j atvésusig iki 50 °C temperattiros terpe jpilama ampicilino
tirpalo (2.17) santykiu 1 uL ampicilino:1 mL terpés;

« 2,5 % agarizuota LB terpé: 20 g agaro jdedama j 1 L skystos 2,5 % LB terpés. Teigiamy
klony atrankai naudojama terpé su antibiotiku, t.y, i atvésusia iki 50 °C temperatiiros
terpe jpilama ampicilino tirpalo (2.17) santykiu 1 uL ampicilino:1 mL terpés.

Visos bakterijy terpés autoklavuojamos salygomis 1 atm 20 min. Laikomos kambario

temperatiiroje.

2.10 Mieliy mitybinés terpés

« Skysta YEPD terpé: 20 g gliukozés, 20 g peptono is sojy, 10 g mieliy ekstrakto tirpinama
1 L dH.0;

= Jei auginami formaldehidui turintys atsparumg Saccharomyces cerevisiae klonai, j
atvésusig iki 50 °C temperatiros terpe jpilama 37 % formaldehido tirpalo santykiu
30 uL formaldehido:100 mL terpés

Agarizuota YEPD terpeé: 20 g agaro jdedama j 1 L skystos terpés YEPD terpés;

- Jei auginami formaldehidui turintys atsparuma Saccharomyces cerevisiae klonai, j
atvésusig iki 50 °C temperatiiros terpe jpilama 37 % formaldehido tirpalo santykiu
30 uL formaldehido:100 mL terpés

- Jei auginami geneticinui (G415) turintys atsparuma P.pastoris klonai, j atvésusia iKi
50 °C temperatiiros terpe jpilama antibiotiko santykiu 1 mg geneticino:1 mL terpés arba
0,5 mg geneticino: 1 mL terpés. Pries jpilant j terpe, atsvertg antibiotikg
rekomenduojama istirpinti steriliame dH,O

« Skysta YEPD terpé su HEPES buferiu: 1 g gliukozés, 1 g peptono is sojy, 0,5 g mieliy
ekstrakto tirpinama 40 mL dH,O. Laminariniame bokse j autoklavuotg YEPD terpe
ipilama 10 mL sterilaus 1 M HEPES (pH 8,0) buferio (2.7);

« Skysta YEPGal terpe: 30 g galaktozés, 20 g peptono is sojy pupeliy, 10 g mieliy ekstrakto
tirpinama 1 L dH,0. Jei auginami formaldehidui turintys atsparumg Saccharomyces
cerevisiae klonai, j atvésusig iki 50 °C temperatiiros terpe jpilama 37 % formaldehido
tirpalo santykiu 30 pL formaldehido:100 mL terpés;

« Agarizuota MD terpé: 2 g gliukozés, 0,17 g YNB (be amonio sulfato), 0,5 g amonio
sulfato, 2,5 agaro jberiama j 100 mL dH,O. Po sterilinimo pridedama 0,02 g biotino;

« Skysta YEPG terpé: 2 g sojy peptono, 1 g mieliy ekstrakto, 1,18 mL glicerolio (85 %)
tirpinama 100 mL dH,0;

« Skysta YEPM terpé: 2 g sojy peptono, 1 g mieliy ekstrakto tirpinama 100 mL dH,0. Po
sterilinimo j 99 mL terpés steriliai jpilama 1 mL metanolio (v/v);

Visos mieliy terpés autoklavuojamos salygomis 0,8 atm 30 min. Laikomos kambario

temperatiiroje.

31



2.11 Pradmenys

Pradmuo Seka

P529 5-“TCCCCTTTCAAAGTTATTCTCTACTC

P530 5-“TCGGATAAGAAAGCAACACCTG

P585 5-‘GGTATCTCTCGAGAAAAGAAGTCTTCTCAATGATATTCTTGAC

P586 5‘-GGAACAGTCATGTCTAAGGTTAATCGTTATAGCCATTTACG

p587 5’-CAAAAAACAACTAATTATTCGAAATGAGTCTTCTCAATGATATTCTTGAC

P588 5’-GGAACAGTCATGTCTAAGGTTAATCGTTATAGCCATTTACGAC

P611 5’-GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAAGTC

2.12 Baltymo koncentracijos matavimo tirpalai

« Bradford’o reagentas: 100 mg ,,Coomassie Briliant Blue G-250” tirpinama 53 mL
99,8 % etanolyje. Tirpalas maiSomas magnetine maisykle 16-18 val. kambario
temperatitiroje, tamsiame inde. Po nakties jpilama 70 % 134 mL H3PO, tirpalo ir
skiedziama iki 1 L dH,O. Tirpalas filtruojamas ir laikomas 4 °C temperatiiroje;

« 0,15 M NaCl tirpalas: 0,877 g NaCl tirpinama 100 mL dH,0O;

« Komercinis 2 mg/mL koncentracijos JSA standartinis tirpalas yra skiedziamas 4 kartus
iki 0,5 mg/mL galutinés koncentracijos tirpalo, kuris toliau naudojamas tyrimams.

2.13 Baltymy elektroforezés tirpalai denatiiruojanciomis salygomis

« 10 % amonio perusulfato (APS) tirpalas: 1 g APS tirpinama 10 mL dH,0. Véliau
tirpalas iSpilstomas j 1,5 mL ependorfus ir laikoma -20 °C temperatiiroje;

« 10 % natrio dodecilsulfato (NDS) tirpalas: 5 g NDS tirpinama 40 mL dH,O ir
skiedziama iki 50 mL. Laikoma kambario temperatiiroje;

« 1,5 M Tris-HCI buferinis tirpalas (pH 8,8): 18,15 g Tris tirpinama 70 mL dH,0. pH
privedamas su skiesta konc. HCI. Tirpalas skiedziamas dH,O iki 100 mL tiirio.
Laikomas tamsiame inde , 4 °C temperatiiroje;

« 1 M Tris-HCI buferinis tirpalas (pH 6,8): 12,10 g Tris tirpinama 50 mL dH,0. pH
privedamas su praskiesta konc. HCI. Tirpalas skiedziamas iki 100 mL tario. Laikoma
tamsiame inde, 4 °C temperatiiroje;

+ 30 % akrilamido (AA) ir bis-akrilamido (BAA) tirpalas: 58,4 g AA tirpinama 100 mL
dH.0 ir tame paciame tirpale istirpinama 1,6 g BAA. Tirpalas skiedziamas dHO iKki
200 mL. Filtruojama ir laikoma tamsiame inde, 4 °C temperatiroje;

« 10xkoncentruotas baltymy elektroforezés tirpalas: ruosiami atskirai Tris, glicino ir NDS
tirpalai. 15 g Tris tirpinama 50 mL dH,0, 72 g glicino tirpinama 380 mL dH,O (sunkiai
tirpsta, maisyti su magnetine maisykle, kaitinant), 5 g NDS tirpinama 20 mL dH,0.
Paruosti tirpalai sumaisomi ir skiedziama iki 500 mL, pH turi bati 8,3-8,6 ribose
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(nekoreguojamas). Baltymy elektroforezéje naudojamas tirpalas, 10 karty skiestas
vandeniniu tirpalu;

,,Coomassie R-250" dazo tirpalas: 0,62 g dazo tirpinama 109 mL 99,8 % etanolyje. |
tirpalg jpilama 23 mL 99,5 % acto r. bei skiedziama dH,0O iki 250 mL, filtruojamas bei
laikomas tamsiame inde, kambario temperatiiroje;

2 xelektroforetinio dazo tirpalas: 0,197 g Tris-HCI tirpinama 15 mL dH,0. pH
privedamas iki 6,8 su 1 M NaOH tirpalu ir skiedziama dH,O iki 20 mL. Tuomet

5,88 mL glicerolio (85 %), 2 g NDS, 0,004 g bromfenolio mélynojo dazo tirpinama
10 mL Tris-HCI (pH 6,8) buferinio tirpalo ir skiedziama tuo paciu buferiniu tirpalu iki
20 mL. Laikoma kambario temperatiiroje. Prie$ naudojant dazg NDS-PAGE
denatiiruojanc¢iomis sglygomis atsipilama 1,9 mL 2xelektroforetinio dazo tirpalo ir
jdedama 100 pL 2-merkapto etanolio bei laikoma -20 °C temperatiroje.

2.14 Baltymy elektroforezés tirpalai natyviomis salygomis

10xkoncentruotas baltymy elektroforezés tirpalas: ruosiami atskirai Tris, glicino tirpalai.
15 g Tris tirpinama 50 mL dH-0, 72 g glicino tirpinama 380 mL dH,O (sunkiai tirpsta,
maiSyti SU magnetine maisykle, kaitinant). Paruosti tirpalai sumaiSomi ir skiedziama iki
500 mL, pH turi bati 8,3-8,6 ribose (nekoreguojamas). Baltymy elektroforezéje
naudojamas tirpalas, 10 karty skiestas dH,0O;

5xelektroforetinio dazo tirpalas: 0,197 g Tris-HCI tirpinama 15 mL dH,0. pH
privedamas iki 6,8 su 1 M NaOH tirpalu ir skiedziama dH,O iki 20 mL. Tuomet

5,88 mL glicerolio (85 %), 0,004 g bromfenolio mélynojo dazo tirpinama 13 mL Tris-
HCI (pH 6,8) buferinio tirpalo ir skiedziama tuo paciu buferiniu tirpalu iki 20 mL.
Laikoma -20 °C temperatiiroje;

10 % amonio perusulfato (APS), 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 30 %
akrilamido (AA) ir bis-akrilamido (BAA) tirpalai naudojami kaip ir 2.13 punkte.

2.15 Protonogramos tirpalai

Bromtimolio mélio dazo sudeétis: 1,21 g Tris, 0,1 g bromtimolio mélio dazo tirpinama
100 mL dH,O. Laikoma tamsiame inde, 4 °C temperatiiroje;

CO,-substratinis tirpalas: sausas ledas tirpinamas 40 mL dH,O, tol kol tirpsta. Tirpalas
kas kart gaminamas §vieziai prie§ naudojima;

100 mM Tris-HCI ir 10 % izopropanolio tirpalas: atsveriama 1,21 g Tris ir istirpinama
80 mL dH,0. pH privedamas su praskiesta konc. HCI. Po to, j tirpalg jpilama 10 mL
izopropanolio bei baigiama skiesti dH,O iki 100 mL Zymos.

2.16 Fermentinio aktyvumo matavimo tirpalai

Hidratacinio aktyvumo nustatymui:

« 25 mM HEPES (pH 8,2) buferinis tirpalas: 5,96 g HEPES tirpinama 950 mL dH,0,

buferinis tirpalas pavirinimas, po to privedamas pH iki 8,2 bei skiedziama dH,O iki 1 L
Zymos;

« CO,-substratinis tirpalas: sausas ledas tirpinamas 25 mM HEPES (pH 8,2) buferyje, tol

kol tirpsta. Tirpalas pasigaminamas prie$ naudojima;



« 0,027 mM fenolio raudonasis: 0,9 mg fenolio raudonojo tirpinama 100 mL 25 mM
HEPES (pH 8,2) buferyje. Is gauto tirpalo CO, pasalinimas su ultragarso vonele.

Esterazinio aktyvumo nustatymui, naudojant substrata p-nitrofenilo acetata:

« 25 mM HEPES (pH 8,2) buferinis tirpalas: 5,96 g HEPES tirpinama 950 mL dH,0,
buferinis tirpalas pavirinamas, po to privedamas pH iki 8,2 bei skiedziama dH,0 iki 1 L
Zymos;

« Substrato p-NFA tripalas: 0,0289 g p-NFA tirpinama 12 mL acetonitrile. Tuomet
paimamas 1 mL $io tirpalo ir skiedZiamas su 19 mL 25 mM HEPES buferiu (pH 8,2).

Esterazinio aktyvumo nustatymui, naudojant substrata indoksilo acetata:

« 17,5 mM HEPES su 17,5 mM imadazolo (pH 7,2) buferinis tirpalas: atsveriama 4,17 g
HEPES, 1,19 g imidazolo ir istirpinama 800 mL dH,0. pH privedamas su konc. HCI iki
7,2 ir tirpalas skiedziamas dH,O iki 1 L Zymos;

« Substrato indoksilo acetato tirpalas: 0,0338 g indoksilo acetato tirpinama 2 mL 96 %
EtOH. Tuomet, naudojimui, tirpalas skiedziamas 10 karty su 96 % EtOH.

2.17 Kiti tirpalai

« 100 mM PMSF tirpalas: 0,1742 g PMSF tirpinama 10 mL izopropanolio. Laikoma
kambario temperatiiroje;

« 100 mg/mL ampicilino tirpalas: 0,1 g ampicilino tirpinama 10 mL steriliame dH,O.
Laikoma -20 °C temperatiroje.

2.18 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezéje yra naudojami 0,7-1,3 % agarozés geliai, kurie paruoSiami sumaisius
atitinkamus kiekius agarozés bei 1XxTAE buferinio tirpalo (2.8). Misinys yra islydomas
mikrobangy krosneléje. Tuomet j atvésusia agaroze jpilama etidzio bromido tirpalo (EtBr)
(2.8), galutiné koncentracija yra 0,5 pg/mL. Toliau, ant stiklelio uzpilama atvésusi agarozé,
jstatomos Sukutés bei palaukiama 20 min., gelis sustingsta - susiformuoja sulinéliai. | §iuos
leidziamas tiriamasis DNR méginys su 6xDNR elektroforetiniu dazu (2.3) santykiu 5:1,
atitinkamai, DNR méginys:dazas. Méginiy dydzio analizei greta jnesama 3 pL. DNR
fragmenty dydzio standartas (2.3). Elektroforezé leidziama horizontalioje kameroje, kuri yra
uzpildyta 1xTAE buferiniu tirpalu (2.8). Elektrinio lauko stipris 6-7 VV/cm. Elektroforezés
rezultatai - gelis analizuojamas UV spektro $viesoje transiliuminatoriuje.

Preparatyviné elektroforezé. Sios elektroforezés metu yra naudojama sviezia, neperlydyta
1 % agarozé, iStirpinta 1xTAE buferiniame tirpale (2.8) su etidzio bromidu (2.8). EtBr
galutiné koncentracija yra 0,5 mg/mL. Elektroforezé leidZziama mazoje horizontalioje
kameroje, kuri yra uzpildyta 1xTAE buferiniu tirpalu (2.8), atliekama esant 3-5 V/cm
elektrinio lauko stipriui.

2.19 DNR isskyrimas i§ agarozés gelio su rinkiniu ,,GeneJET ™ Gel Extraction Kit”

Metodas atliekamas pagal ,, Thermo Fisher Scientific” rekomendacijas. Po preparatyvinés
elektroforezés gelis yra apsvieciamas UV spektro sviesoje ir skalpeliu iSpjaunamas tikslinis
DNR fragmentas, kuris jdedamas j anks¢iau pasvertus tuscius 1,5 mL tario mégintuvélius.
Pasveriamas mégintuvélis su agarozés geliu ir apskaiciuojama ispjauto gelio gabalélio masé.
Tuomet gelio fragmentas uzpilamas “suri§imo” buferiu (angl. Binding Buffer) santykiu 1 mg
gelio:1 uL buferio, inkubuojama 15-30 min. (priklauso nuo gabalélio dydzio) 60 °C
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temperattroje, inkubacijos laikotarpiu mégintuvélis kelis kartus pavartomas. Po to jvertinama
tirpalo spalva, jei yra gaunamas geltonos spalvos tirpalas, tai rodo, jog misinio pH yra
optimalas ir tinkamas DNR suriSimui. Jeigu tirpalo spalva oranziné ar violetiné — jpilama 10
uL 3M natrio acetato tirpalo (pH 4,8), jog bﬁu}rgaunamas tinkamos spalvos misinys.
Paruostas tirpalas yra perkeliamas j ,,GeneJET ™ gryninimo kolonéle (ne daugiau 800 uL)
bei centrifuguojamas 1 min. 12000xg. Nucentrifuguotas tirpalas yra pasalinamas i$ surinkimo
mégintuvélio. Tuomet j gryninimo kolonéle ,,GeneJET'™™ jpilama 700 uL plovimo buferio
(angl. Wash Buffer) ir centrifuguojama 1 min. 12000xg. Tirpalas i§ surinkimo mégintuvélio
yra iSpilamas. Plovimas kartojamas 2 kartus. Gauta tus¢ia gryninimo kolonélé dar kartg
centrifuguojama 1 min. 12000xg. Tuomet kolon¢lé perkeliama j nauja 1,5 mL tiirio
mégintuvelj. UzZzpilama 20 pL eliucijos buferio (angl. Elution Buffer) ir centrifuguojama 1
min. 12000xg. Nucentrifuguotas eliucijos buferinis tirpalas mégintuvélio apacioje yra su
iSgryninta DNR. Minétieji darbai atliekami kambario temperatroje.

-I—TM

2.20 Plazmidinés DNR gryninimas su rinkiniu ,,GeneJE Plasmid Miniprep Kit*

Isskirtos plazmidinés DNR tirpalas yra sumaiSomas su neutralizacijos tirpalu (angl.
Neutralization Solution) santykiu 10:7 (atitinkamai) bei perkeliamas j ,,GeneJET™™
gryninimo kolon¢l¢ (ne daugiau kaip 800 pL). Tuomet tirpalas yra centrifuguojamas 1 min.
12000xg, i$ surinkimo mégintuvélio pasalinamas nucentrifuguotas misinys. Po to, i gryninimo
kolonéle ,,GeneJET™ jpilama 500 pL plovimo buferio (angl. Wash Buffer) ir
centrifuguojama 1 min. 12000xg. Tirpalas i$ surinkimo mégintuvélio yra iSpilamas. Plovimas
kartojamas 2 kartus. Gauta tus¢ia gryninimo kolonélé dar kartg centrifuguojama 1 min.
12000xg. Tuomet kolonélé perkeliama j naujg 1,5 mL tario mégintuvélj. Uzpilama 30 pL
eliucijos buferio (angl. Elution Buffer) bei inkubuojama 2 min. Po inkubacijos
centrifuguojama 1 min. 12000xg. Nucentrifuguotas eliucijos buferinis tirpalas mégintuvélio
apacioje yra su iSgryninta DNR. Minétieji darbai atliekami kambario temperatiiroje.

2.21 DNR koncentracijos nustatymas

DNR koncentracija yra nustatoma naudojant spektrofotometra ,,Nanodrop” pagal ,, Thermo
Fisher Scientific” gamintojo rekomendacijas. Internetiné nuoroda:
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ND2000CLAPTOP#/ND2000CLAPTOP).

2.22 Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

Naudojama ,,Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (2x)”, gamintojas ,, Thermo
Fisher Scientific”.
Vienos reakcijos misinio sudétis:

Medziagos Tiris, pL
Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (2x) 10
10 uM pradmuo Nr. 1 1
10 uM pradmuo Nr. 2 1
2 pg-20ng plazmidinés DNR 1
MilliQ H,0O 7
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PGR reakcija vykdoma termocikleryje ,,iCycler” (,,Biorad”). Nustatomi PGR parametrai:

Etapas Temperatira Laikas Ciklai

Pradiné denatiiracija 98 °C 10s 1
Pradmeny prilydimas Xe°C 10s

DNR prailginimas 72°C Ys 30
Denatiiracija 98 °C 5s

Pradmeny prilydimas Xe°C 30s

Galutinis DNR prailginimas 72°C 10 min. 1
Palaikymas 4°C 00 min.

X - apskai¢iuojamas naudojant interneting skai¢iuokle ,, Thermo Fisher Scientific Tm calculator”:
(https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-
calculator.html ).

Y - apskai¢iuojamas pagal sekos ilgj ir naudojamos ,,Phusion” polimerazés sintezés greitj (Plazmidiné
DNR - 15 s/kb).

2.23 E.coli 1asteliy ruosimas transformacijai

Sterilia mikrobiologine kilpele uzséjamos E.coli DH5a 1astelés j 5 mL stulpelj su LB terpe be
ampicilino (2.9). Kultiira auginama per naktj (16-18 val.) purtant 220 aps/min. grei¢iu esant
37 °C. 50 pL naktinés kultiiros perneSama j naujg 5 mL stulpelj su LB terpe be ampicilino
(2.9). Purtoma 2-3 val. 220 aps/min. grei¢iu, 37 °C, kol lasteliy tankis pasiekia 0,4-0,5
optinius vienetus, esant 600 nm bangos ilgiui. Toliau visos procediiros vykdomos 0-4 °C
temperatiroje. Stulpelis su lastelémis yra perkeliamas j ledg ir atSaldomas jame 15 min.
Atsaldytos Igstelés surenkamos centrifuguojant 6018xg 30 s (surinkimui naudojami steriltis
1,5 mL ttrio mégintuvéliai). Kartojama tol, kol surenkama visa lasteliy biomasé.
Supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos 1,5 mL atSaldytame NaCl tirpale (2.7) bei
centrifuguojamos 6018xg 30 s. Tuomet supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos
1,5 mL atsaldytame CaCl, tirpale (2.7) ir inkubuojamos 60 min. Po inkubacijos lastelés
centrifuguojamos tomis pac¢iomis salygomis. Supernatantas nupilamas, lastelés galutinai
paruo$iamos transformacijai uzpylus ir suspendavus 200 pL atSaldytame CaCl, tirpale (2.7).

2.24 Kompetentiniy E.coli Iasteliy transformacija

I 50 pL paruosty kompetentiniy E.coli DH5a Igsteliy jdedama nuo 1 iki 10 pl (1 ng/pl -

100 ng/ul) transformuojanc¢io DNR misinio ir $velniai sumaiSoma. Lasteliy ir DNR misinys
inkubuojamas 1 val. lede (galimas ilgesnis inkubavimo laikotarpis). Po to, vykdomas
temperatiirinis Sokas, miSinys perkeliamos j 45 °C temperatiiros vandens vonele ir
inkubuojamas 42 s. | atvésusj iki kambario temperattiros méginj pridedama 1 mL LB terpés
be ampicilino ir 1 val. inkubuojama 37 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min. grei¢iu. Po
inkubacijos vykdomas lasteliy surinkimas centrifuguojant 6018xg 30 s. Paliekama 50 uL
supernatanto, likusioji dalis pasalinama. Tuomet Igsteliy biomasé suspenduojama ir uzséjama
ant LB agarizuotos terpés su ampicilinu (2.9). Lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje per
naktj.

2.25 Kolonijy tikrinimas PGR metodu

Naudojama ,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)”, gamintojas ,, Thermo Fisher
Scientific”.
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Vienos reakcijos misinio sudétis:

Medziagos Taris, pL
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 10
10 uM pradmuo Nr. 1 1
10 uM pradmuo Nr. 2 1
MilliQ H,0 7

Naudojamos mieliy ir bakterijy lgstelés turi bati 1 dienos Sviezumo. PGR reakcija vykdoma
termocikleryje ,,iCycler” (,,Biorad”). Nustatomos PGR salygos:

Etapas Temperatiira Laikas Ciklai

Pradiné denataracija 95°C 3 min. 1
Pradmeny prilydimas Xe°C 30s

DNR prailginimas 72°C Ys 30
Denatiracija 95°C 30s

Pradmeny prilydimas XeC 30s

Galutinis DNR prailginimas 72°C 5 min. 1
Palaikymas 20°C 00 min.

X - apskai¢iuojamas naudojant interneting skai¢iuokle ,, Thermo Fisher Scientific Tm calculator”:
(https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-
calculator.html ).

Y - apskai¢iuojamas pagal sekos ilgj ir naudojamos ,,DreamTaq” polimerazés sintezés greitj (1
min/kb).

2.26 Plazmidinés DNR i$skyrimas i§ E.coli Sarminés lizés metodu

Sterilia mikrobiologine kilpele nuo Petri 1ékstelés uzséjama viena E.coli kolonija j 5mL LB
terpés su ampicilinu (2.9). Lastelés auginamos per naktj (16-18 val.) purtant 220 aps/min.
greidiu, esant 37 °C temperatirai. Po kultivavimo visa lasteliy biomasé yra surenkama
centrifuguojant 5 min. 4 °C temperatiiroje 17161xg (naudojami 2 mL tiirio mégintuvéliai).
Supernatantas pasalinimas, 0 lgstelés uzpilamos 100 uL GTE buferiniu tirpalu (2.6) bei 2 pL
Rnazés A/T1 tirpalu (2.5) (jeigu plazmidé bus naudojama mieliy transformacijoje Rnazés
tirpalo naudoti nereikia). Tuomet visas méginys suspenduojamas ir uzpilama 200 pL lizés
misinio tirpalo (2.6). Méginys keletg karty pavartomas ir 5 min. inkubuojama ledo voneléje.
Po to jpilama 150 pL 5 M kalio acetato tirpalo (2.6), sumaisoma ir 5 min. inkubuojama ledo
voneléje. Po inkubacijos méginys centrifuguojamas 3 min. 4 °C temperatiiroje 17161Xg.
Atsargiai, nepalie¢iant nuosédy, nusiurbiamas skystis ir perkeliamas j nauja 1,5 mL tdrio
mégintuvelj bei uzpilamas tokiu paciu tiriu izopropanolio (2.3). Misinys inkubuojamas 10
min. kambario temperattiroje. Tuomet tirpalas centrifuguojamas 3 min. kambario
temperattiroje 20238xg, skystis nupilamas, 0 nuosédos praplaunamos 2 kartus su 500 pL 70%
EtOH (2.6). Toliau centrifuguojama 3 min. kambario temperatiiroje 20238xg. Po paskutinio
centrifugavimo nuosédos atsargiai nusausinamos su filtrinio popieriaus juostele bei
suspenduojamos 50 pL sterilaus MilliQH,0.
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2.27 Plazmidinés DNR valymas PEG/MgCl,

Plazmidinés DNR, i$skirtos Sarminés lizés metodu (2.26), paruosimas sekvenavimui. DNR
sumaiSoma su PEG-8000/MgCl; tirpalu (2.6) santykiu 1:1 ir inkubuojama 5 min. kambario
temperattroje. Tuomet centrifuguojama 5 min. kambario temperataroje 20238xg. Tirpalas
pasalinamas, nuosédos uzpilamos 500 pL 70% EtOH (2.6). Toliau centrifuguojama 3 min.
kambario temperatiiroje 20238xg. Praplovimo zingsnis kartojamas 2 kartus. Tuomet,
nuosédos suspenduojamas minimaliame MilliQH,O taryje.

2.28 Plazmidziy restrikciné analizé

Restrikciné analizé atliekama pagal gamintojo ,, Thermo Fisher Scientific” rekomendacijas.
Restrikcinis karpymas vykdomas 1 val. 37 °C temperattroje. Sukarpyta ziediné DNR
plazmidé analizuojama DNR elektroforezés agarozés gelyje metodu (2.18). Reakcijos miSinio
sudétis: 1 uL plazmidés (2,5-5 pg), 1 uL 10x restrikcijos endonukleazés buferio, 2,5 uL
restrikcijos endonukleazés (10 U/ulL) ir dH,O iki 47,5 pL tario.

2.29 S.cerevisiae Igsteliy ruosimas transformacijai

Naudojamos mieliy Igstelés turi biiti ne senesnés nei vienos savaités laiko. Nuo agarazituos
YEPD terpés Petri 1éksteléje su strerilia mikrobiologine kilpele mielés yra uzséjamos j 5 mL
stulpelj su mitybine YEPD terpe be formaldehido (2.10) ir auginama per naktj (16-18 val.)
purtant 200 aps/min. grei¢iu 30 °C temperattroje. Po naktinio auginimo 1 mL kultiiros yra
perséjama j nauja 5 mL stulpelj su mitybine YEPD terpe be formaldehido (2.10) ir auginama
3 val. 30 °C temperatiiroje, purtant 200 aps/min. grei¢iu. Po auginimo lastelés yra
perkeliamos j sterily 50 mL tario konusinj mégintuvélj ir surenkamos centrifuguojant 3 min.
kambario temperattiroje 3000xg grei¢iu. Supernatantas pasalinimas, likusios Iastelés
suspenduojamos 20 mL TE buferiniu tirpalu (2.7). Centrifuguojama tomis paciomis
salygomis, supernatantas pasalinamas. Tuomet mielés suspenduojamos 3 mL 0,1 M LiCl
tirpalu (2.7) ir inkubuojamos 1 val. 30 °C temperatiiroje (nepurtyti). Po inkubacijos, lastelés
perneSamos j 1,5 mL tdrio mégintuvélius ir centrifuguojama 30 s 7000xg greiciu,
supernatantas pasalinamas. Galiausiai, 1gstelés suspenduojamos supernatanto likuciuose -
paruo$iamos transformacijai.

2.30 Kompetentiniy S.cerevisiae kultiry transformacija

I 15 pL paruosty kompetentiniy mieliy lasteliy jpilama 5 pL Sarminés lizés metodu (2.26)
i§skirtos plazmidinés DNR (su RNR priemaisomis). MiSinys §velniai sumaiSomas ir laikomas
20 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos ant lasteliy uzpilami 40 pL (2 tiriai) 50 %
PEG-3350 tirpalo (2.7) ir laukiama 50 min. 30 °C temperataroje. Toliau lastelés yra
perkeliamos j 42 °C vandens vonelg ir inkubuojamos 35 min. - vykdomas temperatiirinis
Sokas. Po temperatiirinio Soko mieliy lgstelés atplaunamos nuo PEG-3350 su 800 uL TE
buferiniu tirpalu (2.7). Visas miSinys $velniai suspenduojamas ir centrifuguojama 30 s
kambario temperattiroje 7000xg grei¢iu. Supernatantas pasalinamas. Toliau vykdomas Igsteliy
gaivinimas: mielés suspenduojamos 1 mL skystoje YEPD terpéje be formaldehido (2.10) ir
inkubuojama 18 val. 30 °C temperatiiroje be purtymo (mégintuvélio virSuje biitina pradurti
skylutg). Po gaivinimo, Iastelés centrifuguojamos 30 s kambario temperatiiroje 7000xg
greic¢iu. Dalis supernatanto pasalinama, 0 kitoje dalyje suspenduojamos lastelés, kurios
uzséjamos ant agarizuotos YEPD su formaldehidu (FDH) terpés (2.10) ir auginamos 48 val.
30 °C temperatiiroje.

2.31 Tikslinio baltymo raiSka mielése S.cerevisiae

Raiskos tyrimuose yra naudojamos ne senesnés nei 2 pary mieliy lgstelés. Sterilia
mikrobiologine kilpele paimama Sviezia S.cerevisiae vienos kolonijos biomasé (kilpelés
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dydzio) ir uzséjama j 20 mL skystos YEPD terpés, papildytos formaldehidu (FDH) (2.10).
Lastelés auginamos 24 val. purtant 200 aps/min. greiciu 30 °C temperatiiroje. Po auginamo
lasteliy suspensija perkeliama j sterily 50 mL konusinj mégintuvélj ir centrifuguojama 5 min.
kambario temperatiiroje 2000Xg grei¢iu. Supernatantas pasalinamas. Toliau vykdomas terpés
pakeitimas ant Igsteliy uzpilant 20 mL skystos YEPGal terpés, papildytos FDH (2.10). Mielés
suspenduojamos ir, $iuo atveju, indukuojamos 18 val. 30 °C temperatiiroje purtant

200 aps/min. greiciu. Po indukcijos lastelés perkeliamos j 50 mL konusinius mégintuvélius ir
centrifuguojamos 20 min. 4 °C temperatiiroje 3000xg greiciu. Gauta Iasteliy biomasé ir
supernatantas yra atskiriami. | supernatantg jpilama proteaziy inhibitoriaus PMSF tirpalo
(2.17) bei koncentruojama pagal metodika (2.37). Mieliy biomasé suspenduojama ir
praplaunama 17,5 mM HEPES + 17,5 mM imdazolo (pH 7,2) buferiniu tirpalu (2.16). Tada
centrifuguojama 20 min. 4 °C temperattiroje 3000xg greiciu. Praplauta Igsteliy biomasé
ardoma stiklo rutuliukais (2.38) tolimesniems tyrimams.

2.32 Kompetentiniy P.pastoris ruoSimas transformacijai

Naudojamos mielés P.pastoris neturéty biiti senesnés nei vienos savaités. Su sterilia
mikrobiologine kilpele uzséjamos $viezios mieliy lastelés j 20 mL skystos terpés YEPD
(2.10) ir auginamos 18 val. 30 °C temperatiiroje purtant 220 aps/min. grei¢iu. Po auginimo
dalis naktinés Igsteliy kultiiros perséjama j nauja, 25 mL skysta YEPD terpg¢ (2.10), kad
lasteliy tankis siekty 0,1-0,2 optinius vienetus (esant 600 nm bangos ilgiui). Toliau auginama
30 °C temperatiroje, purtant 220 aps/min. greic¢iu. Optinis tankis matuojamas kas 4 val., kol
pasiekiami 1,3-1,5 optiniai vienetai (prie 600 nm bangos ilgio). Po to, Igstelés perkeliamos j
sterilius 50 mL tiirio konusinius mégintuvélius ir centrifuguojama 5 min. 4 °C temperatiiroje
2500xg greiciu. Supernatantas nupilamas, o Igstelés suspenduojamos 5 mL skystos YEPD su
HEPES buferiu terpéje (2.10). I suspensija pridedama 125 pL 1M DTT tirpalo (2.7), $velniai
sumaiSoma ir inkubuojama 15 min. 30 °C temperatiiroje (nepurtant). Po inkubacijos ant
lasteliy uzpilama 20 mL $alto sterilaus dH,O (nemaiSoma) ir centrifuguojama 5 min. 4 °C
temperatiiroje 2500xg greiciu. Supernatantas pasalinamas ir nuo $io zingsnio like darbai
atliekami ledo voneléje. Lastelés suspenduojamos 1 mL salto 1 M sorbitolio tirpalu (2.7) ir
perkeliamos j sterilius 1,5 mL tario mégintuvélius bei centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje
2500xg greiciu. 800 pL supernatanto pasalinama, likusioje dalyje suspenduojama mieliy
lasteliy biomasé, tinkama transformacijai.

2.33 Kompetentiniy P.pastoris Igsteliy transformacija

Steriliame 1,5 mL tirio mégintuvélyje sumaiSoma 40 pL kompetentiniy P.pastoris Igsteliy su
4 uL atjuostos ir 1 puL nekarpytos plazmidinés DNR (koncentracija ne mazesné nei

0,5 nug/uL). Visas misinys inkubuojamas 5 min. ledo voneléje. Tuomet paruoSiamas BTX
aparatas, nustatoma 1,5 kV jtampa bei ledo voneléje patalpinamos elektroporacijos kiuvetés.
Po to, mieliy Iasteliy ir DNR misinys patalpinamas j elektroporacijos kiuvete, viduryje tarp
dviejy elektrody. Kiuveté nusausinama ir dedama j BTX aparata, spaudziamas ,,Start”
mygtukas. Lastelés elektroporuojamos — jvyksta jy transformacija. Po to skubiai uzpilama
Salto 1 mL 1 M sorbitolio tirpalo (2.7) ir su automatine pipete sumaiSoma. MiSinys
perkeliamas j sterilius 1,5 mL tirio mégintuvélius. Tuomet 300 uL transformuoty Igsteliy yra
uzséjama ant selektyvinés agarizuotos MD terpés (2.10) ir auginama 3-4 paras 30 °C
temperatiiroje.

2.34 Rekombinantiniy P.pastoris klony atranka

Rekombinantiniy klony atranka vykdoma nuo agarizuotoje MD terpéje iSaugusiy klony
(2.10). Ant uzaugusiy lIgsteliy uzpilama 3 mL sterilaus dH,O, lgstelés suspenduojamos ir
surenkamos j sterilius 1,5 mL ttrio mégintuvélius. Pamatuojamas kulttiros optinis tankis (prie
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600 nm bangos ilgio) ir skiedziama iki 0,1 optinio vieneto. Tuomet uzsé¢jama 100 uL Igsteliy
suspensijos ant agrizuotos YEPD su geneticinu (geneticino koncentracijos 0,5 mg/mL ir
1 mg/mL) (2.10). Auginama 3-4 paras 30 °C temperaturoje.

2.35 Tikslinio baltymo raiska mielése P.pastoris

Raigkos tyrimuose yra naudojamos ne senesnés nei 2 dieny mieliy kolonijos. Sterilia
mikrobiologine kilpele paimama viena mieliy P.pastoris kolonija ir uzséjama j 20 mL skystos
YEPG terpés (2.10). Lastelés auginamos per naktj (16-18 val.) 30 °C temperatiiroje purtant
220 aps/min. greiciu. Po auginimo lgstelés perkeliamos j sterilius 50 mL konusinius
mégintuvélius ir centrifuguojamos 3 min. kambario temperattiroje 2000xg greiciu.
Supernatantas paSalinamas, 0 lgsteliy biomasé suspenduojamos j 20 mL skystos YEPM terpés
(2.10). Tuomet, lastelés perkeliamos atgal j kolbutes ir Igstelés indukuojamos 24 val. 30 °C
temperattiroje, purtant 220 aps/min. greic¢iu. Tolimesnés biomasés ir supernatanto atskyrimo
bei analizés zingsniai yra atliekami pagal 2.31 metodika, kaip mielése S.cerevisiae.

2.36 Baltymy koncentracijos matavimas Bradford’o metodu

Pries taikant metoda, batina pasidaryti kalibracing kreive. Kalibracinei kreivei sudaryti
i$pilstomas jaucio serumo albumino tirpalas (JSA) j 15 mL tirio stiklinius mégintuvélius
atitinkamais turiais - 15, 30, 60, 90, 120 uL. Tuomet kiekvienas mégintuvélis papildomas iki
300 pL bendro tario atitinkamu kiekiu 0,15 M NaCl tirpalo (2.12). Kontrolinis méginys - tik
300 uL 0,15 M NaCl tirpalo (2.12). I kiekvieng mégintuvélj pilama po 3 mL Bradford’o
reagento (2.12), sumaiSoma ir inkubuojama 2 min. kambario temperattroje. Tiksliai po 2 min.
spektrofotometru matuojama sugertis prie 595 nm ir braizoma kalibraciné kreiveé:
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2.1 pav. Kalibraciné kreivé Bradford’o metodikai, jau¢io serumo albumino tirpalg naudojant kaip
standartinj baltyma

Prie§ naudojant batina patikrinti Bradford’o reagento (2.12) kokybe. Tai atliekama
pamatuojant absorbcijg prie 465 nm bangos ilgio, kuri turi bati 1,3-1,5 ribose. Kaip kontrolé
naudojamas distiliuotas vanduo.

Nezinomos baltymy koncentracijos tirpalas nustatomas j 30 uL tiriamyjy baltymy misinj
jpilant 270 uL 0,15 M NaCl tirpalo (2.12). Tuomet j mégintuvélj jpilama 3 mL Bradford’o
reagento (2.12), sumaiSoma ir inkubuojama 2 min. Tiksliai po 2 min. spektrofotometru
matuojama sugertis prie 595 nm. Kontroliniame méginyje sumaisomi 300 uL 0,15 M NaCl
tirpalo (2.12) ir 3 mL Bradford’o reagento. Baltymy koncentracija apskaic¢iuojama pagal
formule:

Abs

Cc =
tga

=1

kur:
€ — neZinoma baltymy koncentracija, mg/mL;
Abs — sugertis iSmatuota prie 595 nm bangos ilgio;
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tg o — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;
n — praskiedimas (reakcijos ir méginio).

2.37 Baltymy koncentravimas

Baltymy koncentravimui naudojami ,,Amicon® Ultra 10K” mégintuvéliai. Koncentravimo
procediiros atliekamos pagal gamintojo rekomendacijas. Koncentravimo membranos pries$
naudojima yra praplaunamos 2 kartus su miliQH,O centrifuguojant 20 min. kambario
temperattroje 2000xg greic¢iu. Po praplovimo koncentruojamas tiriamasis méginys 4 °C
temperatiiroje 3000xg greiciu. Laikas priklauso nuo pageidaujamo koncentruoto méginio
tario.

2.38 Lasteliy ardymo metodas stiklo rutuliukais

Pasveriama lgsteliy biomasé ir santykiu 1:10 (1 mg Igsteliy:10 uL buferio) suspenduojama
17,5 mM HEPES + 17,5 mM imidazolo buferiniu tirpalu (pH 7,2) (2.16) bei pridedama 100
mM proteaziy inhibitoriaus PMSF (2.17), jog pastarojo galutiné koncentracija tirpale siekty 1
mM. Toliau visos procediiros atliekamos ledo voneléje. Tuomet ant Igsteliy suspensijos
uzpilami stiklo rutuliukai santykiu 1 mL suspenduoty Igsteliy:1 mL stiklo rutuliuky. Lasteliy
ardymas atliekamas 15 min.: 30 s vorteksuojama su maisykle-mikseriu ,,\VVortex-Genie 2” ir
30 s laikoma ledo voneléje. Po ardymo su automatizuota pipete atsargiai nusiurbiamas
supernatantas (grubus lizatas) ir perkeliamas j $varius 1,5 mL tiirio mégintuvélius. Dalis
grubaus lizato pasiliekama tolimesniems tyrimams. Kita dalis miSinio yra centrifuguojama 20
min. 17136xg 4 °C temperatiiroje. Taip atskiriamos tirpiy ir netirpiy (Igsteliy nuolauzos)
baltymy frakcijos. Supernatantas (tirpi baltymy fr.) perkeliamas j $§vary mégintuvélj, o Iasteliy
nuolauzos praplaunamos 1mL 17,5 mM HEPES + 17,5 mM imidazolo buferiniu tirpalu (pH
7,2) (2.16). Tada nuolauzos suspenduojamos buferiniame tirpale, taris turéty bati panasus,
koks ir nusiurbtos tirpios baltymy frakcijos.

2.39 Baltymy elektroforezés NDS-PAGE natyviomis ir denatiiruojan¢iomis salygomis
metodai

Paruosiama DNR elektroforezés jranga: nuvalomi vidiniai stiklo plokstelés pavirsiai 99,8 %
EtOH ir surenkamas rémelis. Tuomet gaminamas 12 % arba 15 % skiriamasis gelis. Ipylus j
misinj paskutinj komponenta TEMED (polimerizacijos katalizatoriy) tirpalas sumaiSomas ir
skubiai supilamas j surinktg elektroforezés rémelj. Ant virSaus uzpilama dH,O ir laukiama 20-
30 min. kol sustingsta gelis. Po 20-30 min. vanduo nupilamas ir ant skiriamojo gelio yra
uzpilamas 4 % koncentruojamasis gelis. Po to atsargiai jdedamos pasirinkto dydzio Sukutés ir
paliekama polimerizuotis 20 min. Po polimerizacijos Sukutés iStraukiamos, 0 elektroforezés
rémelis su geliu yra perkeliamas j vertikalig baltymy elektroforezés kamera, kuri uzpildoma
1x elektroforezés buferiniu tirpalu (2.13). Natyvios elektroforezés metu yra naudojamas be
NDS 1x elektroforezés buferinis tirpalas (2.14). I8 pradziy elektroforezé vykdoma nustacius
100 V jtampa, kai pasiekiamas skiriamasis sluoksnis jtampa didinama iki 150 V.

Meéginiy paruosimas elektroforezei denatiiruojanc¢iomis salygomis: baltymy méginiai yra
sumaisomi su 2x elektroforetiniu dazu (2.13), turin¢iu 5 % 2-merkaptoetanolio santykiu 1:1.
Tuomet misinys pakaitinamas 5 min. 95 °C temperatiiroje. Méginio j Sulinélius jneSama 2-20
uL, o baltymy molekulinés masés standarto 3 pL (2.3). Natyviomis salygomis: baltymy
méginiai yra sumaiSomi su 5x elektroforetiniu dazu (2.14) santykiu 4:1 atitinkamai. Toks
misinys tiesiogiai naudojamas elektroforezéje. IneSamas maksimalus kiekis telpantis
Sulinélyje.
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Gelio sudétis kai elektroforezé leidziama denatiruojanciomis sqlygomis:

12 9% skiriamasis gelis 15 % skiriamasis gelis 4 9% koncentruojamasis gelis

2000 pL 30 % AA ir BAA tirpalo | 3750 pL 30 % AA ir BAA tirpalo 335 uL 30 % AA ir BAA tirpalo

1250 puL 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) | 1875 uL 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 625 uL 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

50 uL 10 % NDS 75 uL 10 % NDS 50 uL 10 % NDS
1585 uL dH,0 1688 uL dH,0 1500 uL dH,0
25 uL 10 % APS 75 uL 10 % APS 12,5 uL 10 % APS
2,5 uL TEMED 7,5 uL TEMED 2,5 uL TEMED
Gelio sudétis kai elektroforezé leidziama natyviomis sqglygomis:
15 % skiriamasis gelis 4 % koncentruojamasis gelis
3750 uL 30 % AA ir BAA tirpalo 335 uL 30 % AA ir BAA tirpalo
1875 uL 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 625 uL 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
1763 pL dH,0 1550 pL dH,0
75 uL 10 % APS 12,5 uL 10 % APS
7,5 uL TEMED 2,5 uL TEMED

Tirpaly sudétyss nurodytos poskyriuose 2.13 ir 2.14. Po baltymy elektroforezés
denatiiruojanciomis saglygomis gelis yra praplaunamas dH,O. Tuomet perkeliamas j indelj su
dH,0, pakaitinama mikrobangy krosneléje ir inkubuojama 5 min. purtant. Sis Zingsnis
kartojamas 2 kartus. Vanduo pasalinimas, ant gelio uzpilama ,,Commassie Blue R-250” dazo
(2.13) ir inkubuojama 20 min. kambario temperattroje purtant (laikyti tamsiai). Po
inkubacijos gelis atplaunamas keiciant pakaiting dH,0.

2.40 Protonograma

Po elektroforezés natyviomis salygomis (2.39) gelis yra patalpinamas j indg su 100 mM Tris-
HCI ir 10 % izopropanolio tirpalu (pH 8,2) (2.15) ir plaunamas 10 min. kambario
temperatiiroje purtant. Zingsnis kartojamas 2 kartus. Po praplovimo tirpalas pasalinamas, 0
gelis uzpilamas 25 mL bromtimolio mélio dazo tirpalu (2.15) ir inkubuojamas 30 min.
kambario temperattiroje purtant (laikyti tamsiai). Po inkubacijos dazas nupilamas. Tuomet
elektroforezés gelis panardinamas j CO; substratinj tirpalg (2.15) ir Svelniai purtomas, tol kol
ima rysketi tikslinio baltymo fragmentai.

2.41 Hidratacinio karboanhidrazés aktyvumo nustatymo metodas su fenolio raudonuoju
Meégintuvélyje sumaisoma 2,5 mL 0,033 mM fenolio raudonojo (2.16), 400 nL 25 mM
HEPES (pH 8,2) buferinio tirpalo (2.16), 100 uL CO, substratinio tirpalo (2.16). Reakcija
inicijuojama pridedant 100 pL tiriamojo fermentinio tirpalo. Sugerties kitimas fiksuojamas su
spektrofotometru (angl. Spekol 2000) 300 nm-700 nm bangos ilgio ribose. Jvertinama ir
kontroliy i) be fermentinio tirpalo, ii) be substratinio tirpalo, ir iii) be fenolio raudonojo jtaka
sugerties pokyciui.

2.42 Karboanhidrazés aktyvumo nustatymo metodas su p-nitrofenilo acetatu

1,8 mL substratinio tirpalo (2.16) jpilama j kiuvete. Hidrolizés reakcija inicijuojama pridedant
0,2 mL tiriamojo fermentinio tirpalo. Stebimas sugerties pokytis prie 400 nm bangos ilgio.
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Kontroliniame méginyje tiriamasis fermentinis tirpalas pakeic¢iamas buferiniu 25 mM HEPES
(pH 8,2) tirpalu (2.16).

2.43 Karboanhidrazés aktyvumo nustatymo metodas su indoksilo acetatu

201 uL 17,5 mM HEPES + 17,5 mM imdazolo buferio (pH 8,2) (2.16), 24 uL 10 mM
indoksilo acetato tirpalo (substratas) (2.16) bei 25 pL tiriamojo fermentinio tirpalo jpilama j
plokstelés Sulinélj (angl. 96-Well plate). Plokstelé padengiama apsaugine plévele ir
spektrofotometru matuojama sugertis prie 375 nm bangos ilgio 37 °C temperatiiroje 2 val.
Naudojamos 2 kontrolés: i) be fermentinio tirpalo ar/ir ii) be substratinio tirpalo.
Skai¢iavimuose naudojamo ekstinkcijos koeficiento reikimé yra 0,254 mM™/cm™ (Sunarko et
al., 2005). Reakcijos greitis (v) apskai¢iuojamas:

_tga V.,

3 V;

kur:

tg a — nuokrypio kampas;

¢ — ekstinkcijos koeficientas (mM™/cm™);
V, — reakcijos taris, mL;

V¢ — fermentinio méginio ttris, mL.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame skyriuje bus aptariami rezultatai gauti tiriant 5-cab geno klonavima ir raiska
S.cerevisiae bei P.pastoris mieliy sistemose. Tyrimuose buvo naudojamas f-cab genas, kurj
isskyré Rimantas Siekstelé (TBS BTI) i§ gramteigiamos bakterijos Bacillus mojavensis (3.1

pav.). Genas koduoja 21 kDa dydzio fermentg -karboanhidrazg.

3.1 pav. B-KA is Bacillus mojavensis modeliné struktiira (modeliavo dr. Visvaldas Kairys)

3.1 p-cab geno klonavimas ir raiska S.cerevisiae
Pirmoji tirta raiskos sistema buvo mielése S.cerevisiae. Sios mielés pasirinktos dél

daugelio savybiy: toleruoja platy pH intervala, jose funkcionuoja oF signalinis peptidas,
dalyvaujantis baltymo sekrecijoje j uzlasteline terpe, neturi pirogeny bei yra pripazintos kaip
GRAS organizmas (Baghban et al., 2019; Celik ir Calik, 2012). I$vardintos savybés atveria
placias galimybes panaudoti Sias mieles baltymy sintezei.

Baltymy raiSkai mieliy S.cerevisiae sistemoje buvo naudojamas i$ dr. Almos Gedvilaités
(EGIS BTI) gautas Saudyklinis vektorius pFX7aF su specifiniais molekuliniais Zzymenimis
(3.2 pav.). Efektyvia baltymo raiska uztikrina galaktozés indukuojamas (represuojamas
gliukoze) piruvatkinazes promotorius - PYK1. Selektyvinj spaudima bei rekombinantiniy
klony atranka E.coli transformantuose jgalina atsparuma ampicilinui nulemiantis genas bla, o
mielése - formaldehidrogenaz¢ (FHD) koduojantis genas FDH1 (Sasnauskas et al., 1992).
Raiskos sistemoje taip pat galima aptikti ir aF signalin} peptida koduojancia seka, kuri

nulemia tikslinio baltymo sekrecijg j 1astelés iSore (supernatantg).
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GAL10-UAS _ 6xHis-f-cab iv/ar f-cab

N\

8,296 bp

3.2 pav. Mieliy S.cerevisiae raiSkos vektorius pFX7aF su tiksliniu genu

f-cab klonavimo, plazmidés konstravimo (homologinés rekombinacijos principu
bakterijose E.coli DH5a) bei pradiniai raiskos mielése jvertinimo darbai buvo atlikti tiriamojo
bakalaurinio darbo metu (Baliukynas M., 2018). Tyrimy metu S.cerevisiae AH22-214
rekombinantai, turinys konstrukta pFX7aF-£-cab (su tiksliniu genu) ir kontroliniai - pFX7aF
(be tikslinio geno), buvo auginami 14 val. YEPD terpéje papildytoje formaldehidu (FDH),
esant 30 °C temperatirai, purtant 200 aps/min. grei¢iu. Po auginimo lgstelés buvo
perkeliamos j indukcing YEPGal terp¢ su formaldehidu (FHD) ir inkubuojamos dar 24 val. 30
°C temperatiiroje, purtant 200 aps/min. greiciu (2.31) (3.3 pav.).

\A\\“YE—Pb + FDH ol — —l

EPD + FDH \ EPGal + FDH \
30°C, 200 rpm | 30°C, 200 rpm |
j al J

3.3 pav. Rekombinantiniy S.cerevisiae klony kultivavimo schema

Meéginiai buvo imami po 6, 24, 30, 48 val. Supernatantas ir Iasteliy biomasé atskiriami
centrifuguojant. Supernatantas koncentruojamas naudojant 10 kDa pralaidumo membrang
(2.37). Lasteliy biomasé suardoma stiklo rutuliukais. Gaunamos tirpi bei netirpi (nuolauzos)
baltymy frakcijos, kurios atskiriamos centrifuguojant (2.38). Tuomet atliekama supernatanto,
tirpios bei netirpios (nuolauzos) baltymy frakcijy analizé NDS-PAGE gelyje
denatiiruojanciomis saglygomis (2.39). Rezultatai parodé, jog didzioji dalis produkuoto
rekombinantinio baltymo buvo netirpios biisenos t.y., aptinkamas lasteliy nuolauzose (3.4
pav. takeliai Nr. 6, Nr. 7, Nr. 8). Taip pat pastebéta, jog baltymo molekuliné masé, lyginat
su teorine, padidéjo per 10 kDa (3.4 pav. takeliai Nr. 6, Nr. 7, Nr. 8), kas atitinka oF
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signalinio peptido dydj. Deja, NDS-PAGE gelyje tikslinio baltymo nei supernatante
(duomenys nepateikti) nei tirpiy baltymy frakcijoje (3.4 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3 Nr.
4) nebuvo aptikta dél galimai per Zemo tirpaus baltymo sintezés lygio. Kaip ir tikétasi,
rekombinantinés karboanhidrazés nebuvo nustatyta kontroliniuose méginiuose (3.4 pav.
pFX7aF).

PFX70F-p-cab

1 M 2 3 4 5 6 M 7 8 M 1 2 3 4 M 5 6 7 8v

2. 2 72 72
e e <
4 3 " -  IEE
Ve it B ' ol Beddond A 5 IE]
2 (S T W |

1215 38 & | | 21] | & 21 [ A

17 47 “ 7

3.4 pav. Rekombinantiniy S.cerevisiae AH22-214: pFX7aF-f-cab klony tirpios ir netirpios baltymy
frakcijos analizé NDS-PAGE gelyje skirtingais laiko intervalais 30 °C temperataroje. Tirpi baltymy
frakcija: 1 — 6 val.; 2 — 24 val.; 3 — 30 val.; 4 — 48 val. Netirpi baltymy frakcija (nuolauzos): 5 — 6
val; 6 — 24 val.; 7 — 30 val.; 8 — 48 val.; M — molekulinés masés standartas, kDa

Kadangi f-cab geno raiska rekombinantinése mielése S.cerevisiae AH22-214 vyko labai
efektyviai, nors ir didzioji dalis tikslinio baltymo buvo sintetinama netirpios btisenos. Tad
magistrinio tiriamojo darbo metu buvo nuspresta atlikti detalesnius tyrimus, kuriy metu bty
bandoma padidinti gaminamo tirpios biisenos rekombinantinio baltymo kiekj. Vienas i$ tokiy
buvo skirtingy S.cerevisiae kamieny jtakos jvertinimas baltymo sintezei.

Daznai mokslinése publikacijose kalbant apie mieliy raiSkos sistemas yra iSskiriama ir
skirtingy mutantiniy mieliy kamieny jtaka sintetinamo baltymo koncentracijai bei sekrecijos
lygiui. Pavyzdziui, a-amilazés iSeigos ir sekrecijos lygis gali skirtis net iki 4 karty
skirtinguose mieliy kamieno mutantuose (Huang et al., 2017). Todél ir Siame darbe, siekiant
vertinti skirtingy mutacijy jtakg rekombinantinio baltymo produkcijai, plazmidémis pFX7aF-
f-cab ir pFX7aF (kontrolé) buvo transformuoti laukinio genotipo GCN2, mutantininiy
genotipy AH22 (MATa leu23 leu2112 his4519 canl) ir 214Apep4 (a ura3 leu2 his3 Apep4)
mieliy kultiiros (2.30). Gauti rekombinantiniai klonai buvo analizuojami PGR metodu (2.25),
naudojant P529 ir P530 pradmeny pora. DNR elektroforeze (2.18) parodé, jog mieliy
transformacija buvo sékminga, gauti 1018 bp ilgio konstrukty pFX7aF-f-cab fragmentai,
atitinkantys teorinj dyd;j (3.5 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4).
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GCN2 214Apep4
M1 2 3 4 5 M 1 2 34 5

3.5 pav. Rekombinantiniy S.cerevisiae AH22, GCN2 ir 214Apep4 klony atranka PGR metodu. 1, 2, 3,
4 takeliai — transformuoti klonai, turintys plazmide pFX7aF-S-cab. 5 takelis — tuséia (neigiama)
kontrolé. M — DNR dydzio standartas, bp

Tuomet, siekiant iSsiaiskinti kaip skirtinguose kamienuose keiciasi rekombinantinés -
karboanhidrazés sintezés bei sekrecijos i lgstelés iSore efektyvumas, buvo pasirinkti skirtingy
mieliy kamieny AH22, GCN2, 214Apep4 klonai pazyméti Nr. 1 (3.5 pav.) ir auginami 14 val.
YEPD terpéje, papildytoje formaldehidu (FDH) 37 uM galutinés koncentracijos, esant 30 °C
temperatirai ir purtant 200 aps/min. grei¢iu. Po 14 val. lastelés perkeliamos j indukcing terpe
ir inkubuojamos 24 val. tomis pa¢iomis saglygomis. Po indukcijos lastelés buvo atskirtos nuo
supernatanto centrifuguojant (2.31). Supernatantas koncentruojamas su 10 kDa pralaidumo
membrana (2.37). Lasteliy biomasé ardoma stiklo rutuliukais. Gaunamas grubus lizatas, kuris
centrifuguojamas ir atskiriamos tirpi bei netirpi (nuolauzos) baltymy frakcijos (2.38). Tuomet
atliekama NDS-PAGE analizé denattiruojanc¢iomis sglygomis (2.39). Rezultatai parodé, kad
tikslinio baltymo kiekis ir biisena nepriklauso nuo kamieno tipo - baltymas aptiktas tik
neistirpusiy baltymy frakcijoje (3.6 pav. takeliai Nr. 2). Kaip ir ankstesniuose f-cab raiskos
kamiene AH22-214 tyrimuose, sintetinama rekombinantiné f-karboanhidrazé buvo su oF
signaliniu peptidu (fermento molekuliné masé padidéjo 10 kDa lyginant su teoriniu dydziu).
IS rezultaty matyti, kad, procesingo metu nuo baltymo néra nukerpamas signalinis aF peptidas
ir kartu prarandama tinkama B-KA erdviné struktiira. Tuo tarpu tirpios biisenos tikslinio
baltymo, nepriklausomai nuo naudojamo kamieno, nebuvo nustatyta NDS-PAGE gelyje (3.6
pav. takeliai Nr. 1), grei¢iausiai dél metodo mazo jautrumo ir per mazos baltymo
koncentracijos. Supernatanto analizé NDS-PAGE gelyje (rezultatai nepateikiami) taip pat

nepatvirtino, kad B-KA buvo sekretuojama i uzlasteling terpe.
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AH22 GCN2 214Apep4
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3.6 pav. p-cab raiskos S.cerevisiae kamienuose AH22, GCN2 ir 214Apep4 analizé NDS-PAGE gelyje.
1 — pFX7aF-f-cab (tirpi baltymy fr.); 2 — pFX7aF-f-cab (netirpi baltymu fr.); Kt — pFX7aF (tirpi
baltymy fr.); Kn — pFX7aF (netirpi baltymy fr.); M — baltymy molekulinés masés standartas, kDa

Kadangi NDS-PAGE néra itin tinkamas metodas identifikuoti baltymus, esant jy maziems
kiekiams, buvo pasitelkta apie 1000 karty jautresné KA fermentinio aktyvumo nustatymo
metodika, kuri paremta indoksilo acetato hidrolize, katalizuojant karboanhidrazei ir kurios
metu susidaro acetatas bei indoksilas (Baliukynas et al., 2020). Tyrime buvo naudojami
mieliy klonai, turintys pFX7aF-f-cab arba pFX7aF konstruktus (GCN2, AH22, 214Apep4
kamienai). IS pradziy buvo paruosti tiriamieji méginiai, suvienodinamos transformanty tirpiy
baltymy frakcijy koncentracijos iki 3 mg/mL. Tuomet 201 pL 17,5 mM HEPES + 17,5 mM
imdazolo buferio (pH 8§,2), 24 uL 10 mM indoksilo acetato tirpalo buvo jpilama j plokstelés
Sulinélj (angl. 96-Well plate). Reakcija inicijuojama pridedant 25 pL paruosto tiriamojo
fermentinio tirpalo. Plokstelé patalpinama j spektrofotometrg, kur 2 val. buvo fiksuojama
sugertis prie 375 nm bangos ilgio 37 °C temperatiiroje (2.43). Kontroliniy méginiy reakcijos
miSiniai buvo ruoS$iami be substrato ir fermentinio tirpalo. Apskai¢iuojamas tirpiy baltymy
frakcijy (i$ klony pFX7aF-f-cab, pFX7aF, atitinkamai) sugerties reikSmés skirtumas.
Apdoroti ir grafiSkai pateikti duomenys parodé sugerties did¢jimo priklausomybe nuo laiko,
kas patvirtino, jog B-karboanhidrazé buvo sintetinama tirpios ir aktyvios blisenos
rekombinantiniuose S.cerevisiae AH22 ir GCN2 klonuose (3.7 pav.). Deja, rekombinantiniy

mieliy 214Apep4 klono tirpioje baltymy frakcijoje, KA aktyvumo nebuvo nustatyta.
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3.7 pav. Rekombinantiniy mieliy kamieny AH22 ir GCN2 produkuojamos KA katalizuojama
inodiksilo acetato hidrolizé

48



Remiantis gautais rezultatais, galima teigti, jog mieliy S.cerevisiae raiskos sistema gali
biiti pritaikoma B-karboanhidrazés sintezei, nors ir didZioji dalis rekombinantinio baltymo
buvo aptinkama netirpioje baltymy frakcijoje (nuolauzose), t.y. produkuojama netirpios
busenos. Taciau reikéty atlikti detalesnius tyrimus, kuriy tikslas bty iSsiaiskinti priezastis dél,
kuriy yra limituojama tirpios biisenos baltymo produkcija bei sekrecija i lastelés iSore. Tuo

tarpu, Siame tiriamajame buvo nuspresta iSbandyti kit raiskos sistema mielése P.pastoris.

3.2 Heterologinés karboanhidrazés klonavimas ir raiSka P.pastoris mielése

Antroji tirta raiSkos sistema buvo mielése P.pastoris (Komagataella phaffii). Pastaruoju
metu Sios mielés vis dazniau naudojamos rekombinantiniy baltymy gamyboje dél puikiy
savybiy: greitas lgsteliy augimas, siauras glikozilinimo spektras, zemas Seimininko baltymy
sekrecinis lygis, GRAS organizmas (Weinacker et al., 2014; Daly ir Hearn, 2005; Safder et
al., 2018).

Siame tiriamajame darbe buvo naudojami 2 $audykliniai raiskos vektoriai pPIC3,5K
(vidulastelinio baltymo produkcijai) ir pPIC9K (baltymo sekrecijai j 1astelés iSore), gauti 18 dr.
R. Slibinsko (EGIS BTI) (3.8 pav.). Siy vektoriy konstrukcijose panaudotas metanoliu
indukuojamas alkoholoksidazés promotorius - AOX1, taip pat selektyvinis Zymuo teigiamy
E.coli klony atrankai, kuris nulemia atsparumg ampicilinui - bla genas (Ampicilin(R)).
Kadangi naudojamas mieliy kamienas GS115 yra his’, 1asteliy iSgyvenamumui bitina
mitybiné terpé, kurioje buty gausu histidino aminortigsties arba vektorius, kuris uZtikrinty Sios
a.r. gamyba. Kartu tokia savybé yra pritaikoma ir pirminiy transformanty atrankai, kai lastelés
auginamos ant minimalios MD terpés (be aminoriig§¢iy), todé¢l iSgyvena klonai, turintys
plazmide pPIC3,5K arba pPIC9K. Tuo tarpu, mieliy klony su skirtingu plazmidziy kopijy
skai¢iumi genome atrankg uztikrina geneticinui atsparuma nulemiantis genas Kan. Vienintelis
ir esminis skirtumas tarp minéty vektoriy yra tai, jog pPIC9K turi seka, kuri koduoja oF
signalinj peptida, uztikrinantj tikslinio baltymo sekrecija j uzlasteling terpg.

: B-cab y T B-cab Term. sek;

|
[ 9,525 bp { 9,788 bp
| pPIC3,5K-B-cab ‘ pPIC9K-B-cab

U :

3.8 pav. Raiskos vektoriai pPIC3,5K ir pPIC9K su tiksliniu S-cab genu

~——
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3.2.1 p-cab klonavimas j $audyklinius rai$kos vektorius pPIC3,5K bei pPIC9K
Pradinius plazmidziy pPIC3,5K ir pPIC9K analizés bei pagausinimo darbus atliko Kamilé

Sepetyté (TBS BTI). Gauti E.coli transformantai, turintys konstruktus pPIC3,5K bei pPIC9K,
buvo uzsé¢jami j 5 mL skystos LB terpés su ampicilinu ir auginami per naktj (16-18 val.) 37
°C temperatiiroje, purtant 220 aps/min. grei¢iu. Sarminés lizés metodu (2.26) i§ klony buvo
iSskiriamos pPIC3,5K ir pPICIK plazmidés (3.9 pav. takeliai K1 ir K2, atitinkamai).
Tuomet, buvo paruosiami vektoriaus galai tikslinio geno klonavimui, t.y., pPIC3,5K plazmidé
kerpama specifinése vietose su restriktazémis Notl bei BamHI, vektorius pPIC9K - su Notl ir
SnaBI (2.28). Po DNR elektroforezés (2.18) gelyje buvo galima matyti, jog visos restrikcijos
endonukleazés jvykdé kirpima, t.y, vektoriai buvo atjuosti (3.9 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr.
3, Nr. 4). Kadangi restriktaziy optimaliis veikimo buferiai buvo skirtingi, reakcija turéjo buti
vykdoma skirtinguose mégintuveliuose. Po vektoriaus pirminés hidrolizés, buvo vykdomas
plazmidés i§sodinimas etanoliu, taip buvo apkeiciamas buferis bei restrikcijos endonukleaze,
pavyzdziui, vektoriy kirpusi NotI restriktazé pakeic¢iama j BamHI. Kirpimas vél buvo

vykdomas 1 val. 37 °C temperatiiroje (2.28).

MK 1 2K2 M 3 4

3.9 pav. Plazmidziy pPIC3,5K ir pPIC9K (be tikslinio geno) restrikciné analizé. K1 — pPIC3,5K
plazmidé; 1 — pPIC3,5K plazmidé karpyta su BamHI; 2 — pPIC3,5K plazmidé karpyta su Notl; K2 —
pPICIK plazmide; 3 — pPICIK plazmidé karpyta su SnaBl; 4 — pPIC9K plazmidé karpyta su Notl; M
— DNR dydzio standartas, bp

Geno jterpimas ] raiSkos vektoriy buvo paremtas homologinés rekombinacijos principu
bakterijose E.coli. -karboanhidrazés genas buvo amplifikuotas PGR metodu (2.22) su
specifiniais pradmenimis P587 ir P588 (3.10 pav. takelis Nr. 1). Siy pradmeny pagalba
tikslinio geno sekoje buvo jvedami galai, kurie komplementariis paruosto vektoriaus galams.
Tai lemia homologinés rekombinacijos vyksma bakterijose E.coli. Klonavimui pPIC9K
vektoriuje, f-cab genas i§ pradziy amplifikuojamas su P585 ir P586 pradmenimis (3.10 pav.
takelis Nr. 2), o tuomet vienas i$ galy dar prailginimas, amplifikuojant su pradmenimis P586
ir P611 (3.10 pav. takelis Nr. 3). Po DNR pagausinimo, buvo vykdoma gauty fragmenty
preparatyvine elektroforeze, fragmentai iSgryninami naudojant komercinj ,,GeneJET Gel

Extraction kit” rinkinj (2.18 ir 2.19).
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3.10 pav. Tikslinés DNR (f-cab) pagausinimas PGR metodu. 1 — f-cab amplifikuota su pradmenimis
P587 ir P588; 2 — p-cab amplifikuota su pradmeny pora P585 ir P586; 3 — f-cab amplifikuota su
pradmenimis P586 ir P611; M — DNR dydziy standartas, bp

Paruosiami du skirtingi transformuojantys miSiniai: geno seka su specifiniais galais
klonavimui j pPIC3,5K ir atskliaustas pPIC3,5K vektorius; geno seka klonavimui j pPIC9K ir
hidrolizuotas pPIC9K vektorius. Geno bei vektoriaus DNR kopijy skaicius santykis
pasirinktas 3:1, atitinkamai. Taigi, galutinis kiekis misiniuose sieké 28 ng f-cab bei 150 ng
vektoriaus. Paruosti miSiniai buvo transfekuojami j E.coli DH5a ir vykdoma bakterijy
transformacija (2.24). E.coli transformanty atranka buvo vykdoma ant agarizuotos LB terpés
papildytos ampicilinu (2.24). [Saugti tur¢jo tik tie klonai, kuriuose jvyko homologine
rekombinacija tarp raiSkos vektoriaus bei tikslinio geno galy. Tam patvirtini nuo iSaugusiy
klony buvo atliktas kolonijy PGR (2.25), panaudojant pradmenis pPIC3,5K-45-cab atveju
P587 ir P588, 0 pPIC9K-A-cab - P586 ir P611. Po PGR DNR buvo analizuojama DNR
elektroforezés metodu (2.18). Analizé patvirtino, jog klonai Nr. 1, Nr. 3, Nr. 5 turéjo
pPIC3,5K-4-cab konstrukta (3.11 pav. A gelis, takeliai Nr. 1, Nr. 3, Nr. 5). Taip pat A
gelyje galima matyti, jog klonuose Nr. 2 ir Nr. 4 nebuvo aptikta pPIC3,5K-f-cab konstrukto
(3.11 pav. A gelis, takeliai Nr. 2, Nr. 4). Viena i§ priezas¢iy galéty buti nepilna visy
pPIC3,5K plazmidZziy hidroliz¢, kai lieka tam tikras procentas nesukirpto vektoriaus
(pPIC3,5K) molekuliy, kurios transfekuojamos j E.coli. Kita galima priezastis - netinkamai
atlikta kolonijy PGR analizé. IS klony, turin¢iy pPIC9K-fS-cab konstrukta, aptiktas tik vienas

E.coli transformantas (3.11 pav. B gelis, takelis Nr. 1).

M K1K2K3 1 2 3 4 5

3.11 pav. E.coli klony analizé PGR metodu. A gelis: K1 — tus¢ia kontrolé; K2 — pPIC3,5K; K3 —
pPIC3,5K-lacc; 1, 5 — pPIC3,5K-4-cab; 2 — pPIC3,5K; 3 — pPIC3,5K-4-cab; 4 — pPIC3,5K. B gelis:
1 — pPIC9K-p-cab; K1 — tusc¢ia kontrolé; M — DNR dydzio standartas, bp
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Toliau buvo atlikta gauty plazmidziy pPIC3,5K-#-cab i$ klony Nr. 1, Nr. 5 (3.11 pav. A
gelis) bei pPICIK-A-cab is klono Nr. 1 (3.11 pav. B gelis) analizé. Siy tyrimy tikslas buvo
i$siaiskinti ar genas tinkamai jterptas ] minétuosius raiSkos vektorius, ar néra jvesta klaidy
geno sekoje, homologinés rekombinacijos vietose. Klonai buvo uzsé¢jami j 5 mL skystos LB
terpés su ampicilinu ir auginami 16-18 val. 37 °C temperatiiroje purtant 220 aps/min. greiciu.
Plazmidés buvo iSskiriamos Sarminés lizés metodu (2.26). I$skirtos pPIC3,5K-f-cab
plazmidés buvo restriktuojamos su restrikcijos endonukleazémis Aatll ir Ncol, o pPIC9K-f-
cab - restriktaze Pstl, restrikcijg vykdant 37 °C temperatiiroje 1 val. (2.28). Po restrikcijos
buvo atlikta DNR elektroforezé (2.18) ir gelyje matoma, jog genas buvo sékmingai ir
tinkamai jterptas j raiSkos vektorius, t.y. pPIC3,5K-f-cab atveju kerpant su Ncol buvo matomi
2,5kb ir 7,1 kb; kerpant su Aatll - 8,1 kb bei 1,5 kb DNR fragmentai (3.12 pav. A gelis: 1.1;
1.2; 2.1; 2.2 takeliai), kurie atitiko teorinj dydj. Kalbant apie pPIC9K-f-cab restrikcijg, taip

pat buvo matomi teorinio dydzio fragmentai (3.12 pav. B gelis: 1 takelis).

M 1.1 1.2 K1 K2 2.1 2.2 M 1

3.12 pav. Restrikciné analizé. A gelis: 1.1 — konstruktas pPIC3,5K-g-cab restriktuotas su Aatll (1
klonas); 1.2 — konstruktas pPIC3,5K-f-cab restriktuotas su Ncol (1 klonas); K1 — konstruktas
pPIC3,5K restriktuotas su Aatll; K2 — konstruktas restriktuotas su Ncol; 2.1 — pPIC3,5K-5-cab
restriktuotas su Aatll (5 klonas); 2.2 — pPIC3,5K-4-cab restriktuotas su Ncol (5 klonas). B gelis: 1 —
pPICI9K-p-cab restriktuotas su Pstl; M — DNR dydzio standartas, bp

Siekiant galutinai jsitikinti, jog jklonuoto geno sekoje ar homologinés rekombinacijos
vietose nebuvo padaryta klaidy, Sarminés lizés metodu (2.26) i$skirtos plazmides pPIC3,5K-
B-cab i§ klono Nr. 1 bei pPIC9K-A-cab i$ klono Nr. 1 buvo iSgrynintos, i§valytos bei
paruostos sekvenavimui (2.27). Sekvenavimas buvo atliktas VU GMC Biotechnologijos
instituto DNR sekoskaitos centre. Sekoskaitos rezultatai parodé, jog homologinés
rekombinacijos vietose klaidy nebuvo jvesta, geno seka jterpta teisingai, todél nuspresta toliau
sias konstrukcijas naudoti mieliy P.pastoris transformacijoje ir raiSkos tyrimuose.

Pirmiausia buvo paruosti 3 skirtingi misiniai, skirti transformuoti mieles P.pastoris.

Pirmasis miSinys - su restrikaze Sall hidrolizuota plazmidé pPIC3,5K-f-cab. Antrasis - Bglll
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restrikcijos endonukleaze hidrolizuotas vektorius pPIC9K-S-cab. Treciasis - Sall restriktaze
sukirptas vektorius pPIC9K-f-cab. Vektoriy atskliaudimas specifinése vietose palengvina
plazmidés integracijg | genoma. Be to, jgalina genetiskai skirtingy klony susidaryma, pvz.,
hidrolizuojant Bglll gaunamos His® Mut® arba His*™ Mut” mielés. Tuo tarpu kerpant vektoriy
su Sall, gaunami His"Mut" klonai. Pastebima, jog klonai skiriasi ir produkuojamo baltymo
iSeiga. Taip pat baltymo raiskai jtakos turi ir integruoty j genoming DNR plazmidziy kopijy
skaicius. Kai kuriais atvejais raiska biina efektyvesné esant maziau plazmidés kopijy genome,
kai kuriais atvejais — esant didesniam kopijy skaiéiui (,,Pichia expression kit. A manual for
methods for expression of recombinant proteins in Pichia pastoris‘‘ 2014, Invitrogen).

Siame tiriamajame darbe P.pastoris transformacijai buvo naudojama ne mazesné kaip 0,5
pg/mL hidrolizuotos plazmidés koncentracija, pridedama ir ziedinés plazmidés, kuri atliko
nesiklio funkcija. Sie misiniai buvo transfekuojami j mieles elektroporacijos metodu (2.33).
Transformuotas lgsteliy miSinys buvo uzs¢jamas ant MD terpés ir auginama 3-4 dienas 30 °C
temperattroje. ISauge klonai surenkami ir i§s€¢jami ant agarizuotos YEPD su skirtingomis
geneticino koncentracijomis (0,5 mg/ml; 1 mg/mL) bei auginami 3-4 d. 30 °C temperatiiroje,
tikintis atrinkti klonus, kurie besiskirty plazmidziy kopijy skai¢iumi (2.34). Gauti
rekombinantiniai klonai, turintys konstruktg pPIC3,5K-f-cab bei klonai, turintys konstrukta
pPIC9K-4-cab, buvo tikrinami PGR metodu (2.25), naudojant pradmeny poras P587/P588 ir
P586/P611, atitinkamai. Rezultatai buvo analizuojami DNR elektroforezés gelyje (2.18).
Rezultatai patvirtino, jog transformacija buvo s¢kminga, mieliy klonai turéjo konstrukta
pPICI9K-f-cab (3.13 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4) bei pPIC3,5K-4-cab (rezultatai
nepateikiami).

M 1 2 3 4 K1 K2

3.13 pav. P.pastoris klony analiz¢ PGR metodu. 1, 2, 3, 4 — mieliy klonai, turintys konstruktg
pPIC9K-f-cab; K1 — plazmidé pPIC9K-p-cab; K2 — neigiama (tu$¢ia) kontrolé; M — DNR dydzio
standartas, bp

3.2.2 Heterologinés p-karboanhidrazés raiska mielése P.pastoris, kai rai§kos vektorius
yra pPIC3,5K

Pirmiausia buvo jvertinamas mieliy rekombinanty tikslinio baltymo sintezés lygis

skirtinguose klonuose, turin¢iuose konstrukta pPIC3,5K-4-cab. Buvo pasirinkti 7 atsitiktiniai
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klonai (skyrési savo dydziu) nuo Petri 1¢ksSteliy su agarizuota YEPD terpe, papildyta
geneticinu, 1 mg/mL ar 0,5 mg/mL koncentracijos. Kaip kontrolinis klonas naudojamas
transformantas, turintis pPIC3,5K konstruktg. Rekombinantinai klonai bei kontrolinis
transformantas buvo uzséjami ;| YEPG terpe ir auginami 30 °C temperatiiroje 24 val. 220
aps/min. greiciu (3.14 pav.). Po to, Igstelés perkeliamos j indukcing YEPM terpe¢ su 1 % (v/v)

metanolio ir inkubuojamos dar 24 val. jau minétomis saglygomis (2.35).

—

3.14 pav. P.pastoris kultivavimo schema standartinémis sglygomis

Po indukcijos, buvo surenkama lgsteliy biomasé ir ardoma stiklo rutuliukais (2.38).
Gautas grubus lizatas analizuojamas NDS-PAGE gelyje denattiruojan¢iomis salygomis (2.39).
Rezultatai parodé, jog klonai Nr. 2-8 produkavo rekombinanting karboanhidrazg, kurios
molekuliné masé¢ atitiko teorinj 21 kDa dyd;j (3.15 pav.). Be to, galima jzvelgti, jog
rekombinantinio baltymo iSeiga skirtinguose klonuose buvo labai panasi (3.15 pav. takeliai
Nr. 2-8). Kontroliname méginyje, kaip ir buvo tikétasi, B-KA nebuvo aptikta (3.15 pav.
takelis Nr. 1). Kadangi rekombinantinio baltymo produkcijos lygis skirtinguose klonuose
stipriai nesiskyré, buvo nuspresta pasirinkti viena atsitiktinj klona, Siuo atveju Nr. 4, ir

naudoti jj tolimesniuose rai$kos optimizavimo tyrimuose.

MK 1 2 3456 7 8

3.15 pav. Grubaus ekstrakto analizé¢ NDS-PAGE gelyje po auginimz)_gtandartinémis salygomis. 1, 2,
3, 4,5, 6,7, 8 - pPIC3,5K-4-cab mieliy rekombinantiniai klonai; K — pPIC3,5K rekombinantinis
klonas; M — baltymy molekulinés masés standartas, kDa

Daznai tikslinio sintetinamo baltymo iSeiga bei biisena (aktyvus/neaktyvus baltymas)
priklauso ne tik nuo naudojamos raiskos sistemos, Seimininko riiSies ar kamieno, bet ir nuo

kultivavimo salygy. Todél baltymy raiskos sistemy tyrimuose vienas i$ svarbiy etapy yra
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optimaliy kultivavimo salygy nustatymas (Looser et al., 2015). Tai buvo iSbandyta ir Siame
tirilamajame darbe.

Pirmiausia, buvo nuspresta nustatyti P.pastoris kultiros augimg YEPG terpéje bei jvertini
konstrukty pPIC3,5K-f4-cab, pPIC3,5K jtakg lasteliy augimui. Rekombinantinis mieliy klonas
Nr. 4, turintis plazmide pPIC3,5K-f-cab, bei kontroliniai méginiai - netransformuotos
(P.pastoris GS115) ir transformuotos su konstruktu pPIC3,5K mieliy Igstelés, buvo
uzséjamos ] 50 mL YEPG terpg ir auginamos 36 val. 30 °C temperatiiroje purtant 220
aps/min. greiciu. Kas 2 val. buvo imamas lgsteliy suspensijos méginys ir matuojama sugertis
prie 600 nm bangos ilgio. I§ gauty rezultaty grafiko matyti, jog konstrukty pPIC3,5K arba
pPIC3,5K-f-cab buvimas neturéjo neigiamos jtakos Igsteliy augimui. (3.16 pav.). Taip pat,
buvo nustatyti augimo laiko intervalai, kuriuose pasiekiamos skirtingos augimo fazés. Siuo
atveju latentiné (lag) fazé truko pirmasias 6 val., véliau seké 22 val. trukusi logaritminé (log)
fazé (nuo 6 val. iki 28 val.), stacionari fazé stebima buvo po 30 val. auginimo (3.16 pav.).
Taigi, optimaliausias augimo laikas YEPG terpéje - apie 18 val., t.y. logaritminés fazés
viduryje, tuomet lastelés yra aktyviai besidalinancios. Tokios auginimo trukmés YEPG

terpéje buvo laikomasi ir tolimesniuose raiskos optimizacijos tyrimuose.
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3.16 pav. P.pastoris augimo YEPG terpéje kreivés

Toliau buvo tiriamos optimalios kultivavimo salygos indukcinéje YEPM terpéje - tikslinio
rekombinantinio baltymo sintezés priklausomybé nuo temperatiiros, indukcijos laiko,
induktoriaus koncentracijos. Siame tyrime buvo pasirinktos 3 skirtingos temperatiiros:
optimali fermento veikimo temperatiira - 37 °C; optimali P.pastoris augimo temperatiira -

30 °C; mielése baltymy procesinga létinanti temperatiira - 15 °C. Siose temperatiirose
kultivuojamy lasteleliy terpé buvo papildoma kas 24 val. ir skirtingomis metanolio
(induktoriaus) koncentracijomis (v/v): 0,5 %, 1,5 %, 2 %. Taigi, mieliy klonas Nr. 4, turintis
konstruktg pPIC3,5K-f-cab bei kontrolinis klonas, turintis plazmid¢ pPIC3,5K buvo uzs¢jami
1 20 mL YEPG terpés ir auginami 18 val. 30 °C temperatiiroje purtant 220 aps/min. greiciu.
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Po to, Iastelés perkeliamos i indukcing YEPM terpe su 0,5 %, 1,5 % ir 2 % (v/v) metanolio
koncentracijomis ir indukuojamos skirtingose temperattirose dar 72 val. purtant 220 aps/min.
grei¢iu. Tam tikra dalis Igsteliy suspensijos buvo paimama po 22, 44, 72 val. Lasteliy biomase
ir supernatantas buvo atskiriami centrifuguojant. Lastelés ardomos stiklo rutuliukais (2.38).
Gautos tirpi ir netirpi (nuolauzos) baltymy frakcijos analizuojamos NDS-PAGE metodu
denattruojanciomis salygomis (2.39). Supernatanto analizé nebuvo atlikta, nes konstrukcija
skirta vidulastelinio baltymo produkcijai. Rezultatai parode¢, jog tikslinis baltymas buvo
produkuojamas tirpios biisenos t.y., aptinkamas tirpioje baltymy frakcijoje (3.17 pav. takeliai
Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, T). Idomu, jog po 72 val. indukcijos 30 °C ir 37 °C temperattirose, dalis
tikslinio baltymo produkuojama ir netirpios biisenos t.y., aptinkamas netirpioje baltymo
frakcijoje (nuolauzose) (3.17 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, N). Tai leidzia konstatuoti, jog
optimaliausias ir tinkamiausias lgsteliy indukavimo laikas yra nuo 22 val. iki 44 val. Taip pat
stebima, jog nepriklausomai nuo pasirinktos temperatiiros ar metanolio koncentracijos, f3-
karboanhidrazés sintezé buvo vienodai efektyvi (vizualus jvertinimas) (3.17 pav. takeliai Nr.
1,Nr.2,Nr. 3, T).
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3.17 pav. P.pastoris rekombinantiniy klony pPIC3,5K-f-cab ir pPIC3,5K tikslinio baltymo
produkcijos priklausomybés nuo kultivavimo salygy jvertinamas NDS-PAGE gelyje. T — tirpi
(vidulasteling) baltymy frakcija; N — netirpi baltymy frakcija (nuolauzos). 1 — pPIC3,5K-4-cab (0,5 %
MeOH); 2 — pPIC3,5K-4-cab (1,5 % MeOH); 3 — pPIC3,5K-4-cab (2 % MeOH); 4 — pPIC3,5K (0,5 %
MeOH); 5 — pPIC3,5K (1,5 % MeOH); 6 — pPIC3,5K (2 % MeOH); M — baltymy molekulinés masés
standartas, kDa

Toliau buvo siekiama patikrinti ar produkuojamas tikslinis baltymas pasizyméjo jam

budingu tiek hidrataciniu, tiek esteraziniu aktyvumu, t.y. jvertinti ar baltymas yra aktyvios
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formos. Gautos tirpios baltymy frakcijos buvo suspenduojamos buferiniame tirpale taip, jog
galutiné baltymy koncentracija siekty 3 mg/mL. Hidratacinio aktyvumo nustatymo atveju
meégintuvélyje sumaiSoma 2,5 mL fenolio raudonojo, 400 uLL HEPES buferinio tirpalo, 100
uL CO, substratinio tirpalo. Reakcija inicijuojama pridedant 100 pL tiriamojo fermentinio
tirpalo. Sugerties kitimas buvo fiksuojamas spektrofotometriskai 300 nm - 700 nm bangos
ilgiy ribose (2.41). Grafike galima matyti (3.17 pav.) sumazéjusia sugerties reikSme, lyginant
su kontrolinio méginio (tirpi baltymy frakcija iSskirta i$ klono, turin¢io pPIC3,5K) sugertimi,
kas leido teigti, jog rekombinantinis baltymas buvo aktyvios formos, nes katalizavo
hidratacijos reakcija.

Esterazinio aktyvumo nustatymo atveju 1,8 mL substratinio tirpalo buvo pilama j kiuvetg.
Hidrolizés reakcija inicijuojama pridedant 0,2 mL tiriamojo fermentinio tirpalo ir stebimas
sugerties pokytis prie 400 nm bangos ilgio (2.42). Rezultatai parodé, jog baltymas buvo
aktyvus ir katalizuoja esterio hidrolize, nes pastebimas sugerties padidéjimas lyginant su

kontroliniais méginiais (3.17 pav.).

Hidratacinis aktyvumas Esterazinis aktyvumas

#  Fenolio raudonasis + HEPES buferis + CO, + 3.5
05— = Fenolio raudonasis + HEPES buferis + CO, + KA
© Fenolio raudonasis + HEPES buferis + CO,

<l p-NFA + HEPES buferis
O p-NFA + HEPES buferis + 3.5
o p-NFA + HEPES buferis + KA

Sugertis

T T
400 500 600 700 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

3.18 pav. B-KA aktyvumo matavimai, naudojant fenolio raudongjj (hidratacinis aktyvumas) bei p-
nitrofenilo acetatg (esterazinis aktyvumas). Tirta pPIC3,5K-4-cab bei pPIC3,5K rekombinantiniy
klony baltymy tirpi (vidulgsteliné) frakcija. Hidratacinio aktyvumo nustatyme naudoti klonai, kurie
indukuoti: 1,5 % MeOH; 44 val. 30 °C. Esterazinio aktyvumo nustatyme klonai, kurie indukuoti: 2
% MeOH; 44 val. 30 °C.

3.2.3 Heterologinés p-karboanhidrazés raiska mielése P.pastoris, kai raiskos vektorius
yra pPICIK

Vienas pagrindiniy $io darbo tiksly buvo gauti tikslinj baltymg aktyvios formos ir
sekretuojama j uzlasteling terpe, todél buvo atliekami tyrimai susij¢ pPICIK raiskos sistema
mielése P.pastoris. Pirmiausia, mieliy klonai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4 (3.13 pav.), turintys
konstrukta pPIC9K-f-cab bei kontrolinis klonas, turintis pPIC9K vektoriy, buvo uzséjami j
20 mL YEPG terpés ir auginami 18 val. 30 °C temperatiiroje, purtant 220 aps/min. grei¢iu. Po
auginimo lastelés perkeliamos i indukcing YEPM terpe, papildyta 1 % (v/v) metanoliu ir

indukcija vykdoma dar 24 val. tomis pa¢iomis sglygomis. Po indukcijos Igsteliy biomasé bei
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supernatantas buvo atskiriami centrifuguojant (2.35). Lasteliy biomasé ardoma stiklo
rutuliukais (2.38). Supernatantas koncentruojamas su 10 kDa baltymy dydZzio pralaidumo
membrana (2.37). Gautas grubus Igsteliy lizatas bei 68x sukoncentruotas supernatantas buvo
analizuojami NDS-PAGE metodu denatiiruojané¢iomis salygomis (2.39). Atlikus baltymy
elektroforeze nebuvo aptikta skirtumy grubiuose lgsteliy lizatuose tarp kontrolinio klono,
turinéio pPIC9K plazmide (3.19 pav. A gelis, Takelis Nr. 1), ir klony, turin¢iy konstrukta
pPICI9K-S-cab (3.19 pav. A gelis, takeliai Nr. 2-5), nes galimai jvyko baltymy
persidengimas. Analizuojant koncentruota supernatanta (3.19 pav. B gelis) tikslinio baltymo
gelyje nebuvo matyti, nes sintezés lygis buvo per mazas. Todél toliau nuspresta atlikti
pradinius raiskos optimizacijos darbus ir jvertinti skirtingy salygy jtaka f-cab geno raiskai.

Tam tolesniems tyrimams buvo pasirinktas klonas Nr. 2.

M 1

3.19 pav. P.pastoris klony, turin¢iy konstrukta pP1C9K-g-cab, gruauslrzt (A) ir supernatanto (B)
analizé¢ NDS-PAGE gelyje po auginimo optimizuotomis salygomis. 1 — pPICIK; 2, 3, 4, 5 — klonali,
turintys konstrukta pPIC9K-f-cab; M — baltymy molekulinés masés standartas, kDa

Kadangi konstrukto pPIC3,5K-$-cab raiska indukcingje terpéje (3.17 pav.) nesiskyré
indukuojant 37 °C arba 30 °C temperatiiroje, buvo nuspresta tolimesnius tyrimus atlikti tik 30
°C arba 15 °C temperatiiroje bei jvertinti f-cab geno raiskos priklausomybg¢ nuo induktoriaus
kiekio - 2 %, 1,5 %, 1 %, 0,5 % (v/v) bei indukcijos trukmés — 24, 48, 72 val. Taigi, mieliy
klonas Nr. 2, turintis konstruktg pPIC9K-f-cab bei transformantas, turintis pPIC9K plazmide,
buvo uzséjami j 20 mL YEPG terpés ir auginami 18 val. 30 °C temperatiiroje purtant 220
aps/min. greiciu. Lastelés perkeliamos j indukcing YEPM terpg ir inkubuojamos jvairiomis
salygomis, priklausomai nuo tiriamo parametro jtakos, (temperatiros, laiko, metanolio
kiekio), purtant 220 aps/min. grei¢iu. Po indukcijos lgsteliy biomasé ir supernatantas
atskiriami centrifuguojant. Lasteliy biomasé buvo ardoma stiklo rutuliukais, grubus lizatas
buvo centrifuguojamas ir gaunamos tirpi bei netirpi baltymy frakcijos (nuolauzos) (2.38).
Toliau atliekama NDS-PAGE analizé denatiiruojanc¢iomis salygomis (2.39). Rezultatai
parodé, jog baltymas yra aptinkamas netirpioje baltymy frakcijoje (nuolauzose) (3.20 pav.

58



takeliai Nr. 1-4, N). Be to, baltymo kiekis nepriklausé nuo temperatiiros, laiko ar
induktoriaus koncentracijos - visomis saglygomis buvo produkuojamas panasus baltymo kiekis
(3.20 pav. takeliai Nr. 1-4, N). Tirpios biisenos baltymo NDS-PAGE gelyje nesimaté (3.20
pav. takeliai Nr. 1-4, T). Pazymétina, jog kaip ir mielése S.cerevisiae, rekombinantinio
produkuoto baltymo molekuliné masé padidéjo 10 kDa - greiciausiai dél nenukerpamo oF
signalinio peptido. Sis signalinis peptidas yra sudarytas i3 dviejy daliy: 19 a.r. N-
terminaliniame signalinés sekos gale bei 66 a.r. pro regione. Pirmoji signalinés sekos dalis
lemia baltymo translokacijg i endoplazminj tinklg, antroji - medijuoja nuo receptoriy
priklausoma baltymo patalpinimg | COPII sekrecijos piisleles. Jei signalas yra sulietas su
baltymu, kuris geba erdviskai susilankstyti mieliy citozolyje, yra didel¢ tikimybe, kad
baltymas nebus pernesamas per endoplazminio tinklo membrang ir nepateks j sekrecinj kelia.
Literattiros $altiniuose tai nurodoma kaip pagrindinis aF sekrecinio signalo limituojantis

aspektas (Barrero et al., 2018).

30 °C 15 °C

24 val

48 val

72 val

3.20 pav. P.pastoris rekombinantiniy klony pPIC9K-p-cab ir pPICIK tikslinio baltymo produkcijos
priklausomybés nuo kultivavimo salygy jvertinamas NDS-PAGE gelyje. T — tirpi (vidulasteling)
baltymy frakcija; N — netirpi baltymy frakcija (nuolauzos). 1 — pPIC9K-S-cab (2 % MeOH); 2 —
pPIC9K-p-cab (1,5 % MeOH); 3 — pPICIK-S-cab (1 % MeOH); 4 — pPICIK-p-cab (0,5 % MeOH); K
—pPICIK (1,5 % MeOH); M — baltymy molekulinés masés standartas, kDa

Taip pat, buvo leidziama koncentruoto supernatanto elektroforezé natyviomis sglygomis
(2.39) ir atliekama gelio protonograma (2.40), t.y., fiksuojamas hidratacinis baltymo

aktyvumas. Pradiné gelio spalva buvo mélyna. Jei fermentas aktyvus - matomas geltonos
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spalvos juosty atsiradimas, tac¢iau dél labai greitos CO, absorbijos j gelj, pacio gelio spalva
labai greitai pakisdavo j zalig ir skirtumai tarp méginiy tapdavo sunkiai pastebimi. D¢l Sios
priezasties geliy fotografijos buvo koreguojamos su filtrais, siekiant kuo aiskiau parodyti
baltymo aktyvuma bei jvertinti pokyc¢ius tarp skirtingy méginiy. Tuo tarpu, geliuose matomo
rekombinantinio baltymo bei komercinés a-KA molekulinés masés ribos sieké 72-130 kDa
(3.21 pav. takeliai Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4; K1). Toks molekulinés masés padidéjimas
buvo siejamas su elektroforezés ypatumais natyviomis sglygomis, kurios metu nebuvo
naudojamas natrio dodecilsulfatas (NDS), salygojantis baltymy Soniniy aminortigsciy

teigiamo kriivio suteikimg bei judrumg per gelio poras.

2 3 4 K2

’“ = 24 val

48 val

72 val

3.21 pav. pPIC9K-S-cab klony protonogramos. K2 — pPIC9K klono supernatantas; K1 — komerciné a-
KA; 1 - pPIC9K-S-cab klono supernatantas (0,5 % MeOH); 2 — pPIC9K-A-cab klono supernatantas (1
% MeOH); 3 — pPIC9K-s-cab klono supernatantas (1,5 % MeOH); 4 — pPIC9K-p-cab klono
supernatantas (2 % MeOH)

Gauti rezultatai parodeé, jog dalis rekombinantinio baltymo buvo sekretuojama i
uzlasteling terpg. Takeliuose Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4 matomos aktyvumo zonos, kurios
neaptinkamos kontroliniame méginyje K2 (3.21 pav.). Tai pat galima matyti, jog tikslinio
baltymo sekrecijos lygis 30 °C temperatiiroje nepriklausé nuo inkubacijos laiko (3.21 pav.).
Idomu, jog eksperimentg vykdant 15 °C temperatiiroje, sekretuojamas rekombinantinis
baltymas buvo aptiktas tik po 48 val. (3.21 pav.).

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, jog pPIC3,5K raiskos sistema yra tinkama
vidulastelinés rekombinantinés B-karboanhidrazés gamybai, nes baltymas buvo gana
efektyviai produkuojamos tirpios ir aktyvios formos. Tuo tarpu, pPICIK raiskos sistemoje,

kuri skirta baltymy sekrecijai j uzlgsteling terpe, baltymas buvo gausiai sintetinamas netirpios
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biisenos ir neaktyvus. Tai leidzia teigti, jog §i raiSkos sistema gali buti pritaikoma
rekombinantinés B-karboanhidrazés produkcijai, taciau turéty biiti atliekami detalesni tyrimai,
kuriy metu bty identifikuotos priezastys, dél kuriy nejvyksta laukiama postransliaciné
modifikacija, t.y., signalinis peptidas néra atskiriamas nuo -KA baltymo sekos.

Be Siame magistriniame darbe apraSyty tiramyjy raiskos sistemy, laisvu nuo studiju metu
buvo atlikta ir moksliné rudens semestro praktika, kurios metu jvertinta trecioji raiskos

sistema mielése Kluyveromyces lactis.
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ISVADOS

1. Atlikta Bacillus mojavensis B-karboanhidrazés geno S-cab raiSka skirtinguose mieliy
S.cerevisiae kamienuose ir nustatyta, kad didzioji dalis sintetinamo baltymo lieka
vidulasteliniy netirpiy baltymy frakcijoje.

2. Pirma kartg atlikta Bacillus mojavensis pB-karboanhidrazés geno S-cab raiska mielése
P.pastoris. Naudojant pPIC3,5K-A-cab raiskos sistemg, pavyko gauti efektyvig tirpaus
B-KA baltymo sinteze lgsteliy viduje, o taikant pPIC9K-f-cab raiSkos sistema,

nedidel¢ dalis baltymo buvo sekretuojama ir j 1astelés iSorg.
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SANTRAUKA
B-karboanhidrazé (B-KA) yra fermentas, kuris Kkatalizuoja grjiztamaja CO;

hidratacijos/dehidratacijos reakcija. Si savybé suteikia galimybe fiksuota atmosferinj CO,
konvertuoti j auksStesnés pridétinés vertés produktus: akrilatus, metang, poliuretang ir kt.

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti Bacillus mojavensis P-karboanhidrazés raiska bei
sekrecijg jvairiose mieliy gentyse. Pirmg karta mielés buvo pritaikytos kaip galimas
Seimininkas efektyviai rekombinantinio B-KA baltymo gamybai. Tyrimas buvo atliktas su
skirtingomis mieliy gentimis: Saccharomyces cerevisiae bei Pichia pastoris. Mieliy
S.cerevisiae raiskos sistemoje buvo naudojamas 3audyklinis vektorius pFX7aF-A-cab. Sioje
sistemoje (pFX7aF-p-cab) tikslinis baltymas buvo sintetinamas efektyviai, nors ir didZioji
dalis B-karboanhidrazés buvo netirpios biisenos t.y., aptikta netirpioje baltymy frakcijoje
(Iasteliy nuolauzose). Tuo tarpu, mieliy P.pastoris sistemoje naudoti Saudykliniai vektoriai
pPIC9K-f-cab ir pPIC3.5K-f-cab buvo sukonstruoti homologinés rekombinacijos principu
bakterijose E.coli. P.pastoris raiskos sistemoje (pPIC3,5K) B-KA baltymas buvo efektyviai
produkuojamas tirpios biisenos (aptinkamas vidulgsteliniy tirpiy baltymy frakcijoje). Taip pat,
heterologinis baltymas pasizyméjo tiek esteraziniu, tiek hidrataciniu aktyvumu. Antroje
P.pastoris raiSkos sistemoje (pPIC9K), didzioji dalis rekombinantinio baltymo buvo
produkuota netirpios biisenos, nepaisant to, dalis tikslinio baltymo buvo aptikta uZlgstlingje

terpéje, naudojant protonogramos metoda.
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SUMMARY

B-carbonic anhydrase (B-CA) is an enzyme, which has a unique feature - is able to
catalyze reversible CO, hydration reaction. The fixed atmospheric CO, can be converted into
high-value products: acrylates, methane, polyurethane, etc.

This study was focused on examination of various yeast genus for efficient heterologous
expression and secretion of B-CA from bacteria Bacillus mojavensis. For the first time, the
yeasts were shown to be a promising host for efficient B-CA protein production. The
investigation was carried out with Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastoris yeast strains.
Vector pFX7aF-f-cab was used in Saccharomyces cerevisiae expression system. The targeted
protein was produced efficiently, albeit majority of the recombinant enzyme was in the
insoluble form. The two shuttle vectors pPIC9K-f-cab and pPIC3.5K-4-cab, which were
constructed by principle of homologous recombination in bacteria E.coli, were applied in
Pichia pastoris expression system. In P. pastoris expression system (pPIC3.5K), B-CA was
efficiently synthesised in the soluble form. The heterologous protein had esterase and
hydratase activities. In the second P. pastoris expression system (pPIC9K), the majority of -
CA was produced in the insoluble form; nevertheless, the part of synthesised targeted protein

was detected in extracellular matrix by the protonogram method.
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