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IVADAS

Bakterijy sukeliamos infekcijos yra viena i§ dazniausiy Zmoniy susirgimy ir mirtingumo
priezasiy. Jos ypa¢ pavojingos pacientams, turintiems nusilpusj imuniteta. Siuo metu kovai pries
patogenus placiausiai naudojama antibiotiky terapija, taciau vis daugéja bakterijy padermiy,
igavusiy daugybin] atsparumg antibiotikams.

Vienas i§ pavojingiausiy oportunistiniy patogeny yra Klebsiella genties bakterijos,
galinCios sukelti pneumonija, Slapimo taky, kraujotakos bei kitas infekcijas. Pagrindinis $iy
bakterijy uzkrato Saltinis yra zmogaus virSkinimo traktas ir ligoniniy personalo rankos. Invaziniy
priemoniy, tokiy kaip kvépavimo palaikymo sistemos, §lapimo taky kateteriy bei antibiotiky
naudojimas klinikoje padidina infekcijos tikimybe. Klebsiella ypa¢ lengvai geba jgyti atsparumag
antibiotikams, kas labai apsunkina infekcijy gydyma.

Dél vis opé¢jancios atsparumo antibiotikams problemos, jauciamas didziulis naujy
antimikrobiniy preparaty poreikis. Vienas i§ galimy buidy kovojant su antibiotikams atspariomis
bakterijomis yra kolicino tipo bakteriociny panaudojimas. Kad patekty j lastele bakteriocinai
,uzgrobia“ bakterijos molekulinius kelius, skirtus maistiniy medziagy pasisavinimui. Sie baltymai
dazniausiai turi fermentinj aktyvuma arba bakterijy membranoje formuoja poras. Siekiant
pritaikyti bakteriocinus kovai prie§ patogenus, svarbu issiaiSkinti kokie lgstelés apvalkalo
komponentai panaudojami jy translokacijai j Iastelés vidy. Koliciny atveju $ie baltymai yra gerai
iStirti — dazniausiai tai Tol arba TonB pernaSos sistemy komponentai. Taciau Klebsiella
peptidoglikang degraduojantys ir poras formuojantys bakteriocinai — klebicinai — tik neseniai buvo
klonuoti UAB Nomads ir jy recepcijos ir translokacijos mechanizmai néra istirti. Jy nustatymas
padéty kuriant naujus antimikrobinius preparatus.

Sio darbo metu, pasitelkiant transpozony mutageneze, buvo nustatinéjami genai, atsakingi
uz klebiciny receptoriy ir translokatoriy sinteze, tam pasitelkiant jautrig K. quasipneumoniae

subsp. similipneumoniae bakterijy paderme.



Darbo tikslas:

Nustatyti Klebsiella quasipneumoniae genus, susijusius su jautrumu klebicinams.

Darbo uzdaviniai:

. Naudojant baltymy raiskos sistema augaluose, ekspresuoti ir iSgryninti klebicing Kpnela.
Ivykdyti Klebsiella quasipneumoniae DSM 28212 transpozony mutagenezg.

Atrinkti Klebicinams KpneM, KpneM2, KvarM, KpneA, KaerA, Kvarla ir Kpnela
atsparius ekskonjugantus.

Lokalizuojant transpozonus mutanty genome, nustatyti genus, kuriuos iSmutavus
prarandamas jautrumas klebicinams.

Sukonstruoti plazmides su jterptais nustatytais genais ir atlikti geny komplementacijos

tyrima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Klebsiella pneumoniae patogeniskumas

Klebsiella pneumoniae yra gram-neigiamos bakterijos sukelianCios jvairias zmogaus
infekcijas: plauciy, Slapimo taky, kraujotakos ir kt. Anks¢iau buvo manoma, kad Sios bakterijos
pavojingiausios Zzmonéms, Kkuriy imunitetas nusilpgs, taCiau pastaruoju metu atrasta
hipervirulentisky (HV) K. pneumoniae padermiy, sukelian¢iy rimtas infekcijas ir sveikuose
organizmuose. Negana to, vis daugéja atsparumg antibiotikams turin¢iy padermiy, todél
eksperimentai su K. pneumoniae bakterijomis ir efektyvaus gydymo pries jy sukeliamas infekcijas
paieskos tampa vis svarbesne tyrimy sritimi.

Pirmg kartag K. pneumoniae atrastos devynioliktame amziuje (Friedlaender, 1882). Jos
priklauso Enterobacteriaceae Seimai j kurig jeina tokios gerai Zinomos patogeniskos bakterijos
kaip Escherichia coli bei Yersinia, Salmonella ir Shigella. K. pneumoniae yra nejudrios, kapsule
turinéios bakterijos aptinkamos jvairiose aplinkos vietose, jskaitant dirvg, vandens bei medicininiy
jrankiy pavirSiy. Jos taip pat natiiraliai aptinkamos Zmogaus mukoziniame sluoksnyje
virSkinamajame trakte bei virSutinése kvépavimo trakto dalyse (Bagley, 1985). Pavojingas
hospitalines infekcijas sukelianciy bakterijy pagrindinis Saltinis yra Zmogaus virskinimo traktas ir
ligoniniy personalo rankos. Infekcijos tikimybe padidina invaziniy priemoniy, tokiy kaip
kvépavimo palaikymo jrangos, Slapimo taky kateteriy bei antibiotiky naudojimas klinikoje
(Podschun ir Ullmann, 1998).

K. pneumoniae bakterijos yra ypac¢ iStvermingos ir gebancios iSlikti. Manoma, kad jos
pasitelkia gynybinj modelj, kurio tikslas yra ne aktyviai slopinti §eimininko imuninj atsaka, bet jo
iSvengti ir jj apeiti (Paczosa ir Mecsas, 2016). Siy bakterijy patogeniskuma apsprendzia papildomi
specifiniai genai, aptinkami skirtingose padermése. Sie genai gali biati koduojami tiek
chromosomoje, tiek ir plazmidése, ir bendrai yra vadinami papildomu genomu (angl. accessory
genome) (1.1 pav.). Sie skirtumai leidzia suskirstyti K. pneumoniae j tris grupes: oportunistinés,

hipervirulentiskos (HV) ir turin¢ios daugybinj atsparuma vaistams (Martin ir Bachman, 2018).



Papildomi genai
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1.1 pav. K. pneumoniae, K. variicola ir K. quasipneumoniae papildomas genomas (pagal Martin ir Bachman,
2018). Genai skirtingai pasiskirsto tarp rusiy ir rusies viduje, susidarant patotipams, pvz. opotunistinéms,
hipervirulentiSkoms (hv) arba karbapenemams atsparioms (CRE) rasims. Taip pat jie gali sudaryti kombinacijas
(hvCRE). Enterobakting (Ent, mélynas) ir fimbrijas (tamsiai zalia) koduojantys genai yra konservatyvils, o
papildomi genai pavaizduoti kaip pavyzdys.

HV padermés pasizymi invazyvumu ir neretai sukelia kepeny pilinius bei meningita
sveikuose, neimunosupresuotuose zmonése. K. pneumoniae virulentiSkumo padidéjimas susijes su
200-220 kb ilgio plazmidés jgijimu. Si plazmidé turi papildomus genus, kurie pagerina kapsulés
susidaryma bei koduoja sideroforus (Patel et al., 2014). Kitaip nei klasikinés K. pneumoniae, HV
padermiy infekcijos jgyjamos ne tik ligoninése ir yra pavojingos diabetu sergantiems bei
sveikiems, jauniems Zmonéms.

Papildomas genomas vis dél to labiausiai siejamas su atsparumu antibiotikams. Yra
nustatyti du pagrindiniai K. pneumoniae atsparumo antibiotikams mechanizmai. Vienas i$ jy
remiasi praplésto spektro B-laktamazés (angl. extended-spectrum f-lactamase, ESBL) sinteze,
suteikiancia atsparuma cefalosporinams ir monobaktamams. Jg sintetinanciy bakterijy infekcijos
dazniausiai buvo gydomos karbapenemais, taciau neilgai trukus issivysté atsparumas ir jiems.

Klebsiella pneumoniae karbapenemazés (angl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase, KPC)
9



sintezé suteikia atsparumg beveik visiems Zinomiems B-laktamams, jskaitant karbapenemus. K.
pneumoniae yra dazniausiai sutinkamos karbapenemams atsparios Enterobacteriaceae Seimos
bakterijos (angl. carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, CRE).

Nors atsparumas antibiotikams labiausiai siejamas su klasikinémis padermémis, jau yra
keletas praneSimy apie atsparias HV padermes, jgijusias gebéjima sintetinti praplésto spektro p-
laktamaze arba karbapenemaze (Su et al., 2008; Zhang et al., 2015). Papildomo genomo geny
pasiskirstymas jtakoja skirtingomis infekcinémis ir antibiotinio atsparumo savybémis

pasizyminc¢iy Klebsiella padermiy susikiirima.

1.2 Klebsiella filogenetinés grupés

Siuo metu i§ viso nustatyta 11 Klebsiella rasiy: K. pneumoniae, K. oxytoca, K.
ornithinolytica, K. planticola, K. terrigena (Murray and Baron, 2007), K. variicola (Rosenblueth
et al., 2004), K. granulomatis (Carter et al., 1999), K. aerogenes (Tindall et al., 2017), K.
africanensis (Rodrigues et al., 2019), K. grimontii (Passet and Brisse, 2018) ir K. quasipneumoniae
(Brisse et al., 2014). Taciau dazniausiai patogeninés Klebsiella genties bakterijos skirstomos j tris
pagrindines filogenetines grupes: K. pneumoniae, K. variicola ir K. quasipneumoniae. K.
pneumoniae rasis yra geriausiai Zinoma ir labiausiai siejama su Klebsiella sukeliamomis infekcijos.
K. variicola ir K. quasipneumoniae dazniausiai laikomos oportunistinémis bakterijos, turin¢iomis
zemesnj virulentiSkuma nei K. pneumoniae ir klinikinés diagnostikos metu daznai yra klaidingai
nustatomos kaip K. pneumoniae (Long et al., 2017). K. quasipneumoniae neretai kolonizuoja
sveiky Zmoniy virSkinamajj traktg, 0 K. variicola aptinkama augaluose, vandens pavirsiuje bei
dirvoje (Brisse ir Verhoef, 2001; Zadoks et al., 2011; Martinez-Romero et al., 2015). Anks¢iau
buvo manoma, kad $iy dviejy riiSiy bakterijos yra nekenksmingi augaly endosimbiontai ir infekcijy
nesukelia. Taciau, kaip ir K. pneumoniae, abi Sios rusys gali turéti chromosominius ir mobilius
genus, koduojancius virulentiSkumo faktorius bei atsparumg antibiotikams. Jy infekcinés ir
atsparumo savybes taip pat priklauso nuo papildomo genomo. D¢l panasiy biocheminiy savybiy
Sias rasis sunku atskirti jprastais fenotipiniais testais (Alves et al., 2006). Kitos diagnostinés
sistemos paremtos jvairiais metodais, tokiais kaip masiy spektrometrija, PGR analizé¢ bei viso
genomo sekvenavimas. Vienas i§ daugiau zadanciy metody remiasi skirtingy chromosominiy f3-

laktamaziy varianty atpazinimu (Fonseca et al., 2017), taciau ir jis néra pakankamai tikslus,
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kadangi tam tikri B-laktamazés genai aptinkami ir plazmidése. Be to, neseniai K. variicola

izoliatuose nustatytas K. quasipneumoniae p-laktamazés variantas (Long et al., 2017).

Sio darbo metu buvo naudojamos K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae bakterijos.
Kaip ir K. pneumoniae, tai gram-neigiamos, nejudrios, spory neformuojancios, turin¢ios kapsule
lazdeliy formos bakterijos. Formuoja lygias, apvalias, baltas, kupolo pavidalo, blizgias kolonijas.
Nuo kity Klebsiella raisiy gali bati atskiriamos atliekant biocheminius testus, tokius kaip indolo
fermentacijos, taciau tokio atpazinimo efektyvumas néra didelis, be to, tiksliam rasies atpazinimui
reikia atlikti jvairius testus vienu metu (Brisse et al., 2014). Skirtingi poraSiai taip pat
identifikuojami pagal praplésto spektro B-laktamazés arba karbapenemazés geny neSiojimg
chromosomoje bei plazmidése, kapsulés serotipg, namy ruoSos geny aleliy sekas, atsparuma
jvairiems antibiotikams bei virulentiSkumo genus. Pavyzdziui, iStyrus 36 skirtingy Klebsiella
filogenetiniy grupiy genomus, N-acetil-neuramino riigsties genai aptikti iSimtinai tik K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae bakterijose (Nicolas et al., 2018). Vis dél to, sisteminiy
genomo tyrimy néra atlikta daug. Kol kas esami rezultatai rodo, kad $io poriiSio bakterijos turi

didelj potencialg sukelti rimtas infekcijas ir iSvengti esamy antibiotiniy gydymy.

1.3 Bakteriocinai

Bakterijos geba sintetinti jvairius antimikrobinius peptidus ir baltymus, skirtus varzytis su
kitomis bakterijomis. Viena i$ priemoniy yra bakteriocinai — ribosomose sintetinami peptidai,
turintys bakteriocidinj arba bakteriostatinj poveikj kitoms bakterijoms. Dauguma bakteriociny yra
siauro spektro ir veikia tik panasias arba giminingas bakterijy padermes (Riley ir Wertz, 2002).
Bakteriocinus gali sintetinti gram-neigiamos ir gram-teigiamos bakterijos, nors dauguma iki Siol
apradyty bakteriociny rasta gram-teigiamose bakterijose (Hammami et al., 2010). Sie peptidai
klasifikuojami jvairiai, bendro susitarimo dar néra. Vienas i$ pasitilymy — bakteriocinus skirstyti j
keturias grupes, apimancias tiek gram-neigiamus, tiek gram-teigiamus bakteriocinus: lantibiotikai
(I), nelantibiotikai (II), didelés molekulinés masés (III) ir cikliniai (1) peptidai (Heng ir Tagg,
2006).

Skirtingi bakteriocinai skiriasi savo veikimo mechanizmu bei biocheminémis savybémis.
Bakteriociny pritaikymo galimybés kyla i jy natiiraliy funkcijy jvairovés. Sie baltymai geba ne tik
zudyti. Bakteriocinai yra vienos i§ molekuliy, dalyvaujanéiy kvorumo jutimo (angl. quorum

sensing) atsakuose, tokiuose kaip biopléveliy formavimo stabdymas bei peréjimas j genetinio
11



kompetentisSkumo stadija. PavyzdZziui, nustatytas rySys tarp streptokoky ComCDE signalinimo
sistemos, atsakingos uz kompetentiskumo iniciacija, ir BlpRH kelio, reguliuojancio bakteriociny
produkcija (Shanker ir Federle, 2017). Genetinis kompetentiSkumas uztikrina nattiralig bakterijy
transformacija, kurios déka bakterijos geba prisitaikyti. Negana to, Streptococcus mutans
sintetinamas bakteriocinas — mutacinas V — gali veikti lizuojamai pries jj sintetinanciag bakterijg
aplinkoje esant genetinj kompetentiSkuma stimuliuojan¢ioms molekuléms (Perry et al., 2009). Taip
pat parodytos bakteriociny reguliacinés bei autoreguliacinés savybés kituose Igsteliniuose keliuose
(Chikindas et al., 2018). Vis dél to, viena aktualiausiy bakteriociny savybiy tiek pramonéje, tick
klinikoje, yra bitent jy bakteriocidinis poveikis. Dauguma $iy baltymy veikia sudarydami poras
bakterijos membranoje, dél ko keiciasi membraninis potencialas ir lastelé ztiva, taciau jie taip pat
gali paveikti lastelés transkripcinius, replikacinius, sienelés biosintezés ar kitus gyvybiskai
svarbius procesus (C. Oscariz ir Pisabarro, 2001; Cotter et al., 2013).

IS pradziy bakteriocinai pradéti naudoti kaip konservantai maisto kokybés gerinimui ir
apsaugai nuo mikroorganizmy (Galvez et al., 2007). Kylant antibiotikams atspariy patogeniniy
bakterijy grésmei, vis dazniau svarstoma apie bakteriociny panaudojima kovojant prie§ ligas
sukeliancias bakterijas (Drider et al., 2016). PrieSingai nei antibiotikai, bakteriocinai veikia gana
specifiskai, todél yra maziau pavojingi Zarnyno mikroflorai. In vivo tyrimai su gyviinais parodé
tam tikry bakteriociny efektyvuma infekcijy prevencijai ir gydymui. Pavyzdziui, parodyta, kad
lakticinas sustabdo sisteminj Staphylococcus aureus plitimg pelése (Piper et al., 2012), o piocinas
S5 veiksmingai kovoja su Pseudomonas aeruginosa infekcijomis peliy plauciuose (McCaughey et
al., 2016) bei vaskinés kandies lervose Galleria mellonella (Paskevicius et al., 2017).

Genetinés inZinerijos pagalba kuriami siauro spektro, padidinto aktyvumo ir stabilumo
bakteriocinai, kuriuos biity galima pritaikyti zmoniy gydymui. Todél svarbu suprasti bakteriociny

patekimo ] bakterijy Iasteles mechanizmg. Tam taikomi jvairiausi genetiniai, struktiiriniai,
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1.2 pav. Bakteriociny translokony nustatymo badai (pagal Atanaskovic ir Kleanthous, 2019). Translokony
komponentai gali bati nustatomi ,.iStraukimo* btidu, panaudojant afinine Zyme Zyméta bakteriocing, atliekant
konkurencinj ligando prijungima arba bakteriocino prijungimg prie iSgryninto translokono komponento
(neutralizacija). Taip pat transpozony mutagenezés pagalba kuriami atspariis mutantai, analizuojami jy genomai ir
atliekama komplementacija rezultaty patvirtinimui.

Vienas i§ tyrimo budy paremtas mutantiniy, atspariy klony kirimu ir § atsparuma
suteikian¢iy geny paieSka. Atsparumg bakteriocinams bakterijos dazniausiai  jgyja
modifikuodamos lastelés apvalkalo storj arba kravi, mazindamos bakteriociny receptoriy raiska
arba reguliuodamos bakteriociny bei antibiotiky pernasos lastelé¢je komponenty kiekj. Pavyzdziui,
S. aureus mutantai su iSveiklintais dviejy komponenty sistemos (angl. two-component system,
TCS) ir ABC transporteriy genais, atsakingais uz antibiotiky perna8a Igstel¢je, jgavo padidéjusi
jautruma bacitracinui ir nizinui (Hiron et al., 2011). Ivairiems bakteriocinams, tarp jy ir Klebsiella
mikrocinui E492, pediocinams bei laktokocinams, atsparios bakterijos pasizymi sumazéjusia
manozés fosfotransferazés sistemos (angl. mannose phosphotransferase system, Man-PTS),
veikiancios kaip $iy bakteriociny receptorius, geny raiSka (Bieler et al., 2006; Diep et al., 2007).
Vis dél to, daugumos bakteriociny patekimo j lastele¢ mechanizmas dar néra suprastas. I1SaiSkinus
translokacijos kelius biity lengviau kurti naujus vaistinius preparatus, pvz. chimerinius, didesnio
toksiskumo bakteriocinus, bei uzkirsti kelig atspariy bakterijy vystymuisi (Lukacik et al., 2012).

Negana to, sparciai tobul¢jant genetikos ir nanotechnologijy mokslams atsiranda perspektyvos
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ateityje pritaikyti bakteriocinus ne tik infekcijy, bet ir vézio gydymui bei molekuliy pernaSos

sistemy kiirimui.

1.3.1 Kolicinai

Pats pirmasis atrastas bakteriocinas buvo Escherichia coli kolicinas (Fredericq and Levine,
1947). Tai didelés molekulinés masés termostabiliis baltymai. Kiek véliau buvo identifikuoti
mikrocinai — mazos molekulinés masés peptidai, dazniausiai iki 10 kDa dydzio (Baquero ir
Asensio, 1976). Tai nedideli, ribosomose sintetinami, bakteriostatiniai peptidai, dazniausiai
i§skiriami Enterobacteriaceae. Kitaip nei kolicinai, kurie aptinkami tik plazmidése, mikrocinai gali
biti koduojami ir chromosomoje. Be to, priesingai nei koliciny atveju, mikrociny sintez¢ néra letali
produkuojanciai Igstelei ir jy sintezés nereguliuoja bakterijy DNR pazaidomis indukuojama SOS
sistema (Budic et al., 2011). Skirtingi mikrocinai veikia jvairiai — dazniausiai formuodami poras
lasteliy membranoje, stabdydami baltymy sinteze¢, blokuodami DNR girazg, protony kanalus arba
ATP sintazg (Baquero et al., 2019).

Tuo tarpu kolicinai dazniausiai turi fermentinj aktyvumg (DNazés, RNazés), stabdo
peptidoglikano sinteze arba formuoja poras membranoje. Kolicinai geba nuzudyti tik giminingas
bakterijas ir dazniausiai veikia rusies arba genties viduje. Siaurg veikimo spektrg lemia specifiniai
receptoriai, aptinkami kolicinams jautriy padermiy pavirSiuje, prie kuriy jie jungiasi prie$
nuzudydami bakterijg. Pagal tai, kokig lgstelés pernasos sistemag baltymas pritaiko patekimui j vidy,
kolicinus galima skirstyti j dvi grupes — A ir B. A grupés kolicinai transportuojami Tol sistema, o
B grupés — TonB sistema. (Davies ir Reeves, 1975a, 1975b). Grupés A kolicinams reikalingi
dvejopi receptoriai: pirmasis receptorius yra iSorinés membranos baltymas, skirtas kolicino
atpaZinimui ir prisitvirtinimui prie membranos. Pavyzdziui, kolicinai A ir E1-9 sgveikauja su

vitamino B12 receptoriumi BtuB (1.3 pav.).
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1.3 pav. Schematinis geriausiai iStirty Kkoliciny receptoriy, transportavimo ir veikimo mechanizmy
apibendrinimas (Cascales et al., 2007). Schema padalinta pagal koliciny veikimo tipg (virSuje — turintys
fermentinj aktyvuma, apacioje — poras formuojantys) ir naudojama translokacijos sistema (kairéje — TonB sistema,
desinéje — Tol sistema). PaZyméti koliciny pavadinimai (ties rodykliy pradZzia) ir pernasoje dalyvaujantys baltymai.
Fermentiniy koliciny poveikis lasteléje taip pat pazymétas. tRNR veikianciy koliciny specifiSkumas nurodytas ant
rodykliy skliausteliuose (raidés atitinka aminortig§¢iy Zyméjima).

Antro receptoriaus suriSimas reikalingas baltymo translokacijai ] lastelés vidy. Tai
dazniausiai iSorinés membranos porinai arba kanalai, pvz. OmpF arba TolC. Néra tiksliai aisku,
kaip citoplazmoje veikiantys DNazin; aktyvuma turintys kolicinai pereina per iSorin¢ membrang,
taCiau yra nustatyta, kad pernaSai per viding membrang svarbus nukleazinio domeno kriivis bei tam
tikra elektrostatiné sgveika tarp domeno ir vidinés membranos. Yra Zinoma, kad kolicinas E9
translokacijai pasitelkia FtsH, AAA" ATPaze¢/proteaze, nukreipiandig netinkamai sulankstytus
membranos baltymus | citoplazmg degradacijai (Walker et al., 2007). B grupés kolicinams
prisitvirtinimui ir translokacijai per iSoing membrang dazniausiai uZtenka vieno receptoriaus.
Pavyzdziui, FepA transportuoja kolicinus B ir D, o FhuA pernesa kolicing M (Cascales et al.,
2007).

Trims koliciny veikimo Zingsniams — receptoriaus atpazinimui, translokacijai ir zudymui —
naudojami trys skirtingi domenai, i$ kuriy sudaryti visi zinomi kolicinai. Centrinis, N-galinis ir C-

galinis domenai atitinkamai yra atsakingi uz specifinio iSorinés membranos receptoriaus suri§ima,
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translokacija per lastelés apvalkalg ir citotoksinj poveikj Igsteléje (1.4 pav.). Kartu su kolicinais
bakterijos taip pat sintetina imuninj baltymg (angl. immunity protein), kuris risasi prie C-galinio
domeno ir blokuoja kolicino citotoksinj poveik], taip apsaugodamas lastele nuo jos pacios isskirto
nuodo (Kim et al., 2014).

A B Cc
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1.4 pav. Nukleazinj (A), poras formuojantj (B) ir peptidoglikano sinteze¢ blokuojantj (C) aktyvuma turin¢iuy
koliciny veikimo schemos (pagal Hahn-Lébmann et al, 2019). Centrinis domenas (R) suriSa iSorinés
membranos (OM) receptoriy. Translokacija vyksta sgveikaujant N-galiniam (T) domenui ir 1astelés translokacijos
sistemai (Tol arba TonB). (A) Nukleazinj poveikj turintis kolicinas translokuojamas j citoplazma. (B) Poras
formuojantis kolicinas isiterpia j viding membrang (IM), suformuoja porg ir taip suardo protonovaros jéga (PMF)
bei membranos integraluma. (C) Kolicinas M peptidoglikano sintezg stabdo veikdamas periplazmoje, neleisdamas
vykti polimerizacijai.
1.3.2 Klebicinai
Apie Klebsiella genties bakteriocinus zinoma daug maziau. Jie priklauso vadinamiems j
kolicing panaSiems (angl. colicin-like) bakteriocinams ir pasizymi panasia struktiira ir veikimo
mechanizmu. Yra nustatytos kelios klebiciny grupés — A, B, C ir D. Klebicinas Al priklausomas

nuo TonB pernasos sistemos, o klebicinas B homologiskas kolicinams, turintiems DNazeés
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aktyvuma (Riley et al., 2001; Cascales et al., 2007). Abu Sie klebicinai veikia kaip nespecifinés
endonukleazés. Remiantis baltymy seky palyginimu ir filogenetine analize taip pat nustatyta, kad
klebicinas C gali turéti rRNazés aktyvuma, o klebicinas D priklauso tRNaziy grupei (Chavan et al.,
2005).

UAB Nomads buvo klonuoti nauji Klebicinai, priklausantys dviems skirtingoms grupéms:
poras formuojantys klebicinai ir j kolicing M panaSts peptidoglikano sintez¢ blokuojantys
klebicinai (Denkovskiené et al., 2019). Klebiciny poras formuojan¢iy domeny aminortigsc¢iy sekos
buvo identifikuotos naudojantis NCBI BLAST paieska ir, pasitelkiant Clustal W programa,
lygintos su Zinomomis poras formuojant] aktyvumag turin¢iy koliciny ir piocino S5 domeny

sekomis (1.5 pav.)
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1.5 pav. Poras formuojanéiy koliciny ir jy Klebsiella homology seky analizé (pagal Denkovskiené et al., 2019).
Naudojantis Clustal W programa, palygintos kolicino A-tipo (A) ir kolicino la-tipo (B) baltymy poras formuojanciy
domeny aminoriigsciy sekos.
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Buvo isskirtos dvi pagrindinés poras formuojantj domeng turinciy klebiciny grupés: K.
pneumoniae BAS34675 ir K. variicola KDL88409, labiausiai panasiis j kolicing la, ir K. aerogenes
WP_063414841, K. pneumoniae SAV78255 bei K. oxytoca WP_024273778, priskirti grupei
baltymy, panasiy j kolicing A. WP_024273778 panasiausias j kolicing Y, su kuriuo sekos sutapo
75 %. Naujai atrasti klebicinai buvo pavadinti sujungiant bakterijos Seimininkés riisies ir nustatyto
panaSaus kolicino pavadinimus: KpneA (K. pneumoniae SAV78255.1), KaerA (K. aerogenes
WP_063414841.1), KoxyY (K. oxytoca WP_024273778), Kvarla (K. variicola KDL88409) ir
Kpnela (K. pneumoniae BAS34675). Pasitelkiant Geneious programag, sugeneruotas filogenetinis

medis (1.6 pav.).
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1.6 pav. Koliciny, piocino S5 ir klebiciny nuspéjamy poras formuojanciu domeny (pfam01024) filogenetinis
medis (pagal Denkovskiené et al., 2019). Pazyméti zinomi kolicinai, piocinas S5 ir naujai identifikuoti klebicinai.
Medis sudarytas naudojantis Geneious programa.

Tokiu pat budu buvo nustatyti ir keturi kolicino-M tipo domeng turintys klebicinai,
atitinkamai pavadinti KpneM (K. pneumoniae EWD35590.1), KpneM2 (Klebsiella sp.
WP_047066220), KvarM (K. variicola CTQ17225.1) ir KaerM (K. aerogenes WP_015367360.1).
(1.7 pav.).
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1.7 pav. Kolicino M ir jo Klebsiella homology seky analizé (pagal Denkovskiené et al., 2019). Naudojantis
Clustal W programa, palygintos kolicino M ir i jj panasiy klebiciny domeny aminoragséiy sekos.

Nustatyti M-tipo klebicinai savo domeny sekomis buvo nuo 29 iki 48 % identiski kolicinui
M, o poras formuojanc¢iy klebiciny ir atitinkamy koliciny seky panaSumas sieke 42-52 %.

Visi identifikuoti klebicinai buvo klonuoti } magnlCON tabako mozaikos viruso vektoriy
pICH29912 ir juo transformuotos Agrobacterium tumefaciens bakterijos (Marillonnet et al., 2005).
Klebicinai buvo susintetinti pasitelkiant laikingjg raiSkos sistemg agroinfiltruotuose Nicotiana
benthamiana augaluose. Klebiciny raiska augaluose yra ypa¢ efektyvi, lyginant su koliciny ir
salmociny raiska: kolicino K daugiausia susintetinta 3 mg/g Sviezios zaliavos, o salmocino E2 —
1.7 mg/g (Schneider et al., 2018; Schulz et al., 2015). Tuo tarpu geriausia raiska pasizyméjusio
klebicino KpneM2 buvo susintetinta 4.4 mg/g, o KpneM — 3.3 mg/g.

Klebiciny antimikrobinés savybés buvo istirtos patikrinus 100 antibiotikams atspariy
klinikiniy Klebsiella izoliaty jautruma klebicinams. Sio tyrimo rezultatai atskleidé, kad 92 % tirty
izoliaty buvo jautriis bent vienam klebicinui. Ypa¢ placiu aktyvumo spektru pasizyméjo KvarM,
kuriam jautriis buvo 85 % visy izoliaty, bei KpneM, aktyvus prie§ 74 % izoliaty. Taip pat buvo
atlikta klebiciny aktyvumo analizé skystoje terpéje ir pries lasteliy biofilmus, kur ypatingai
pasizyméjo poras formuojantys klebicinai. Negana to, skirtingai nuo daugumos kitose bakterijy
raSyse sintetinamy koliciny tipo bakteriociny, kurie paprastai Zudo tik tos pacios riiSies bakterijy

padermes, Sie klebicinai pasizymi platesniu veikimo spektru ir veikia genties viduje. Jy aktyvumas
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parodytas prie§ 12 skirtingy padermiy, priklausian¢iy penkioms Klebsiella rasims — K.
pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. variicola, K. oxytoca ir K. aerogenes (Denkovskiené et al.,
2019).

1.4 Baltymy raiskos sistemos augaluose

Augaly naudojim0 rekombinantiniy baltymy sintezel istorija prasidéjo apie 1897-aisiais
metais, kuomet buvo atrastos gram-neigiamos bakterijos A. tumefaciens. Sios fitopatogeniskos,
dirvoje aptinkamos bakterijos turi specifing plazmidg, pavadintg Ti (angl. tumour-inducing)
plazmide, kuri geba pernesti tam tikrg savo dalj j augalo lgstele bei jterpti jg j augalo genomg (1.8
pav.) (Chilton et al., 1977).

Augalo signalinés molekulés

Nesubrendes
T-kompleksas

AUGALO LASTELE

Lﬂlklnojl
T-DNR
Integruota§

T-DNR  —
CITOPLAZMA \ BRANDUOLYS Z

1.8 pav. Agrobacterium sukeltos genetinés augalo transformacijos schema (pagal Sheludko, 2008). 1 — augalo
signalinés molekulés indukuoja vir geny raiSska; 2 — nesubrendusio T-komplekso (ssT-DNR-VirD2)
susiformavimas; 3 — komplekso ir kity Vir baltymy pernasa j augalo lastele; 4 — subrendusio T-komplekso
susiformavimas; visa ssST-DNR molekulé pasidengia VirE2 baltymais, o VirD2 prisijungia 5¢ gale; 5, 6 — komplekso
pernasa j branduolj; 7 — Vir baltymy pasalinimas; 8 — ssT-DNR vertimas j dsT-DNR (laikinoji raiska); 9 — T-DNR
integracija j augalo chromosomas (pastovioji raiska).

Si sritis vadinama T-DNR (angl. transfer DNA). Ji yra apie 10-30 kb ilgio, Ti plazmidéje
i§ abiejy pusiy jréminta 25 bp ilgio pasikartojimais. Pati T-DNR koduoja opinus — mazos
molekulinés masés junginius, bakterijy naudojamus kaip anglies ir azoto Saltiniai, ir fitohormonus
(auksinus ir citokininus), dél kuriy padidéjusio kiekio augaluose formuojasi augliai. Augaly

transformacijai svarbiis vir (angl. virulence) genai, taip pat koduojami toje pacioje Ti plazmidéje.
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Jy koduojami baltymai atsakingi uz T-DNR iSkirpimg i§ Ti plazmidés ir perneSimg j augalo

genoma.

1.4.1 Binariniai vektoriali

Didesnis Suolis tiriant Ti plazmides jvyko 1983 m., kuomet | ja pirma karta buvo jterpti
heterologiniy baltymy genai — mieliy alkoholio dehidrogenazé bei bakterijy neomicino
fosfotransferazé (Barton et al., 1983). Vis dél to, pirmieji bandymai nebuvo sékmingi. Sunkumy
kélé Ti plazmidés dydis, tai, kad ji yra mazakopijing, ja sunku izoliuoti, o be to ji nesireplikuoja E.
coli bakterijose — patogiausiame organizme vykdyti genetines manipuliacijas. Taciau ne ilgai
trukus buvo pastebéta, kad vir genai ir T-DNR sritis gali buti atskiriami j du replikonus (Hoekema
et al., 1983). Patalpinus abi plazmides j tg pacig agrobakterijy lastelg, vir genai veikia kaip trans
elementas ir geba atlikti savo funkcijg — iSkirpti ir nugabenti T-DNR j augalo genoma. Tokia dviejy
replikony sistema buvo pavadinta T-DNR binarine sistema, kadangi galéjo replikuotis tiek A.

tumefaciens, tiek E. coli bakterijose (1.9 pav.) (Lee ir Gelvin, 2008).

vir genai

Binarinis
T-DNR Pagalbiné

plazmide

vektorius

ori

1.9 pav. T-DNR binarinés sistemos schema (pagal Lee ir Gelvin, 2008). Tikslinis genas patalpinamas T-DNR
regione binariniame vektoriuje. Vir baltymai koduojami pagalbingje plazmidéje. Atrankos Zymuo naudojamas
sékmingai augalo transformacijai patvirtinti. ori — replikacijos pradzios sritis, Ab" — atsparumo antibiotikams genas,
reikalingas A. tumefaciens arba E. coli transformanty atrankai, LB ir RB — T-DNR ribojancios pasikartojancios
sekos.
1.4.2 Laikinoji ir pastovioji raiSkos sistemos
Heterologiniai baltymai gali buti sintetinami augaluose dviem biidais — laikingja arba
pastovigja raiSka. Pastoviosios transformacijos metu tikslinis genas yra jterpiamas ] augalo
chromosoming DNR. Tokiu bidu gaunami transgeniniai augalai, gebantys perduoti naujai jgytus

pozymius kitoms kartoms. Sio biido privalumai yra atsikartojantys rezultatai ir didelio masto
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produkcijos galimybé¢, taciau tai daug laiko uZimantis procesas. Be to, tokia sistema visiSkai
netinkama greitam, didelés jvairovés konstrukty tikrinimui, todél siuo metu daug placiau taikomos
laikinosios raiskos sistemos (Kusnadi et al., 1997).

Laikinosios raiskos sistemos leidzia rekombinantinius baltymus i§gauti saugiai, paprastai ir
dideliais kiekiais vos per kelias dienas. Paprastai vykdoma agroinfiltracija — procesas, kurio metu
fiziSkai (SvirkStu) arba vakuumo pagalba i augalo lapy tarplastelines ertmes suleidziama
transformuoty agrobakterijy suspensija. Tik labai nedidelé j augalo lasteles patekusios T-DNR
dalis jsiterpia j chromosoming DNR. Visa kita dalis lieka citoplazmoje episomy pavidalu ir kelias
dienas yra transkribuojama (Jones et al., 2009). Tokia laikina baltymo geny raiska nepriklauso nuo
integracijos j chromosoma, todél nereikia atsizvelgti j padéties efekta (Komarova et al., 2010).

Didziausios rekombinantiniy baltymy iSeigos gaunamos naudojant virusinés kilmés
laikinos raiSkos vektorius. D¢l virusy efektyvaus infekavimo ir greitos replikacijos $ios sistemos
sutrumpina produkcijos laika bei padidina iSeigg. Naudojant ,,dekonstruotus* virusus pasalinami
limituojantys (pvz. siauras Seimininky spektras, rasiy specifiSkumas) arba nepriimtini (pvz.
geb¢jimas sintetinti infekcines viriono dalis, galinCias kelti grésm¢ organizmams) genai bei
funkcijos. Tarpusavyje derinant virusiniy vektoriy replikacijos sistemos ir agroinfiltracijos
privalumus gaunamos baltymy raiSkos sistemos, kurios nereikalauja genetiSkai modifikuoty
organizmy kiirimo ir yra greitesnés, efektyvesnés, geriau kontroliuojamos ir saugesnés (Gleba et

al., 2014).

1.5 Baltymy gryninimas

Chromatografija (gr. chroma — spalva, graphein — rasyti) — vienas i§ nepamainomy
laboratoriniy metody jvairiy medziagy atskyrimui. Jos atsiradimu laikoma 20-to amziaus pradzia,
kuomet rusy botanikas Mikhail Tswett, naudodamas kalcio karbonata, atskyré skirtingy spalvy
augaly pigmentus — chlorofila, karoteng bei ksantofilg. Véliau, 1952 m., A. Martin ir R. Synge
buvo apdovanoti Nobelio premija uz jy aprasytus padalijimo (angl. partition) chromatografijos
pagrindinius principus (Martin ir Synge, 1941). Tai davé pradzia skirtingoms chromatografijos
rasims — skys¢iy, dujy, plonasluoksnei bei popieriaus chromatografijai. Per kelis sekancius

deSimtmecius i8sivyste ir iStobul¢jo daugybe chromatografijos atSaky (1.1 lentel¢).
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1.1 lentelé. Baltymy savybés ir jomis paremti chromatografiniai metodai (pagal GE Healthcare).

Baltymo savybé Metodas

Krvis Jony mainy chromatografija

Dydis Dydzio i$skyrimo chromatografija
Hidrofobiskumas Hidrofobinés sgveikos chromatografija

Atvirksciy faziy chromatografija

Specifinis ligando atpazinimas Afininé chromatografija

Chromatografija yra paremta sgveika tarp judriojoje fazéje esancios tiriamos medziagos ir
stacionariosios fazés, vadinamos sorbentu arba neSikliu. Parenkamas toks sorbentas, kuris
skirtingai saveikaus su skirtingomis tiriamajame méginyje esan¢iomis molekulémis, dél ko jos bus
atskiriamos viena nuo kitos. Si saveika gali biti jvairi: paremta skirtingu molekuliy
hidrofobiskumu, kriiviu arba specifiniy ligandy saveika. Manipuliuojant sorbento porétumu taip
pat galima atskirti molekules pagal jy dydj (1.10 pav.) (GE Healthcare Strategies for Protein

Purification).

o

1.10 pav. Schematiniai skirtingy chromatografiniy metody atskyrimo principai (pagal GE Healthcare). 1 —
hidrofobinés sgveikos chromatografija, 2 — atvirks¢iy faziy chromatografija, 3 — jony mainy chromatografija, 4 —
dydzio iSskyrimo chromatografija, 5 — afininé chromatografija.

1.5.1 Hidrofobinés saveikos chromatografija

Hidrofobinés sgveikos chromatografija (angl. hidrophobic interaction chromatography,
HIC) atskiria baltymus remiantis skirtingu molekuliy hidrofobiskumu. Paprastai tretinés struktiiros
baltymai stengiasi savo hidrofobines aminortigstis nukreipti j molekulés vidy, o hidrofilines — |

iSorg. PavirSiuje liekanc¢ios hidrofobinés dalys ir yra atsakingos uz hidrofobine sgveika (Lee ir
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Richards, 1971). Hidrofobinés sgveikos chromatografijos metu tiriamame méginyje turi bati didelé
druskos koncentracija. Taip pagerinama saveika tarp hidrofobiniy méginio komponenty ir
sorbento. UzneSus méginj, per kolonélg toliau leidziamas praplovimo buferis, dél ko mazéja
druskos koncentracija ir tuo paciu joniné jéga. Tokiu btidu po truputj iSplaunami prie kolonélés
prisikabing baltymai, pradedant nuo silpniausig hidrofobine sgveikg turin¢iy ir baigiant stipriausiai
sgveikaujantiems (1.11 pav.) (GE Healthcare Hydrophobic Interaction an d Reversed Phase
Chromatography).

Citochromas C Lizocimas a-chimotripsinas

Geltona:
hidrofobinés sritys \ S

Drusky konc

Baltymai atskiriami didéjancios
hidrofobines saveikos tvarka

1.11 pav. Baltymy atskyrimo pavyzdys atliekant hidrofobinés saveikos chromatografija (pagal GE
Healthcare Hydrophobic Interaction and Reversed Phase Chromatography). Geltona spalva pazymétos
hidrofobinés, o raudona — hidrofilinés baltymy aminoriigstys.

Tikslus mechanizmas néra iSaiskintas, tac¢iau Zinoma vandens molekuliy svarba Sioje
sgveikoje. Vandens molekulés yra polinés ir tarpusavyje formuoja vandenilinius rySius. Nepolinés
molekules, tokios kaip baltymai, patekusios i vandenj priver¢ia vandens molekules formuoti
organizuotas, tvarkingas struktiiras, panaSias ] apvalkalg. Taip yra todél, kad vandens molekulés
negali sudaryti ryS$iy su hidrofobine molekule. Tokiy tvarkingy struktiiry suardymas yra
termodinamiskai palanki situacija, kadangi mazéjant tvarkai didéja entropija (Tomaz, 2017).
Siekdamos entropija padidinti, hidrofobinés molekulés verciamos jungtis, kad kuo labiau
sumazinty tokiy apvalkaly kiekj. Gryname vandenyje hidrofobinis efektas yra per silpnas
sgveikoms atsirasti, todél j baltymy méginj pridedama anti-chaotropiniy drusky (pvz.: (NH4)2SOa,
Na>SOs4, NaCl, KCI, CH3COONHjs), kurios didina hidrofobinj efekta. Tokiu btdu baltymai

tirlamajame méginyje jungiasi prie hidrofobiniy ligandy esanciy ant kolonélés sorbento ir véliau,
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keiCiant sglygas, yra po vieng iSeliuojami (GE Healthcare Hydrophobic Interaction and Reversed
Phase Chromatography).

Esant per didelei drusky koncentracijai baltymai gali iSkristi j nuosédas. Joninés jégos
pokyciai, organiniy tirpikliy buvimas, temperatiira bei pH turi jtakos baltymy stabilumui ir
tirpumui, o tuo paciu ir jy saveikai su kitomis hidrofobinémis molekulémis, pvz. chromatografijos
kolon¢lés ligandais. Hidrofobinés sgveikos chromatografijoje naudojami jvairGs sorbentai,
dazniausiai pagaminti silikagelio, celiuliozés arba agarozés pagrindu. Jie sudaryti i§ mazy, poréty
rutuliuky prie kuriy prikabinti ligandai (pvz. butil-, fenil-, octil- grandinés). Optimizuojant
chromatografijg svarbu atsizvelgti ne tik j naudojamg liganda, bet ir j Kitas minétas salygas (GE
Healthcare Hydrophobic Interaction and Reversed Phase Chromatography).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

2.1 lentelé. Darbe naudoti reagentai.

Gamintojas Reagentai
Amresco LB terpé, agaroze
Applichem NDS, Na;HPO4 NaH,PO,

Boehringer Mannheim

Tetraciklinas

ChemaPol

KOH

Duchefa Biochemie

Rifampicinas

Fluka MgSQs4, MnCl,;, TEMED

Merck Acto rugstis, amonio sulfatas, DTT

Obermeier Silwet-L77

Roth Ampicilinas, kanamicinas, agaras, Bradfordo reagentas, etidZio
bromidas, izopropanolis, Pipes, SOB terpé, APS

Sigma Tris, Tris-HCI, EDTA, CaCl,, KCl,, chloramfenikolis, bromfenolio
mélis

Sigma-Aldrich DMSO, akrilamido/bisakrilamido tirpalas

Thermo Fisher Scientific

DNR molekulinés masés zymenys, rinkiniai, Tagq polimeraze,
Phusion High-Fidelity polimerazé, dNTP, restrikcijos ir
modifikacijos fermentai

Vilniaus degtiné

Etanolis

2.1.2 Padermeés
Escherichia coli S17-1 (A pir)

Escherichia coli DH5a

Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae DSM 28212

Agrobacterium tumefaciens GV1301 (pNMDV953)

2.1.3 Augalai

Tabakas Nicotiana benthamiana

2.1.4 Plazmidés

pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific)
pACYC184 (New England Biolabs)

pICH29912 (Icon Genetics)
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2.1.5 Antibiotikai
Ampicilinas — tirpinamas 70 % etanolyje, pradinis 100 mg/ml tirpalas laikomas -20 °C (Roth)
Kanamicinas — tirpinamas vandenyje, pradinis 50 mg/ml tirpalas laikomas -20 °C (Roth)
Chloramfenikolis — tirpinamas 96 % etanolyje, pradinis 25 mg/ml tirpalas laikomas -20 °C (Sigma)
Tetraciklinas — tirpinamas vandenyje, pradinis 5 mg/ml tirpalas laikomas -20 °C (Boehringer
Mannheim)
Rifampicinas — tirpinamas metanolyje, pradinis 25 mg/ml tirpalas laikomas -20°C (Duchefa

Biochemie)

2.1.6 Bakterijy auginimo terpés
LB terpé: 25 g LB istirpinami 1000 mL dejonizuoto H-O.

SOB terpé: 26,64 g SOB istirpinami 1000 mL dejonizuoto H20.

Agarizuota 1,5 % LB terpé: 25 g LB istirpinami 1000 mL dejonizuoto H»0O, jberiama 1,5 % agaro.

Paruostos terpés sterilinamos 20 min 121 °C esant 1 atm.

2.1.7 Rinkiniai
GeneJET Gel Extraction Kit #K0692 (Thermo Fisher Scientific)

GeneJET Genomic DNA Purification Kit #K0722 (Thermo Fisher Scientific)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit #K0503 (Thermo Fisher Scientific)
CloneJET PCR Cloning Kit #K1232 (Thermo Fisher Scientific)

Su visais rinkiniais naudotasi pateiktomis instrukcijomis.

2.1.8 Pradmenys

2.2 lentelé. Darbe naudoty pradmeny sekos. Komplementari pradmens dalis paryskinta.
Restriktaziy taikiniai pabraukti.

Pradmeny pavadinimai Pradmeny sekos

ARB?2 (#744) 5’-GGCACGCGTCGACTAGTAC-3’

ARBG (#745) 5’-GGCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC-3’
ME-I-extR (#746) 5’-CTCGTTTCACGCTGAATATGGCTC-3’

ME-I-intR (#747) 5>-CAGTTTTATTGTTCATGATGATATA-3’

ME-O-extF (#748) 5’-CGGTTTACAAGCATAACTAGTGCGGC-3°

ME-O-intF (#749) 5’-AGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCG-3’
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ExbB Eco81I rev (#778) 5’-AAACCTGAGGTCAACCTACCCGTAATTTCTGCG-3’

ExbB Eco88I fwd (#779) 5’-AAACTCGGGTTGATGAACCTGTTTTTATACGTCT-3’
ExbD Eco81I rev (#889) 5’-AAACCTGAGGTTATTTGGCTTTGACGGTCTC-3’

FhuA Eco81I fwd (#780) 5’-AAACCTCAGGTTTAAGCCCTAAGACCAGACCC-3’

FhuA Eco81I rev (#781) 5’-AAACCTGAGGTTAGAAACGGAAGGTGGCGGTG-3”
OmpC Eco81I rev (#782) 5’-AAACCTGAGGTTAGAACTGGTAAACCAGGCCC-3
OmpC Eco88l fwd (#783) 5’-AAACTCGGGCTTGTGGCTGAACGACTCATCA-3’

TonB BseSl rev (#784) 5’-AAAGTGCCCTCAGTTAATCTCGACGCCGTTG-3’

TonB Psyl fwd (#785) 5’-AAAGACCGGGTCGGCAAAGCTCCTTATCAATAAACA-3’
FimB Eco88I fwd (#866) 5’-AAACTCGGGGCTCCCGTAGCAAATAAAAACG-3’

FimB Eco81I rev (#866) 5’-AAACCTGAGGTTACTGAAGCAGCGACAGGCG-3’

2.1.9 DNR elektroforezés tirpalai
TAE buferis: 40 mM Tris, 20 mM acto ragsties, | mM EDTA, pH 8,5.

Agaroze: 0,8 % agarozeé TAE tirpale.

2.1.10 NDS-PAGE elektroforezés tirpalai
10x buferis Tris-Glicino-NDS-PAGE: 30,3 g/L Tris, 144 g/L glicino, 10 g/L NDS.

Laemmli buferis (baltymy dazas): 240 mM Tris-HCI (pH 6,8), 6 % NDS, 30 % glicerolio, 0,06 %

bromfenolio mélynojo, 300 mM DTT. Laikomas -20 °C temperatiiroje.

Coomassie dazo tirpalas: 50% etanolio, 0,25% Coomassie briliantinio melio dazo (Coomassie

Brilliant Blue R-250), 10% acto ruigsties. Laikomas kambario temperatiiroje.

Geliy blukinimo tirpalas: 5 % acto riigSties. Laikomas kambario temperatiiroje.

Koncentruojamojo gelio tirpalas: 40 % akrilamido/bisakrilamido misinio, 0,5 M Tris (pH 6,8), 10
% NDS, TEMED, 10 % APS. Naudojamas Sviezias.

Skiriamojo gelio tirpalas: 40 % akrilamido/bisakrilamido miSinio, 1,5 M Tris (pH 8,8), 10 %
NDS, TEMED, 10 % APS. Naudojamas §vieZias.

2.1.11 Baltymy gryninimo buferiniai tirpalai

Baltymy i$skyrimo i§ augaly lapy (ekstrakcijos) buferis: 50 mM natrio fosfatas, pH 5,0.

Kalibravimo/praplovimo buferis: 50 mM natrio fosfatas, 0,95 M (NH4)2SOs4, pH 6,0.

Eliucijos buferis: 50 mM natrio fosfatas, pH 6,0.
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2.1.12 Kiti buferiniai tirpalai
TB buferis: 10 mM Pipes, 15 mM CaCly, 250 mM KCI ir naudojant KOH pH nustatoma iki 6,7.

Tuomet pridedama 55 mM MnCl; ir steriliai filtruojama.

2.1.13 Molekulinés masés standartai
DNR fragmenty agarozés gelyje standartai: GeneRuler Express DNA Ladder #SM1553 (Thermo
Fisher Scientific) ir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder #SM1331 (Thermo Fisher Scientific).
Baltymy poliakrilamido gelyje standartas: PageRule Prestained Protein Ladder #26616 (Thermo
Fisher Scientific)

2.1.14 Fermentai

FastAP Sarminé fosfatazé (Thermosensitive Alkaline Phosphatase; Thermo Fisher Scientific)
Phusion High-Fidelity DNA polimerazé (Thermo Fisher Scientific)
Tag DNR polimerazé (Thermo Fisher Scientific)

T4 DNR ligaz¢ (Thermo Fisher Scientific)

2.2 Metodai

2.2.1 Polimerazés grandininé reakcija transpozony lokalizacijai

Polimerazés grandininé reakcija (PGR) buvo taikoma lokalizuoti transpozonus, po
biparentalinés konjugacijos jsiterpusius j genomine K. quasipneumoniae bakterijy DNR. PGR
buvo atliekama dviem etapais, naudojant specifinius pradmenis (zr. 2.2 lentel¢) ir Thermo Fisher
Scientific buferinius tirpalus, dNTP misinj ir Taqg DNR polimeraze. Genominé DNR nebuvo
gryninama, tiesiog naudojamos §viezios bakterijy kolonijos. Antro etapo metu buvo imami 2 pulL

pirmo etapo metu gauto produkto. PGR salygos pateiktos 2.3 lenteléje.

2.2.2 Polimerazés grandininé reakcija geny padauginimui

Polimerazés grandininé reakcija (PGR) buvo taikoma padauginti genus komplementacijos
tyrimui. Tiriami genai ir sritys, kuriose numanoma jog yra jy promotoriai, buvo padauginti
naudojant K. quasipneumoniae bakterijy genoming DNR, i§grynintg naudojant GeneJET Genomic
DNA Purification Kit #K0722 (Thermo Scientific) laikantis gamintojo rekomendacijy. PGR buvo

atlickama naudojant specifinius pradmenis (zr. 2.2 lentele) ir Thermo Fisher Scientific buferinius
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tirpalus, dNTP misinj, DNR polimeraz¢ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase. PGR salygos
pateiktos 2.3 lenteléje.
2.3 lentelé. PGR naudotos pradmeny poros, jy panaudojimo tikslas ir PGR salygos.

Panaudojimas Pradmeny poros PGR salygos
DNR Pradmeny DNR Cikly
denatiiracijos  prilydimo  grandinés skai¢ius
temp. temp. ilginimo
temp.
Transpozony lokalizacijos ARB6 — ME-I-extR 95 °C 30 °C 72 °C 36
| PGR etapas (I var.)
Transpozony lokalizacijos ARB2 — ME-I-intR 95 °C 30 °C 72 °C 36
Il PGR etapas (I var.)
Transpozony lokalizacijos ARB6 — ME-O-extF 95 °C 30°C 72°C 36
| PGR etapas (I1 var.)
Transpozony lokalizacijos ARB2 — ME-O-intF 95 °C 30 °C 72 °C 36
Il PGR etapas (Il var.)
ExbB geno padauginimui ExbB Eco88I fwd — 98 °C 56,9 °C 72°C 30
ExbB Eco81I rev
FhuA geno padauginimui FhuA Eco81l fwd — 98 °C 59,7 °C 72 °C 30
FhuA Eco81I rev
OmpC geno padauginimui OmpC Eco88I fwd — 98 °C 60,2 °C 72°C 30
OmpC Eco81I rev
TonB geno padauginimui  TonB Psyl fwd — 98 °C 57,7 °C 72°C 30
TonB BseSlI rev
FimB geno padauginimui FimB Eco88l fwd — 98 °C 58,2 °C 72 °C 30
FimB Eco81I rev
ExbB-ExbD geny srities ExbB Eco88I fwd — 98 °C 56,6 °C 72 °C 30
padauginimui ExbD Eco81I rev

2.2.3 PGR produkty gryninimas i§ agarozés gelio
PGR metu gauti fragmentai buvo i$gryninti, leidziant elektroforeze 1,2 % agarozés gelyje
ir i$skiriant i§ jo reikiamag DNR fragmentg, naudojantis rinkiniu GeneJET Gel Extraction Kit

#K 0692 (Thermo Scientific) laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.2.4 Fragmento ligavimas su vektoriaus DNR

Eppendorf mégintuvélyje paruosiamas 20 pl tirpalas dejonizuotame vandenyje: sumaiSoma
linearizuota vektoriaus DNR (20-100 ng) ir fragmento (padauginto geno) DNR (fragmento ir
vektoriaus galy molinis santykis 3:1), 2 ul 10x reakcijos buferio, 1 U T4 DNR ligazés ir vandens,

kad galutinis reakcijos miSinio tairis buity 20 pl. Jei reikia, pries ligavima vektorius defosforilinamas
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naudojant FastAP fosfataz¢ (Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo rekomendacijas. Gerai
sumaiSoma ir inkubuojama 1 valandg kambario temperatiroje. T4 DNR ligazé iSaktyvinama

reakcijos miSinj pakaitinant 5 min 75 °C temperatiiroje.

2.2.5 Kompetentiniy E. coli bakteriju ruoSimas

E.coli DH5a kamienas buvo uzséjamas j 4 mL LB terpés ir bakterijos auginamos 17-18 val.
purtykléje 37 °C temperatiiroje, purtant 200 aps./min grei¢iu. Pamatuojamas uzaugusiy bakterijy
optinis tankis (bangos ilgis 595 nm). Naktiné kultiira inokuliuojama j 200 mL SOB terpés dviejy
litry kolboje, pries inokuliavimg j terpe jdedant 1 M MgSO4 (galutiné koncentracija 20 mM). Po
inokuliacijos optinis tankis turéty biiti ~0,1 optiniy vienety. Bakterijos auginamos purtykléje 30 °C
temperattroje 200 aps./min greiciu, kol optinis tankis pasiekia 0,6. Uzaugusios bakterijos buvo
paliekamos ledo vonel¢je 10 min (visos tolimesnés procediiros atlickamos bakterijas laikant ant
ledo). Kulttira padalinama j graduotus kiiginius mégintuvélius (50 mL) ir bakterijos surenkamos
centrifuguojant 10 min 4 °C temperatiiroje 3220 x g grei¢iu (Eppendorf 5810R centrifuga).
Supernatantas pasalinamas, bakterijos resuspenduojamos 2 mL $alto TB buferio. Gautas tirpalas
supilamas ] vieng kuiginj mégintuvélj. Ipilama tieck TB buferio, kad bendras tiiris buty 30 mL.
Palaikoma 10 min ledo voneléje ir vél nucentrifuguojama tomis paciomis salygomis.
Resuspendavus Igsteles 2 mL TB buferio, jpilama TB buferio iki 5 mL. Jpilama DMSO (galutiné
koncentracija 7 %) ir inkubuojama ant ledo 10 min. Bakterijos supilstomos | sterilius 1,5 mL
meégintuvelius ir uz§aldomos skystame azote. ParuoStos kompetentinés bakterijos laikomos -70 °C

temperatiiroje.

2.2.6 Kompetentiniy E. coli bakterijuy transformacija

Paruosti vektoriai bei sukonstruotos plazmidés buvo transformuojamos j E. coli DHS5a
padermés kompetentines lasteles kar$¢io Soko metodu. Transformacijos miSinys: 150 pL saldyty
kompetentiniy lasteliy ir 100 ng DNR. Inkubuojama 15 min ledo vonioje. Mégintuvélis
perkeliamas ] 42 °C vandens vonig, palaikomas 90 s, po to lgstelés atSaldomos lede. Tada jpilama
1 ml LB terpés ir inkubuojama 1 val. 37 °C purtykléje. Lastelés iSsodinamos centrifuguojant 5 min
2500 x g greic¢iu (Eppendorf 5424 centrifuga). Nupilamas gautas supernatantas. Tada lastelés
suspenduojamos likusiame laSe ir séjamos ant LB terpés su reikiamu antibiotiku (pJET1.2
transformantai — su 100 pg/mL ampicilino, 0 pACYC184 — su 15 pg/mL tetraciklino). Lékstelés

inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 17-18 val.
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2.2.7 Kompetentiniy K. quasipneumoniae bakterijy ruo§imas

K. quasipneumoniae DSM 28212 kamienas buvo uzsé¢jamas j 4 mL LB terpés ir bakterijos
auginamos 17-18 val. purtykléje 37 °C temperatiroje, purtant 200 aps./min greic¢iu. 500 ul naktinés
kultiiros inokuliuojama i 4,5 mL LB terpés ir inkubuojama 2 val. purtykléje tomis paciomis
saglygomis. Po to lastelés buvo surenkamos centrifuguojant 5 min 3220 x g grei¢iu (Eppendorf
5810R centrifuga), supernatantas nupilamas, o lgstelés resuspenduojamos 400 ul 50 mM CaCls.
Taip paruoStos K. quasipneumoniae iSkart naudojamos transformacijai uzSaldymo-at$ildymo

metodu.

2.2.8 K. quasipneumoniae transformacija uzsaldymo-atSildymo metodu

400 pl $vieziai paruosty kompetentiniy K. quasipneumoniae DSM 28212 padalinama j du
Eppendorf mégintuvelius po 200 pl, j vieng jdedama plazmidiné DNR ir abu mégintuvéliai
uzSaldomi skystame azote. Lastelés atSildomos 32 °C temperatiiroje ir vél uzSaldomos skystame
azote. Ciklas pakartojamas dar karta, tuomet Igstelés perkeliamos | mégintuvélius su 5 mL LB
terpés ir inkubuojamos purtykléje 37 °C temperatiroje, purtant 200 aps./min greiciu, 2-3 val. (kol
bakterijos matomai auga). UZaugusios lgstelés iSsodinamos centrifuguojant 11 min 3220 x g grei¢iu
(Eppendorf 5810R centrifuga) ir resuspenduojamos 200 ul LB terpés. Daromi 1:10 skiedimai iKi
galutinio 107 praskiedimo. Po 100 ul kiekvieno skiedimo suspensijos i§s¢jama ant selektyvios LB
terpés su 15 ug/mL tetraciklino. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 17-18 val. (Merrick
etal., 1987).

2.2.9 K. quasipneumoniae kamieny uz$aldymas

Bakterijy kamienas buvo inkubuojamas per naktj 4 mL LB terpés su 50 pg/mL kanamicino
ir 30 ng/mL chloramfenikolio, purtykléje 37 °C temperatiiroje, purtant 200 aps/min grei¢iu. 750
pL uzaugusios naktinés kultiiros sumaisoma su 750 puL LB terpés, kurioje yra 30 % glicerolio.

UzSaldoma skystame azote ir laikoma -70 °C temperatiroje.

2.2.10 Biparentaliné konjugacija

Donorinés E. coli S17-1 (A pir) padermés bakterijos, turin¢ios pPBAMI1 plazmidg (Martinez-
Garcia et al., 2011), ir recipientinés K. quasipneumoniae DSM 28212 bakterijos 17-18 val. buvo
auginamos 4 mL LB terpés 37 °C temperatiiroje purtant 200 aps./min greiciu. | terpe su E. coli
S17-1 (A pir) bakterijomis buvo pridedama 150 pg/mL ampicilino ir 50 pg/mL kanamicino. K.
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quasipneumoniae buvo auginamos be antibiotiky. Po to, po 15-25 pL donoriniy ir recipientiniy
naktiniy kultiiry (~108 KFV) buvo perkeliama j 5 mL 10 mM MgSOa, trumpai suvorteksuojama,
perpilama j 5 mL $virksta ir filtruojama per sterily Millipore 13 mm 0,45 uM filtrg (Merck), idéta
1 daugkartinio naudojimo filtry laikiklj. Tokiu pat biidu buvo paruosSiamos ir neigiamos kontrolés,
1 misinj nededant donoro arba recipiento kultiiros. Po filtravimo filtro laikiklis atidaromas, steriliu
pincetu atsargiai iSimama membrana ir perkeliama ant agarizuotos LB terpés membranos puse su

lastelémis virSuje. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiros termostate 18 val.

2.2.11 Ekskonjuganty atranka

Po biparentalinés konjugacijos misinio filtravimo ir inkubacijos (zr. 2.2.13) membranos su
lastelémis buvo perkeliamos j 5 mL 10 mM MgSOs ir suvorteksuojama Igsteléms suspenduoti.
Gautas konjuganty miSinys buvo sukoncentruojamas centrifuguojant 11 min 3220 x g grei¢iu
(Eppendorf 5810R centrifuga) ir resuspenduojant lgsteles 150 pL. 10 mM MgSOs. Tuomet, po 50
puL miSinio i§séjama ant selektyvios agarizuotos LB terpés su 50 pg/mL kanamicino ir 30 ng/mL
chloramfenikolio. Kiekvienam klebicinui tirti buvo ruoSiamos 2-3 1ékstelés. Ant 1éksteliy buvo
laSinama skirtingos koncentracijos klebicinai ir inkubuojama 37 °C temperatiiros termostate 17-18
val. Ant selektyvios terpés iS$séti ekskonjugantai auga kaip gazonas, o klebicinai gazone sudaro
inhibicijos zonas. Inhibicijos zonose uzaugusios pavienés ekskonjuganty kolonijos buvo

atrenkamos tolimesniems tyrimams.

2.2.12 Atrinkty ekskonjuganty pakartotinis jautrumo klebicinams tikrinimas

Po ekskonjuganty atrankos (zr. 2.2.14) lizés zonose galinCios augti kolonijos, atsparios tam
tikram Klebicinui, buvo inokuliuojamos j 4 mL LB su 50 pg/mL kanamicino ir 30 pg/mL
chloramfenikolio ir auginamos 17-18 val. 37 °C temperatiiroje purtant 200 aps./min greiciu. Po to,
20 pl naktiniy kultiiry buvo i$séjama ant agarizuotos LB terpés su 50 pg/mL kanamicino ir 30
pg/mL chloramfenikolio ir lasinami i$gryninti klebicinai, i$tirpinti 200-400 pL dH20. Skirtingos
koncentracijos klebicinai buvo lasinami ant Petri 1éksteliy su tiriamo K. quasipneumoniae
ekskonjuganto gazonu. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiros termostate 17-18 val.
Klebicinams atspartis ekskonjugantai, ant kuriy gazono nebuvo matomos lizés zonos, buvo

atrenkami tolimesniems tyrimams.
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2.2.13 N. benthamiana vakuuminé agroinfiltracija

Saldyty (laikomy -70 °C temperatiiroje) bakterijy A. tumefaciens GV310, transformuoty
pICH29912 plazmide su jstatytu Kpnela genu, kultira buvo uzséjama j 4 mL LB terpés su 50
pg/mL kanamicino ir 50 pg/mL rifampicino ir bakterijos auginamos 17-18 val. purtykléje 37 °C
temperatiroje, 200 aps./min grei¢iu. Naktiné kultira (OTeo0=1,5) buvo skiedziama 1000 karty,
sumaisant 2,7 mL kulttiros su 4 L vandens (i§ krano), ir dar pridedama 200 pL (0,005%) Silwet L-
77. Vakuuminé agroinfiltracija buvo atlieckama naudojant specialy vakuumo infiltracijos inda
(DURAN Vakuum Desiccator). | §j indg su agrobakterijy miSiniu buvo panardinami 5 savaiciy
Nicotiana benthamiana augaly lapai, apverciant vazonélj, kuriame buvo auginti atskiri augalai.
Uzdaromas dangtis ir jjungiama vakuumo pompa, kol slégis nukrenta iki -800 mbar. Tuomet, po
truput] jleidZiant org ir kylant slégiui, miSinys kartu su agrobakterijomis jsigeria i augalo lapus.
Augalai paliekami augti po fluorescencinémis lempomis. Lapai surenkami pra¢jus 5 dienoms po

infiltracijos ir uzSaldomi naudojant skysta azotg. Laikomi -70 °C temperatiiroje.

2.2.14 Baltymy iSskyrimas iS augaly lapy

Nedidelis kiekis uzsaldyto lapo audinio (2-8 g) buvo sutrinamas skystame azote iki milteliy,
naudojant atSaldyta griistuve. Milteliai kiuiginiame mégintuvélyje (50 mL) sumaiSomi su 4 °C
temperatiiros ekstrakcijos buferiu (santykiu 1 g zaliavos : 5 mL buferio) ir inkubuojama 15 min,
kartais pavartant mégintuvélj. Po to centrifuguojama 20 min 3220 x g greiciu (Eppendorf 5810R),
4°C temperatiroje. Supernatantas filtruojamas naudojant pirma 5 um pory dydzio §virkstinius
filtrus (Chromafil Xtra PES-500/25), o po to 0,45 um pory dydzio $virkstinius filtrus (Roth).

Paruostas baltymy ekstraktas naudojamas chromatografinei analizei.

2.2.15 Hidrofobinés saveikos chromatografija

Kolonélé (C 10/20 Column (GE Healthcare)) buvo uZpildoma 11 mL neSiklio (Phenyl
sepharose 6 Fast Flow (low sub) (GE Healthcare)) ir prijungiama prie AKTA start (GE Healthcare)
skysc¢iy chromatografijos sistemos. Nukalibruojama per kolonélg leidziant 10 tariy buferinio tirpalo
(kol nusistovi UV reik§me¢) 2 mL/min greiciu. | paruosta baltymy méginj (zr. 2.2.17) pridedama
reikiamas kiekis amonio sulfato druskos ir méginys uzneSamas ant kolon¢lés 2 mL/min greiciu.
Tuomet kolonélé plaunama buferiniu tirpalu trimis kolonélés tiiriais (kol pasiekia prading UV
reikSme). Baltymy atskyrimas nuo sorbento buvo vykdomas pakopiniu gradientu (angl. step gradient)

mazinant joning jéga eliucijos buferiu 2 mL/min grei¢iu. Surenkamos prabégimo (angl. flow through)
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ir baltymy frakcijos. Chromatografijos procesas stebimas bei chromatogramos analizuojamos

naudojant kompiutering programg UNICORN start 1.0.

2.2.16 Baltymy NDS-PAGE elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje ir jo daZymas

Pirmiausia buvo paruosiami dviejy daliy poliakrilamidiniai geliai, sudaryti i$ skiriamojo ir
koncentruojamojo sluoksniy. Pirma paruoSiamas skiriamasis gelis ir supilamas tarp stikliniy
ploksteliy, iki virSaus paliekant apie 3 cm atstuma. Siame laisvame tiiryje pripilama vandens.
Susipolimerizavus pirmajam geliui (apie 40 min), nupilamas vanduo, iki virSaus pripilama
koncentruojamojo gelio tirpalo bei jstatomos Sukutés. Susipolimerizavus antrajam geliui Sukutés
iStraukiamos. | elektroforezés aparatg pripilamas atitinkamas kiekis Tris-Gly-NDS buferio.
Paruosti baltymy méginiai kartu su pasirinktu baltymy dydzio standartu yra suleidziami i gel;.
Elektroforezé atlickama esant 180 V jtampai. Po elektroforezés gelis dazomas Coomassie

briliantinio mélio dazu ir po to blukinamas 5 % acto riigsties tirpale.

2.2.17 Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Liofilizuoty Klebiciny (laikomy -20 °C temperatiroje), istirpinty 200-400 pl dH20, ir
chromatografijos metu gauty baltymy frakcijy koncentracija buvo nustatoma pagal standarting
Bradfordo kreive, nubraizyta naudojant skirtingy koncentracijy standartinj baltymy tirpalg. Buvo
imamas 10 pl baltymo méginys, pilamas j kiuvetg su 200 ul Bradfordo reagentu ir 800 ul H2O.
Spektrofotometru matuojamas optinis tankis 595 nm bangos ilgyje. Koncentracija (ug/pl)
paskai¢iuojama pagal atitinkamg formule, sudarytg Bradfordo reagentui, naudojantis kalibracine

kreive.
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3. REZULTATAI

3.1 Klebicino Kpnela gryninimas
Siekiant nustatyti genus, svarbius klebiciny translokacijai  lastele, buvo naudojami septyni
miisy laboratorijoje klonuoti klebicinai (3.1 lentelé¢).

3.1 lentelé. Darbe naudoti klebicinai.

Pavadinimas Funkcinis domenas Veikimo principas

KvarM Panasus j kolicing M Stabdo mureino sinteze

KpneM Panasus j kolicing M Stabdo mureino sintezg

KpneM2 Panasus j kolicing M Stabdo mureino sintezg

KaerA Poras formuojantis Sudaro poras vidingje membranoje
Kvarla Poras formuojantis Sudaro poras vidingje membranoje
KpneA Poras formuojantis Sudaro poras vidinéje membranoje
Kpnela Poras formuojantis Sudaro poras vidinéje membranoje

Visi klebicinai, i§skyrus Kpnela, buvo iSgryninti dr. A. Misitino. Kpnela gryninimo
metodika buvo sukurta $io darbo metu. Sis klebicinas yra beveik identiskas Kvarla, tik Kpnela turi
papildomas 52 aminoriigstis centringje baltymo dalyje.

Kpnela, kaip ir Kiti tirti klebicinai, buvo ekspresuotas augaluose, pasitelkiant laikinos
raiSkos sistemg. A. tumefaciens kamienas GV3101 (pNMDV953) su Kpnela raiSkos kasete
infiltruotas j N. benthamiana augalus vakuuminés agroinfiltracijos buidu. Po 5 dieny augaly lapai
surenkami ir uzSaldomi skystame azote. Kpnela buvo isskiriamas i§ augaly lapy ir gryninamas
hidrofobinés sgveikos chromatografijos (angl. hydrophobic interaction chromatography, HIC)
bidu.

Pirmiausia buvo optimizuojamos chromatografijos salygos. Naudojant nedidelius Zaliavos
kiekius istirtos skirtingos hidrofobinei sgveikai naudojamo amonio sulfato koncentracijos (0,8 M,
0,9 M, 0,95 M, 1 M, 1,35 M) ir eliucijos buferio, naudojamo tiksliniam baltymui iSeliuoti, kiekis
(40 % ir 50 %). Kitos sglygos bei naudojamas neSiklis parinkti atsizvelgiant j ankstesnius tyrimus.

Galutiné gryninimo schema pateikta 3.1 pav.
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e Buferis: 50 mM natrio fosfatas, pH 5, 4 °C.

e Santykis: buferio : Zaliavos =5 : 1.

* Nesiklis: Fenil-sefarozé (Phenyl sepharose 6 FF).

e Praplovimo buferis: 50 mM natrio fosfatas, 0,95 M (NH,),SO,, pH 6,
121 mS/cm, 4 °C.

e Greitis: 2 mL/min.

¢ Eliucijos buferis: 50 mM natrio fosfatas, pH 6.

e Salygos: pakopinis gradientas ties 50 % EB, 3 KT; ties 100 % EB, 2 KT.

3.1 pav. Baltymy iSskyrimo i§ augaly lagpu ir chromatografijos salygy schema. KT — kolonos turiai, EB —
eliucijos buferio.

Atlikus hidrofobinés saveikos chromatografija pagal 3.1 pav. pateiktas salygas, gauta

chromatograma, parodyta 3.2 pav.

%0 g A »la B C D mstem
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320 - 110
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260 — elektrinis laidumas %0

: FT

A
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3.2 pav. Kpnela gryninimo chromatograma. A — baltymy méginio uzne$imas ant kolonélés; B — kolonélés
praplovimas; C — pakopiné eliucija ties 50 % EB; D — pakopiné eliucija ties 100 % EB. FT (angl. flow through) —
su sorbentu nesgveikavusios baltymy frakcijos. Kpnela frakcija pazyméta Zalia punktyrine linija.

Po chromatografijos gautos FT (angl. flow through) ir eliucijos frakcijos analizuotos
NDS-PAGE (3.3 pav.).
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3.3 pav. NDS-PAGE elektroforezés gelio nuotrauka. Takeliuose: baltymy ekstraktas (1), ant chromatografijos
kolonélés uznestas baltymy tirpalas (2), FT frakcijos (3), Kpnela frakcijos (4) ir kity surinkty frakcijy (5, 6)
méginiai. M, molekulinés masés standartas #26616 (Thermo Scientific).

Bradfordo metodu apskaiciuota iSgryninto Kpnela baltymo koncentracija buvo 0,186

png/uL (163 pg baltymo/g Sviezios zaliavos mases). Viso i§gryninta 3,11 mg baltymo.

3.2 K. quasipneumoniae mutagenezé ir mutantiniy klony atranka

Norint nustatyti genus, reikalingus klebiciny veikimui, transpozicinés mutagenezés budu
buvo siekiama gauti tiriamiems klebicinams atsparius mutantus. Mutagenezei buvo panaudotas
mini-transpozong Tn5 turintis vektorius pBAMI (Martinez-Garcia et al., 2011). Sis sintetinis

vektorius turi efektyviai transpozicijai ir atrankai reikalingus elementus (3.4 pav.).

|Spel Notl HindIl1Sphl Pstl Sall Xbal BamHI Smal Kpnl Sacl EcoRINotl Sfil PaclI

o PshAl
Aatll — 10 —
Pvull '3
Pmel <
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g

3.4 pav. pBAML1 plazmidés schema (pagal Martinez-Garcia et al., 2011). Pavaizduotos restrikcijos vietos ir
funkciniai plazmidés elementai: antibiotiky Zymenys (Ap — ampicilinas, Km — kanamicinas), transpozazé (tnpA),
replikacijos ori sritis (R6K), plazmidés perne§imo ori sritis (oriT) ir Tn5 transpozong ribojancios galinés sekos
ME-I ir ME-O. 38



Donorinés E. coli S17-1 (A pir) bakterijos, turin¢ios pPBAMI1 plazmide, biparentalinés
konjugacijos biidu buvo kryzminamos su recipientinémis K. quasipneumoniae DSM 28212
bakterijomis. Tokiu biidu Tn-5 transpozonas, kartu su galinémis ME-I ir ME-O sekomis, jsistaté ]
atsitiktines recipientiniy bakterijy genomo vietas. Mutantai, j kuriy genomg sékmingai jsistaté
mini-Tn5, buvo atspartis kanamicinui. Kad neaugty donorinés E. coli S17-1 (A pir) bakterijos,
atrankai naudojamas ir chloramfenikolis, kuriam natiiraliai atspari K. quasipneumoniae DSM
28212 paderme.

Tuomet buvo atrenkami klebicinams atspariis ekskonjugantai. Atrankos metu ant
transpoziciniy mutanty gazono buvo laSinami septyni skirtingi klebicinai (3.1 lentelé).

Kiekvienas klebicinas buvo laSinamas atskirai po 0,9-12,6 pg baltymo ant 2-3 Iéksteliy su
ekskonjugantais. Neigiamai kontrolei ant selektyvios LB terpés su 50 pg/mL kanamicino ir 30
ug/mL chloramfenikolio buvo i§s¢jamos E. coli S17-1 (A pir) ir K. quasipneumoniae DSM 28212
kulttros, kurios buvo auginamos tomis paciomis sglygomis, bet tarp kuriy nebuvo vykdoma

biparentaliné konjugacija (3.5 pav.).

KaerA KpneA Kvarla Kpnela

<

Neigiamos kontrolés
E. coli S17-1
K. quasipneumoniae (\ pir) pPBAM1

3.5 pav. Ekskonjuganty atrankos metu gauty léksteliy nuotraukes. Lasinta po 0,9-12,6 pg iSgryninty klebiciny.
Parodyta po viena i§ 2-3 kiekvieno klebicino 1éksteliy. Neigiamos kontrolés: neekskonjugantai neauga ant
selektyvios terpés. Klebicinui KpneM atsparios kolonijos pazymétos rodyklémis lizés zonose.
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Transpoziciniai mutantai, arba ekskonjugantai, kurie dél transpozono insercijos jgijo
atsparumg klebicinui, formavo pavienes kolonijas klebiciny lizés zonose.

Siekiant patvirtinti, kad atrinkti ekskonjugantai tikrai jgavo atsparuma klebicinams ir lizés
zonose auga ne atsitiktinai, atrinkty klony jautrumas kiekvienam klebicinui buvo tiriamas juos
i1§s¢jant ant selektyvios terpés ir dar kartg lasinant klebicinus. Buvo lasinama po 3-5 skirtinga kiekj
(0,6-20,4 pg) baltymo turincius lasus. Dalies skirtingiems klebicinams atspariy ekskonjuganty
atsparumas buvo patvirtintas: 4 i§ 13 KvarM klony, 5 i§ 17 KpneA klony, 16 i§ 26 Kvarla klony,
19 18 24 KpneM2 klony, 22 i§ 32 KpneM klony, 11 i§ 17 KaerA klony, 4 i§ 20 Kpnela klony.
Zemiau pateikta dalis gauty rezultaty (3.6 pav.). Mutantai, kuriy lékstelése nebuvo matomos lizés

zonos, buvo laikomi atspariais tirtam klebicinui.

3.6 pav. Jautrumo klebicinams tyrimo metu gauty léksteliu pavyzdys. Lasinta 0,6-20,4 pg iSgryninty klebiciny.
Kairé Iékstelé: atspartis klebicinams klonai (néra lizés zony). DeSiné Iékstelé: klebicinams jautrus K.
quasipneumoniae DSM 28212 prie§ mutageneze¢ (matomos lizés zonos). 40



Gauti skirtingi kiekiai kiekvieno klebicino atsparumg turinciy ekskonjuganty klony.
Skirtingy klebiciny lizés zonose augo nevienodo dydzio kolonijos. Taip pat buvo atrenkamos ir
kolonijos, augancios ties lizés zonos riba, kurios galéjo ir nebiiti atsparios. Ypac sunkiai pavyko
rasti Kvarla ir Kpnela klebicinams atsparius klonus. Klebicino Kvarla atveju, kai kurios i$ lizés
zony atrinktos kolonijos jautrumo tyrimo metu taip pat tur¢jo lizés zonas, kuriose augo pavienés
kolonijos. Sios kolonijos buvo vél atrenkamos. Tokiu biidu tikrai atsparios Kvarla kolonijos buvo
atrenkamos du kartus pakartojant jautrumo tyrimg. IS viso atrinkta 81 i§ 149 skirtingiems

klebicinams atspariy ekskonjuganty.

3.3 Transpozony jsiterpimo vietos K. quasipneumoniae nustatymas ir mutuoty geny
identifikavimas

Atrinkty klebicinams atspariy K. quasipneumoniae DSM 28212 mutanty genomuose
Isiterpusiy transpozony vietos buvo nustatomos atliekant atsitikting (angl. arbitrary) PGR
(Martinez-Garcia et al., 2011). Jos metu naudojamos pradmeny poros, kuriose vienas i§ pradmeny
jungiasi prie atsitiktinés sekos genominéje DNR (pradmenys ARB2 ir ARB6), o kitas yra
komplementarus vienam i$ galiniy mini-Tn5 transpozono elementy (ME-I ir ME-O) (Zr. 2.2
lentele). Po dviejy PGR etapy gaunama seka, rodanti transpozono jsiterpimo vieta genome.
Transpozonas jsiterpes $alia sekos i$ tos pusés kur jungési ME-O arba ME-I pradmuo (3.7 pav.).

ME-O-intF
R

Transpozonas mini-Tn5

.‘_
ARB2

3.7 pav. Atsitiktinés PGR schema. Schematiskai pavaizduota bakterijy genominés DNR dalis su jsiterpusiu
mini-Tn5 transpozonu. Rodyklés zymi II PGR etapo pradmeny prilydimo vietas.

PGR metu gauti skirtingo ilgio DNR fragmentai. Dalis gauty rezultaty pateikta nuotraukose
(3.8 pav.). Fragmentai buvo atskiriami nuo PGR misinio komponenty leidZiant elektroforeze ir

iSpjaunant pasirinktus fragmentus i$§ gelio (3.9 pav.).
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KpneA KvarM  Kvarla KpneM2 KaerA KpneM
|

§ 9 10 11 M 12 13 14
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|

PLELERec

3.8 pav. PGR produkty 0,8 % agarozés gelyje nuotraukos. Takeliuose: klebicinui KpneA (1-2), KvarM (3-5),
Kvarla (6), KpneM2 (8-10), KaerA (11), KpneM (12-14), Kpnela (15) atspariy klony PGR produktai ir neigiama
(7) kontrolé. Rodyklémis nurodyti i§ gelio i$skirti fragmentai. M, molekulinés masés standartas #SM 1553 (Thermo
Scientific), M*, molekulinés masés standartas #SM 1331 (Thermo Scientific).

KpneA Kvarla KvarM KpneM2 KpneM KaerA Kpnela

r_k_]_l_ |
M5 7 8' M 9 1‘|\/|’131415H ‘M*‘ g\

5000 bp
3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp
300 bp

100 bp

3.9 pav. I§ gelio iSskirty PGR fragmenty 0,8 % agarozés gelyje nuotraukos. Takeliuose: klebicinui KpneA (1-
3), Kvarla (4), KvarM (5-8), KpneM2 (9-12), KpneM (13-15), KaerA (16), Kpnela (17-18) atspariy klony
iSgryninti PGR fragmentai. M, molekulinés masés standartas #SM 1553 (Thermo Scientific), M*, molekulinés
masés standartas #SM 1331 (Thermo Scientific).

Toliau buvo nustatomos i$skirty fragmenty sekos. IS viso nustatytos 29 fragmenty sekos,
gautos i§ septyniems skirtingiems klebicinams atspariy mutanty. Gauty PGR fragmenty sekos buvo
lyginamos su K. quasipneumoniae DSM 28212 genominés DNR seka (naudojant Geneious R8
programg) ir nustatyti 6 genai, kuriuose jsiterpg transpozonai: fhuA, exbB, tonB, ompC, fimB ir

yaeT.
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3.4 KryZminio mutanty atsparumo tyrimas

Ekskonjuganty atrankos metu buvo atrenkami mutantai pagal atsparumg vienam klebicinui.
Buvo nuspresta patikrinti ar klonai, kuriy mutuoti genai buvo identifikuoti, atspariis kuriam nors
kitam klebicinui i§ $eSiy tiriamy. Klebicinas Kpnela iSgrynintas véliau, todél Sio tyrimo metu
nebuvo lasinamas. Mutantas Nr. 17, atrinktas pagal atsparumag Kpnela, dél kryzminio atsparumo
taip pat istirtas véliau nei kiti. Tyrimas buvo atlickamas tokiu paciu principu kaip ankstesnis
jautrumo klebicinams tyrimas, tafiau naudota terpé be antibiotiky. Mutantiniai klonai buvo
i§s¢jami ant terpés ir ant uzaugusiy bakterijy gazono lasinami skirtingi klebicinai. Mutantas buvo
laikomas atspariu tiems klebicinams, kurie neformavo lizés zony ant bakterijy gazono. Dalis

rezultaty pateikta paveikslélyje (3.10 pav.).

Nr. ;6 Nr. 1 Nr. 12 Nr. 17

3.10 pav. KryZminio mutanty atsparumo tyrimo metu gauty léksteliy nuotraukos. Pazyméti ant kiekvienos
lékstelés auganéio mutantinio klono numeriai. LaSinta skirtingas kiekis i$gryninty klebiciny. 1 — Kvarla (10,8 pg),
2 —KpneM2 (7,8 ng), 3— KvarM (1,4 pg), 4 — KpneA (2,5 pg), 5 — KaerA (1,9 pg), 6 — KpneM (5,7 pg).

Rezultatai, gauti iStyrus 17 i§ 22 klony kryZminj atsparuma klebicinams, pateikti 3.2

lenteléje.
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3.2 lentelé. Atsparumo klebicinams tyrimo rezultatai.

Mutanto Nr. Mutuotas genas Atrinktas pagal atsparuma: Taip pat atsparus:

1 fhuA KpneM KpneM2, KvarM,

2 fhuA KpneM KpneM2, KvarM

3 fhuA KpneM KpneM2, KvarM

4 tonB KpneM KpneM2, KvarM, KpneA, KaerA

5 fhuA KpneM2 KvarM, KpneM

6 exbB KaerA KpneM2 (dalinai KvarM, KpneA,
KpneM)

7 ompC KaerA Kvarla, KpneA

exbB KpneA KpneM2, KpneM, KvarM, KaerA

9 ompC KpneA Kvarla, KaerA

10 fhuA KvarM KpneM, KpneM2

11 exbB KvarM KpneM, KpneM2, KaerA (dalinai
KpneA)

12 fhuA KpneM2 KvarM, KpneM

13 fhuA KpneM2 KvarM, KpneM

14 fhuA KpneM2 KvarM, KpneM

15 exbB KpneM2 KpneM, KvarM, KaerA (dalinai
KpneA)

16 fimB Kvarla KpneA, KaerA

17 yaeT Kpnela Kvarla (dalinai KpneM2)

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad visi tirti klonai atspartis bent dviems klebicinams.

Dauguma tirty klony buvo atsparts trims klebicinams — visiems koliciny M tipo arba visiems poras

formuojantiems klebicinams. Du klonai buvo atspariis keturiems (KvarM, KpneM, KpneM2,

KaerA), ir dar du — penkiems (KvarM, KpneM, KpneM2, KaerA, KpneA) klebicinams. Klonas,

atrinktas pagal atsparuma Kpnela klebicinui, taip pat buvo atsparus klebicinui Kvarla, bet ne

kitiems poras formuojantiems klebicinams.

3.5 Mutanty patikrinimas geny komplementacijai

Siekiant patvirtinti, kad nustatyti genai tikrai reikalingi klebiciny patekimui j K.

quasipneumoniae, buvo atlikta geny komplementacija. Jos metu genas, kuris yra iSmutuotas

tiriamame bakterijy klone, jterpiamas j vektoriy ir juo transformuojamos atitinkamo mutanto
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lastelés. Tokiu budu lgsteléje atstatomas iSveiklinto geno baltymo Kiekis ir mutantas turéty atgauti
jautrumg klebicinams, tuo patvirtinant ry$j tarp tiriamo geno ir klebiciny atsparumo bakterijose.
Tam tikslui pirmiausia buvo parenkamas selekcijai tinkamas vektorius ir konstruojamos plazmidés
su jterptais tiriamais genais. K. quasipneumoniae DSM 28212 bakterijos buvo transformuotos
skirtingiems antibiotikams atsparumg turin¢iomis plazmidémis uzSaldymo-at$ildymo metodu ir
parinktas vektorius pACY C184, tinkamiausias transformanty selekcijai.

pACYCI184 plazmidé turi pl5A replikacijos pradzios sritj, yra mazakopijiné, o
chloramfenikoliui ir tetraciklinui atsparuma suteikiantys genai palengvina transformanty atranka.
Darbo metu buvo naudojama selektyvi terpé su 15 pug/mL tetraciklino, ant kurios neauga K.
quasipneumoniae DSM 28212 kamieno bakterijos.

Naudojant pACYC184 vektoriy, toliau buvo konstruojamos plazmidés su tiriamais genais.

Konstravimo eiga pateikta schemoje (3.11 pav.).

T

Ligavimas

: Q E. coli DH5a
3%
h f
TonB Psyl fwd / 1
TonB i
o onB genas — ; A
b TonB Bsesl rev .
nuspéjamas il -

promaterius we ™ pIET-TonB B pACYC184

K. quasipneumoniae su Restrikcija
tanB mutacija (BseSl-Psyl)
A
% e E. coli DH5a
¥ \ . / L|ga\.r|mas
\ PACYC184-TonB } )

pJET-TonB

AN ’ pACYC184-TonB

3.11 pav. Plazmidziy konstravimo geny komplementacijai schema. pACYC184-TonB plazmidés konstravimo
pavyzdys. Zalia spalva pavaizduotas tiriamas genas, oranzine — Sritis, kurioje manoma, jog yra geno promotorius,
mélyna — geno padauginimui naudoti pradmenys. Rodyklés rodo veiksmy eiga.



Pirma, PGR metodu padaugintos geny ir numanomos jy promotoriy sritys (3.3 lentelé).
Promotoriaus sritimis laikytos sekos, esancios nekoduojancioje dalyje tarp geny. Kaip matrica

buvo naudojama is K. quasipneumoniae DSM 28212 isskirta genominé DNR.

3.3 lentelé. PGR metu dauginami genai ir sri¢iy, kuriose yra
numanomi jy promotoriai, ilgis.

Dauginamas genas Numanomo promotoriaus regiono ilgis

exbB 252 bp
tonB 211 bp
fhuA 196 bp
fimB 133 bp
ompC 621 bp
yaeT 635 bp

Naudoti pradmenys turintys tam tikry endonukleaziy atpazinimo sekas (2.2 lentelé). Gauti
fragmentai pateikti nuotraukose (3.12 pav.).

500 bp 500 bp

fhuA ompC tonB exbB fimB yaeT exbB-exbD
I ! VI ! V[ . 1 I_*ﬁ
M 1 2 3 M 4
5000 bp il
3000 bp e
5000 bp |-
2000 bp W—— 3000 b'S
1500 bp -— 2000 bp
— S 1500 bp
1000 bp m— 1000 bp
750 bp R 700 bp
v

300 bp

3.12 pav. PGR produkty 0,8 % agarozés gelyje nuotrauka. Takeliuose: padaugintos geny fhuA (1), ompC (2),
tonB (3), exbB (4), fimB (5), yaeT (6) ir exbB-exbD (7) sekos. M, molekulinés masés standartas #SM1553 (Thermo
Scientific), M*, molekulinés masés standartas #SM 1331 (Thermo Scientific).

Padaugintas genas klonuojamas j pJET1.2/blunt vektoriy naudojant CloneJET PCR
Cloning Kit #K1232 (Thermo Scientific) laikantis gamintojo rekomendacijy, ir ligatas
transformuojamas j kompetentines E. coli DH5a kamieno bakterijas. Tuomet padauginta plazmidé
i$skiriama i$ bakterijy naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit #KO0503 (Thermo Fisher

Scientific) laikantis gamintojo rekomendacijy ir, kartu su pACYC184 plazmide, kerpama
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atitinkamomis restriktazémis. ISkirptas fragmentas su tiriamu genu liguojamas | pACYC184
plazmidg ir vél transformuojamos E. coli DH5a bakterijos. Galiausiai sukonstruota plazmidé
i$skiriama i$ E. coli bakterijy ir patikrinama, atliekant restrikcijos produkty analiz¢ agarozés gelyje

(3.13 pav.).

PACYC184-TonB (Cfr42I) pPACYC184-FhuA (Psyl)
pACYC184-ExbB (Bpil) pACYC184-?mpC (SalI) i PACYC184-FimB (Eco32I) pACY C184-ExbB-ExbD (Cfra2l)

M*

1

—_—

M* 11 12

5000 bp
3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp

700 bp

500 bp

IRRARL

10 R

[U—
fasm—
R ——
—
[a—
pe——
P
T
sl
oo
A

3.13 pav. Sukonstruoty plazmidZiy restrikcijos analizés 0,8 % agarozés gelyje nuotrauka. Takeliuose:
plazmidziy pACYC184-ExbB (1-2), pACYC184-OmpC (3-4), pACYC184-TonB (5-6), pACYC184-FimB (7-8),
pACYC184-FhuA (9-10), pACYC184-ExbB-ExbD (11-12) restrikcijos fragmentai. M, molekulinés masés
standartas #SM1331 (Thermo Scientific), M*, molekulinés masés standartas #SM1331 (Thermo Scientific).

Tokiu biudu buvo sukonstruotos plazmidés pACYC184-ExbB, pACYC184-OmpC,
pACYC184-TonB, pACYC184-FimB ir pACYC184-FhuA, turin¢ios vieng i§ penkiy nustatyty
klebiciny receptorius koduojanciy geny bei plazmidé pACYC184-ExbB-ExbD, turinti du genus —
exbB ir exbD. Sie genai K. quasipneumoniae genome yra vienas $alia kito, jie priklauso tam pa¢iam
operonui ir traspozony mutagenezés metu gali buti iSveiklinami vienu metu. Plazmidés, turinéios
yaeT gena, sukonstruoti nepavyko. Gautos plazmidés turi pl5A replikacijos pradzios sritj,
atsparumg tetraciklinui suteikiantj gena bei jterpta vieng i§ penkiy nustatyty receptoriy geny su
numanomomis jy promotoriy sekomis. Tokios plazmidés tinkamos K. quasipneumoniae mutanty
transformavimui, uztikrina plazmidés replikacijg ir jterpty geny transkripcija bei leidzia atlikti

transformanty selekcijg ant terpés su antibiotiku.

3.6 Geny komplementacija

Komplementacijai buvo pasirinkta po vieng i§ mutantiniy K. quasipneumoniae klony su
kiekvieno geno mutacija. Sukonstruotomis plazmidémis uz$aldymo-atSildymo metodu buvo
transformuojami mutantai su atitinkamy geny mutacijomis (3.4 lentel¢). Atrenkamos ant

selektyvios terpés augancios transformanty kolonijos.
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3.4 lentelé. Komplementacijai naudoti K. quasipneumoniae mutantai.

Mutanto Nr. Mutuotas genas

Atsparumas klebicinams

8 exbB KvarM, KpneM, KpneM2, KaerA, KpneA
4 tonB KvarM, KpneM, KpneM2, KaerA, KpneA
1 fhuA KvarM, KpneM, KpneM2

16 fimB KaerA, KpneA, Kvarla

7 ompC KaerA, KpneA, Kvarla

Siekiant patikrinti ar jvyko geny komplementacija, buvo atlieckamas klebiciny jautrumo

tyrimas, naudojant terpe su 15 pg/mL tetraciklino. Gauti transformanty klonai buvo i§séjami ant

selektyvios terpés ir las§inami Sesi klebicinai (3.14 pav.). Rezultatai lyginami su netransformuoty

mutantiniy klony kryzminio atsparumo tyrimo rezultatais.

K. quasipneumoniae Nr. 8
pACYC184-ExbB —

K. quasipneumoniae Nr. 4
pACYC184-TonB

K. quasipneumoniae Nr. 1
pACYC184-FhuA

K. quasipneumoniae Nr. 8
pACYC184-ExbB-ExbD -

Lo Vo e;&gw\ A

K. quasipneumoniae Nr. 16
pACYC184-FimB

K. quasipneumoniae Nr. 7
pACYC184-OmpC

3.14 pav. Mutanty kryZminio atsparumo klebicinams tyrimo metu gauty lék$teliy nuotraukos. Tirty
mutanty numeriai pazyméti. Lasinta 0,7-14,1 pg iSgryninty klebiciny: 1 — Kvarla, 2 — KpneM2, 3 — KvarM, 48

4 — KpneA, 5 — KaerA, 6 — KpneM.



Geno komplementacija buvo laikoma jvykusia tuose mutantuose, kuriuose buvo atstatytas
jautrumas klebicinams ir susiformavo lizés zonos. Sékmingai geny komplementacija jvyko
keturiuose i$§ penkiy tirty mutanty. Jautrumas klebicinams atsistaté fhuA, ompC, tonB ir exbB geny
mutantuose. pACYC184-ExbB plazmide transformuotos bakterijos liko atsparios tiems patiems
klebicinams kaip ir netransformuotas mutantas, ta¢iau, kaip ir buvo tikétasi, pACYC184-ExbB-

ExbD transformantuose jautrumas klebicinams buvo atstatytas.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Mutuoty geny nustatymas

Darbo metu buvo nustatyti 6 genai susij¢ su bakterijy atsparumu tirtiems klebicinams (3.2
lentelé). Daugiausia tirty klony turéjo mutuotg fhuA gena — 9 klonai. Visi $ie klonai buvo atspariis
visiems trims kolicino M-tipo Kklebicinams (KvarM, KpneM, KpneM2). Sis genas koduoja
ferichromo poring (angl. ferrichrome porin), Kuris yra bakterijy iSorinés membranos baltymas
atsakingas uz gelezies pernasa j lastele (Hantke ir Braun, 1975). Porinas FhuA yra bakteriociny
kolicino M ir mikrocino J25 bei kai kuriy bakteriofagy receptorius, 0 tiriant E. coli bakterijas
nustatytos papildomos jo funkcijos transportuojant kai kuriuos antibiotikus (Carmel ir Coulton,
1991). Gelezies importo sistemos receptoriai yra daznai bakteriociny ,,uzgrobiami* baltymai. P.
aeruginosa piocinas S2 | lIastele patenka imituodamas sideroforo feripioverdino (angl.
ferripyoverdine) struktiirg ir taip ,,apgaudamas‘ jo receptoriy (White et al., 2017), o Siy bakterijy
jautrumas M-tipo piocinams priklauso nuo FiuA receptoriaus (Latino et al., 2019). FhuA baltymas,
kaip ir kiti geleZies transporto receptoriai, lasteléje glaudziai susijes su TonB/ExbB/ExbD
transporto kompleksu (Moeck et al., 1997). TonB geno mutacija Sio darbo metu nustatyta viename
i§ klony. Sis klonas buvo atsparus penkiems tirtiems klebicinams, isskyrus Kvarla ir Kpnela. Tiems
patiems klebicinams atsparumg suteiké ir exbB geno mutacija, $io darbo metu nustatyta 6 klonuose.
Kaip ir dauguma ¢ia aptariamy geny, geriausiai aprasytas E. coli exbB genas, taciau jo homologas
Klebsiella ir kitose bakterijose atlicka labai panasias funkcijas. TonB/ExbB/ExbD transporto
kompleksas dalyvauja jvairiy junginiy pernaSoje, pavyzdziui, siderofory, hemo, vitamino B12,
nikelio kompleksy bei karbohidraty. Jis taip pat susijgs su bakteriociny, pavyzdziui, kolicino M bei
piociny pernasa (Krewulak ir Vogel, 2011).

Geno ompC funkcijos taip pat susijusios su Igsteliniu transportu — jis koduoja iSorinés
membranos baltyma (angl. outer membrane protein, OMP) porina. Klonai, kurivose i$mutuotas $is
genas, buvo atspariis visiems tirtiems poras formuojantj aktyvuma turintiems klebicinams (KaerA,
KpneA, Kvarla). OMP porinai, tokie kaip OmpA arba OmpW, yra vieni i§ dazniausiai naudojamy
receptoriy jvairiy koliciny pernasai (Kim et al., 2014).

Viename klebicinui Kvarla atspariame klone nustatyta fimB mutacija. FimB yra fimbrijas
reguliuojantis baltymas. Kol kas néra zinoma, ar jis susijgs su bakteriociny recepcija Ir

translokacija. Istyrus klebicinui Kpnela atspary klong, nustatyta mutacija yaeT gene, kuris taip pat
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zinomas kaip bamA. Jo koduojamas BamA baltymas jeina | BAM (angl. B-barrel assembly
machinery) kompleksa, atsakingg uz kity P-statinés struktiirg turiniy baltymy taisyklinga
sulankstymag ir jterpimg ] iSoring bakterijy membrang (Kim et al., 2012; Werner ir Misra, 2005).
Dauguma §iy baltymy yra OMP baltymai. BamA taip pat dalyvauja, kuomet lgsteliy pavir$iuje CU
(angl. chaperone-usher) mechanizmu surenkamos fimbrijos (Palomino et al., 2011). Kai kurie
antimikrobiniai preparatai, pvz. nitazoksanidas (NTZ), veikia blokuodami bakterijy piliy
susidaryma, o §is poveikis savo ruoztu moduliuojamas BAM ekspresija (Psonis et al., 2019). Yra
zinoma, kad pati BAM sistema gali biiti naudojama bakteriociny veikimui. Parodyta, kad j lektinus
panasis bakteriocinai (angl. lectin-like bacteriocins, LlpAs) pasitelkia BAM kompleksa
Pseudomonas bakterijy zudymui (Ghequire et al., 2018). Pats zudymo mechanizmas dar néra
isaiskintas. Zinoma, kad LIpA bakteriocinai neturi citotoksinio domeno ir imuniteto baltyma

koduojanc¢io domeno, todel tikétina, kad Zudymui nereikalinga bakteriocino translokacija i lastelg.

4.2 Geny komplementacija

Tam, kad bty patvirtinta nustatyty geny reikSmé klebiciny veikimui pries K.
quasipneumoniae bakterijas, buvo nuspresta atlikti geny komplementacijos tyrimg. Jo metu genai,
kurie buvo i$veiklinti mutanty klonuose dél transpozony jsiterpimo, yra klonuojami j vektoriy ir
transformuojami ] bakterijas. Tokiu biidu mutuoti genai komplementuojami, lgstelése vél
sintetinamas trikstamas baltymas ir atkuriamos natyvios funkcijos. Dél to mutantai turéty tapti
jautriais Klebicinams, kuriems buvo atspariis, kas jrodyty $iy receptoriy funkcijas klebiciny
prisijungime ir transportavime per lastelés membrana.

Darbo metu buvo sukonstruotos penkios plazmidés su jterptu vienu genu: pACYC184-
ExbB, pACYC184-OmpC, pACYC184-TonB, pACYC184-FimB ir pACYC184-FhuA. Sios
plazmidés turi p15A replikacijos pradzios sritj, atsparumg tetraciklinui suteikiant] geng bei jterpta
vieng i§ penkiy nustatyty receptoriy geny su numanomomis jy promotoriy sekomis. Tokios
plazmidés tinkamos K. quasipneumoniae mutanty transformavimui, uztikrina plazmidés
replikacijg ir jterpty geny transkripcija bei leidzia atlikti transformanty selekcijg ant terpés su
antibiotiku. Papildomai buvo sukonstruota dar viena plazmidé pACYC184-ExbB-ExbD, turinti
jterptus du genus — exbB ir exbD. Sie genai K. quasipneumoniae genome yra vienas 3alia kito, todél
gali priklausyti vienam operonui ir traspozony mutagenezés metu biti iSveiklinami vienu metu.
ExbB ir ExbD baltymy glaudus rySys parodytas E. coli bakterijy genome (Ahmer et al., 1995).
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Nustatyta, kad j exbB jsiterpus nukleotidams kinta exbD raiSka. Be to, EXbB pasalinimas lemia
ExbD, bei visos TonB sistemos, stabilumo sumazéjima (Karlsson et al., 1993). Todél buvo
nuspresta exbB mutantuose atlikti abiejy geny komplementacijg. Plazmidés su jterptu yaeT genu
sukonstruoti nepavyko. Taip galéjo nutikti dél mazo pACYC184 plazmidés kopijy skai¢iaus arba
dél geno toksiSkumo mutanty Igstelése.

Geny komplementacijos tyrimas patvirtino keturiy i§ SeSiy nustatyty geny svarba klebiciny
importui | lastelg - fhuA, tonB, exbB bei ompC. Taip pat nemaziau reikalingas aktyvus ExbD
baltymas, kuris yra neatsiejama TonB pernasos sistemos dalis. Panasu, kad translokacijai Sig
sistemg naudoja visi M-tipo Klebicinai bei KaerA ir KpneA klebicinai, kadangi jy jautrumas buvo
atstatytas jvykdzius fhuA, tonB, exbB bei exbD geny komplementacija (3.15 pav.). Kita vertus,
Kvarla mutanto fimB geno komplementacija neatstaté jautrumo Siam klebicinui, kas rodo, kad Sis
genas tikriausiai néra reikSmingas klebicino patekimui j lastele.

Gauti rezultatai rodo, kad skirtingy klebiciny atsparumg tirtose K. quasipneumoniae
bakterijose dazniausiai jtakoja su jvairiy junginiy pernasa susij¢ genai ir jy koduojami baltymai.
Tai leidzia daryti i§vada, kad klebiciny poveikis priklauso nuo iy sistemy veikimo. Sio darbo metu
nustatyta, kad klebiciny pernasoje dalyvauja gerai zinomi koliciny receptoriai ir translokatoriai —
FhuA, TonB, ExbB bei ExbD baltymai. Rezultatai atskleidZia, kad M-tipo klebiciny receptoriai yra
panasis ] koliciny receptorius ir translokacijai per bakterijy membrang greiciausiai naudoja TonB
pernaSos sistemg. Tuo tarpu poras formuojanciy klebiciny receptoriai skiriasi nuo koliciny
receptoriy. PanaSu, kad KaerA bei KpneA, kaip ir M-tipo klebicinai, pernasai pasitelkia TonB
sistema, taiau jy veikimui svarbus funkcionalus baltymas OmpC. PanaSu, kad $is porinas
reikalingas ir Kvarla recepcijai. Kita vertus, kadangi fimB ir yaeT geny komplementacija nebuvo
sékminga, Kvarla ir Kpnela klebiciny translokacija lieka neisaiskinta. I§ turimy duomeny panasu,
kad Kpnela baltymas savo veikimui gali pasitelkti visai kitokia BAM komplekso sistema, taciau

tam patvirtinti reikalingi i$samesni tyrimai.
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ISVADOS

Pasitelkus laikingjg augaly raiSkos sistema, sékmingai susintetintas ir chromatografijos
budu iSgrynintas klebicinas Kpnela.

Transpozony mutagenezéS metu atrinktas 81 K. quasipneumoniae DSM 28212
mutantinis klonas, atsparus bent vienam i$ septyniy tirty klebiciny.

. Atlikus PGR analiz¢ nustatytos atspariy klony mutacijos 6 genuose: fhuA, exbB, ompC,
fimB, tonB, yaeT.

Geny komplementacijos metu patvirtinti  penki klebiciny veikimui svarbis
translokatoriai arba receptoriai: FhuA, ExbB, ExbD, TonB ir OmpC.

. Visi trys M-tipo Klebicinai patekimo j Iastelg metu naudoja geleZies receptoriy FhuA, o
poras formuojantiems klebicinams KaerA, KpneA, Kvarla svarbus funkcionalus
OmpC.

. KpneM, KpneM2, KvarM, KpneA ir KaerA, kaip ir B grupés kolicinai, patekimui ]

lastele naudoja TonB pernaSos sistema.
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Klebiciny receptoriy ir translokatoriy identifikavimas transpozony mutagenezés budu

Santrauka

Oportunistinés gram-neigiamos Klebsiella bakterijos sukelia jvairias zmogaus kvépavimo
sistemos, Slapimo taky bei kraujotakos infekcijas. Vis dazniau pasitaikant daugybinj atsparumag
antibiotikams turin¢iy padermiy, reikalingi nauji kovos prie§ Sias bakterijas biidai. Viena i
aktyviai tiriamy sri¢iy yra koliciny tipo bakteriocinai — bakterijy ribosomose sintetinami
bakteriostatiniai arba bakteriocidiniai baltymai. Laboratorijoje klonuoti Klebsiella bakteriociny -
klebiciny KpneM, KpneM2, KvarM, KaerA, KpneA, Kvarla ir Kpnela genai buvo ekspresuoti
augaly laikinos raiskos sistemos pagalba, $esi i$ $iy baltymy iSgryninti.

Sio darbo metu sickéme nustatyti genus, kurie koduoja klebiciny recepcijoje ir
translokacijoje dalyvaujancius baltymus. Tuo tikslu transpozony mutagenezés pagalba buvo
mutagenizuotas K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae DSM 28212 kamienas, jautrus
visiems septyniems klebicinams. Optimizavus salygas, hidrofobinés sgveikos chromatografijos
metu, buvo iSgrynintas klebicinas Kpnela. Visi septyni iSgryninti klebicinai panaudoti atspariy
transpoziciniy mutanty atrankai. Atlikus mutageneze ir mutanty atranka, PGR pagalba mutantuose
buvo lokalizuoti transpozonai ir nustatyti SeSi genai, kuriy mutacijos bakterijoms suteiké
atsparuma klebicinams: fhuA, exbB, ompC, fimB, tonB, yaeT. Keturiy i§ $iy geny — fhuA, exbB,
tonB ir ompC — svarba klebiciny jautrumui patvirtinta atlikus geny komplementacijos tyrima.

Nustatyta, kad peptidoglikano sinteze blokuojantys kolicino M-tipo klebicinai veikimo
metu naudoja gelezies receptoriy FhuA. Sie klebicinai, kaip ir E. coli B grupés kolicinai,
translokacijai pasitelkia lastelés TonB pernasos sistema. Sios pernasos sistemos komponenty
mutacijos taip pat lemia bakterijy atsparumg dviems poras formuojantiems klebicinams — KaerA
ir KpneA. Nustatyta, kad KaerA, KpneA ir Kvarla klebicinams taip pat reikalingas funkcionalus
OmpC receptorius. Kita vertus, Kpnela ir Kvarla klebiciny, kuriems atsparis mutantai turéjo
mutacijas yaeT ir fimB genuose, veikimo principas lieka iki galo neiSaiskintas, taciau panasu, kad

Kpnela gali pasinaudoti BAM sistema, lgsteléje atsakinga uz baltymy jterpimga j iSoring membrang.
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Summary

Oportunistic, gram-negative bacteria belonging to the genus Klebsiella causes a wide range
of infections, including pneumonias, bacteremias and urinary tract infections. As bacterial strains
become increasingly resistant to antibiotics, new approaches to treatment are urgently needed. One
of the most promising alternatives to traditional antibiotics are bacteriocins, i.e. antimicrobial
ribosomally synthesized proteins. In our laboratory, Klebsiella bacteriocins — klebicins — KpneM,
KpneM2, KvarM, KaerA, KpneA, Kvarla and Kpnela were cloned and transiently expressed in
plants. Six of these klebicins were purified.

The aim of this work was to identify genes encoding receptors and translocators of
Klebicins. To do so, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae DSM 28212 strain, sensitive to
all seven klebicins, was subjected to several rounds of transposon mutagenesis. Klebicin Kpnela
was purified using hydrophobic interaction chromatography. All seven purified klebicins were
used for selection of resistant mutants. After performing transposon mutagenesis and selecting
mutants with klebicin resistance, PCR analysis was performed to localize transposon insertions
which revealed mutations in six genes — fhuA, exbB, ompC, fimB, tonB, yaeT. Complementation
assay by ectopic expression of respective wild-type genes confirmed the relation between klebicin
sensitivity loss and four genes — fhuA, exbB, tonB and ompC.

The results showed that all three colicin M-like klebicins require ferrichrome receptor
FhuA. These klebicins are similar to group B colicins and use the TonB-dependent translocation
pathway. Mutations in TonB system also lead to resistance to two pore-forming klebicins — KaerA
and Kpnela. These Klebicins, as well as Kvarla, require in addition functional OmpC. However,
the mechanism of import of Kpnela and Kvarla stays unclear, although it seems that BAM system,

responsible for protein incorporation into outer membrane, plays a role.
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