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Anotacija

Hidrofobinai yra unikaliomis savybémis pasizymintys baltymai, sudaryti i§ mazdaug 70—
130 aminorags¢iy ir savo sandaroje turintys visai hidrofobiny Seimai badingus 8 cisteinus,
sujungtus 4 disulfidiniais rysiais. Pagrindiné hidrofobiny savybé yra gebéjimas formuoti
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hidrofobine ir atvirks$ciai. Visa tai nulemia Siy baltymy bifunkiné molekuliné struktira su
hidrofiline ir hidrofobine pusémis. Bitent dél Sios priezasties hidrofobinai gali bati placiai
pritaikomi jvairiose srityse, siekiant pagerinti medziagy savybes — hidrofiliSkuma, imobilizuoty
molekuliy aktyvumg ir stabiluma.

Baigiamajame magistro darbe buvo tirtas Aspergillus fumigatus hidrofobinas RodA ir jo
savybés. Molekulinés biologijos metodais nustatytas uz RodA sinteze atsakingas genas rodA,
kuris véliau panaudotas ekspresijos sistemos kiirimui. Darbe taip pat buvo iSgrynintas
rekombinantinis baltymas RodA, istirtas jo gebéjimas formuoti j amiloidines fibriles panasias
struktiras. Biologiskai aktyvus rekombinantinis baltymas RodA véliau buvo panaudotas
gliukozés oksidazés imobilizacijai ant aukso elektrodo kaip matrica, siekiant iStirti poveikj

imobilizuotos gliukozés oksidazés veikimui.

Darba sudaro 6 dalys: jvadas, literatiiros apzvalga, medziagos ir tyrimo metodai,
rezultatai ir jy aptarimas, iSvados, literattiros sgraSas.
Darbo apimtis: 84 p. teksto, 36 paveiksléliai, 13 lenteliy, 3 grafikai, 55 bibliografiniai
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Hydrophobins are proteins with unique properties, consisting of approximately 70-130
amino acids and containing 8 cysteines, characteristic of the entire hydrophobin family, linked
by 4 disulfide bonds. A key property of hydrophobins is their ability to form amphiphilic layers
on surfaces and thus change their properties, turning a hydrophilic material into a hydrophobic
one and vice versa. This is due to the bifunctional molecular structure of these proteins with
hydrophilic and hydrophobic sides. It is for this reason that hydrophobins can be widely used in
a variety of applications to improve the properties of materials, such as hydrophilicity, activity
and stability of immobilised molecules.

The hydrophobin RodA of Aspergillus fumigatus and its properties were investigated in
the final master thesis. The gene responsible for the synthesis of RodA was identified by
molecular biology techniques and subsequently used to design an expression system. The
recombinant protein RodA was also purified and its ability to form amyloid fibril-like structures
was investigated. The biologically active recombinant protein RodA was subsequently used to
immobilise glucose oxidase on a gold electrode as a matrix to investigate the effect on the
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Santrumpu sarasas

APS — amonio persulfatas

AUND — aukso nanodalelés

Bp — baziy pora

CA — chronoamperometrija

CV — cikliné amperometrija

DNR — deoksiribonukleortigstis

dNTP — deoksinukleozido trifosfatas

EDTA - Etilendiamintetraacto riigstis

EGF — epidermio augimo faktorius

GOx — gliukozés oksidazé

IPTG — izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas
JSA —jaucio serumo albuminas

kDa — kilodaltonai

LB — Luria Bertani terpé

MEADI - Blakeslee‘s salyklo ekstrakto agaras
PDA — bulviy dekstrozés agaras

PGR — polimeraziné grandininé reakcija
RNR — ribonukleino riigstis

SDS — natrio dodecilsulfatas

SDS-PAGE - (angl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) natrio
dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé
SUMO - su ubikvitinu susijes modifikatorius
TAE — TRIS-acetato-EDTA buferinis tirpalas
TEMED - tetrametiletilendiaminas

ThT —tioflavinas T
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Ivadas

Hidrofobinai yra mazi, cisteino turintys baltymai, kuriuos sintetina filamentiniai pelésiniai
grybai. Sie baltymai gali spontaniskai susiburti j amfifilinius monosluoksnius hidrofobinése—
hidrofilinése sasajose, todé¢l substrato savybés gali pasikeisti. Hidrofobiny struktiirai biildinga maza
B cilindro Serdis, sudaryta i§ astuoniy konservatyviy cisteino liekany, kurios sudaro keturis
disulfidinius tiltelius. Savo pavirsiuje hidrofobinai turi dideles hidrofobines sritis, kurios yra
atsakingos uz didelj pavirSiaus aktyvumg. Hidrofobinai pagal savo savybes skirstomi j I ir I klasés
baltymus. I klasés hidrofobinai susiburia j monosluoksnius su fibrilinémis substrukttiromis,
zinomomis kaip lazdelés formos struktiiros, kurios yra ypac stabilios ir struktiiriSkai panasios |
amiloidines fibriles. D¢l Sios priezasties hidrofobinai laikomi funkciniais amiloidais ir yra svarbus
mikroorganizmy prisitvirtinimui prie pavirSiy. PrieSingai, II klasés hidrofobinai sudaro labai
tvarkingus 2D kristalinius amfifilinius monosluoksnius, kuriuos galima lengvai depolimerizuoti
(Ribitsch & Guebitz, 2021).

Manoma, kad hidrofobinai yra biitini kelioms pelésinio grybo gyvenimo ciklo ir vystymosi
funkcijoms. Sie baltymai, dél savo gebéjimo savarankiskai susiburti j amfifilines membranas,
leidzia hifams pralauzti vandens ir oro barjerg (iveikti pavirSiaus jtempj) bei prisitvirtinti prie
hidrofobiniy pavirsiy. Taip pat hidrofobinai padengia oro veikiamas pelésiniy gryby struktiiras
hidrofobine plévele, jas taip apsaugant. Be to, yra nustatyta, kad hidrofobinai kei¢ia hify sieneliy
sudeétj (Rillig, 2001).

Unikalios hidrofobiny savybés suteikia daug galimybiy pritaikymui moksle ir
technologiniuose procesuose. Hidrofobinai puikiai pritaikomi srityse, kuriose reikia geriau
stabilizuoti putas. Norint i$gryninti baltymus, naudojami sulieti hidrofobinai su kitais baltymais,
kurie imobilizuojami ant kiety substraty, taip hidrofobinus pritaikant afininés chromatografijos
metoduose. Hidrofobiny danga yra galimas tarpinis Zingsnis lgsteléms ar kitokio tipo molekuléms
pritvirtinti prie hidrofobiniy pavir§iy, pavyzdziui, biojutiklivose. Vaistiniy preparaty
formulavimas naudojant hidrofobinus dél $iy baltymy savybiy yra dar viena jdomi tema, kuri §iuo
metu placiai tyrinéjama. Verta paminéti ir tai, jog norint toliau tobulinti hidrofobiny pritaikyma,

reikalingi didelio masto atskyrimo ir gamybos metodai (Khalesi et al., 2012).
Darbo tikslas: identifikuoti Aspergillus fumigatus genome esancius genus, atsakingus uz

hidrofobiny sintez¢ bei panaudoti Siuos baltymus medziagy padengimui ir fermenty

imobilizavimui.
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Darbo uZdaviniai:
1. Identifikuoti genus, koduojancius hidrofobiny sintezg ir juos klonuoti j Escherichia
coli kamiena;
2. Plazmid¢ su hidrofobing koduojanéiu rodA genu transformuoti j E. coli BL21
(DE3) kamiena, atlikti §io geno indukcijg bei iSgryninti baltyma.
3. Apibudinti iSgrynintg ROdA baltymg ir panaudoti jj kaip matrica gliukozés

oksidazés imobilizacijai ant aukso elektrodo.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. Pelésiniai grybai

Gryby karalysté apima milijonus riisiy, pradedant nuo didziausio organizmo zeméje iki
daugybeés mikroskopiniy riisiy, kai kurios 18 jy yra patogeniskos augalams ir gyviinams. Daugeliui
gryby gebéjimas pajusti aplinkos zenklus ir peréjimas tarp skirtingy morfologijy daro didele jtaka
ju geb¢jimui daugintis, ieSkoti maistiniy medziagy, jsiskverbti | audinius ir iSvengti imuninio
atsako. Biosferoje grybai atlieka svarby vaidmenj kaip organiniy medziagy skaidymas, leidziantis
1§ negyvy organizmy i$leisti ir pakartotinai panaudoti elementus ir maistines medziagas. Grybai
taip pat atlieka antriniy metabolity sinteze, kuriuose yra tokiy svarbiy junginiy kaip antibiotikai ir
imunosupresantai, taip pat mikotoksinai, kurie gali buiti zalingi zmoniy, gyviiny ir augaly sveikatai
(Stajich et al., 2020).

Pelésiniai grybai yra eukariotiniai organizmai, kuriems budinga organeliy jvairové —
lasteliy sienelés, kuriy architektiira panasi; hifai, turintys pagrindin; komponentg chiting; Goldzio
komplekso nebuvimas zigomicetuose, askomicetuose ir bazidiomicetuose; bei branduoliai,
kuriuose dalyvaujantys geny produktai turi aukstesnius eukarioty paralogus. Pelésiniai grybai
dauginasi lytiSkai arba nelytiskai, diploidiné fazé paprastai biina trumpalaiké. Lytinis gryby
dauginimasis paprastai vyksta tarp dviejy prieSingo poravimosi tipo izoliaty, kuriy kiekvienas turi
skirtingg poravimosi tipo (MAT) geny rinkinj (heterotalizmas), arba viename izoliate, turiniame
visus bitinus MAT genus (pirminis homotalizmas) (Scézi, 1999; Wilson, Gabriel, Singer,
Wingfield, & Wingfield, 2021).

Pelésiniai grybai atlieka pagrindinius vaidmenis dviejuose ekologinés organizacijos
lygiuose: bendruomenése pelésiniai grybai yra augaly ir gyviiny simbiontai, o ekosistemose jie yra
skaidytojai, kurie perdirba maistines medziagas kitiems organizmams. Taciau tarp bendruomenés
ir ekosistemy lygiy atsiranda rySiai, nes kai kurios simbiozés lemia maistiniy medZiagy
Isisavinima, jog padidéty pirminis produktyvumas. Be to, bendruomenés lygmeniu pelésiniy gryby
simbiozés pasekmés Seimininkui gali biiti jvairios — nuo parazitinés iki abipusés. Parazitai gali
sumazinti pirminj produktyvumag ir taip paveikti ekosistemy procesus (Van Bael, 2020).

Sitliniai pelésiniai grybai yra didelé mikroorganizmy grupé, uZimanti daugybe ekologiniy
nisy. Jie yra organiniy medZziagy perdirbéjai ir pagrindiniai augaly liekany skaidytojai. Siiiliniai
pelésiniai grybai sudaro mikorizing simbioze su 93 % visy Zydin€iy augaly Seimy, ir jie naudojami
pramoningje baltymy gamyboje. Visa tai daugiausiai lemia jy hifai — lasteliy grandiné atskirta

viena nuo kitos pertvaromis. Hifai spar¢iai auga dél poliarizuotos egzocitozes hifo virstngje, todél
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sitiliniai pelésiniai grybai gali plisti dideliais atstumais ir jsiskverbti j daugelj substraty, jskaitant
dirvozem] ir Seimininko audinius. Hifo galiuko augimas inicijuojamas nustatant augimo vietg ir
véliau palaikant augimo a$j, perneSant augimui reikalingas atsargas, tokias kaip membranos
komponentai ir baltymai, i$ilgai citoskeleto j hifo galiuka (Steinberg, Pefialva, Riquelme, Wosten,
& Harris, 2017).

1.1.1. Pelésiniu grybuy lastelés sienelé

Pelésiniy gryby lastelés sienelé yra dinamiskos strukttiros, butinos Igsteliy gyvybingumui,
morfogenezei ir patogenezei (Gow, Latge, & Munro, 2017). Lastelés sienelé gali keisti savo sudétj
ir struktiirg priklausomai nuo aplinkos salygy ir gyvenimo ciklo fazés. Tai sgsaja tarp pelésinio
grybo ir jo aplinkos, todél §i struktiira gali apsaugoti nuo cheminio ar fizinio streso. Dél lastelés
sienelés stiprumo ir standumo pelésiniai grybai gali atsispirti net 20 karty didesniam uz atmosferos
slégj turgoriniam slégiui, augti ir diferencijuoti j sudétingas formas (Sanders, 2002).

Dauguma pelésiniy gryby lasteliy sienelés yra sluoksniuotos, o vidinj sluoksnj sudaro
santykinai konservatyvus struktiirinis skeleto sluoksnis. ISoriniai sluoksniai yra heterogeniskesni
ir pritaikyti tam tikry pelésiniy gryby fiziologijai. Daugumos pelésiniy gryby rsiy viding lastelés
sienele sudaro kovalentiskai prijungtas Sakotas B-(1,3)-gliukanas ir chitinas. Sie polisacharidai
sudaro struktiiras, gaubiancias Igstele. Daugelyje rasiy B-(1,6)-gliukanas yra sujungtas su p-(1,3)-
gliukanu. Likusi lgstelés sienelés angliavandeniy dalis ir prie Serdies prisijungusiy angliavandeniy
sudétis gali varijuoti tarp skirtingy rasiy. 1 pav. pavaizduoti kai kurie skirtingy pelésiniy gryby
lasteliy sieneliy pavyzdziai (Gow et al., 2017).

GalXM, |GXM
Kapsulé
Melaninas GAG Galaktomananas
el e ‘ 0-1,3-gliukanas
Mananas ;);%
L%
NI <
B-1,6-gliukanas :
B-1,3-gliukanas
4 A
m : _

Chitinas

a Candida mielés b Pneumocystis radys C Aspergillus konidija d Aspergillus fumigatus e Cryptococcus f Histoplasma capsulatum ir
hifas Blastomyces dermatitidis

1 pav. Jvairiy pelésiniy gryby lasteliy sieneliy struktira (pagal Gow et al., 2017)
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Be jvairiy polisacharidy, kurie paprastai sudaro 90 % lastelés sienelés masés, pelésiniy
gryby lastelés sienelé¢je randama fermenty, kurie specializuojasi angliavandeniy sintezéje ir
pertvarkyme. Chitino ir gliukano sintazés yra jterptos ] membrang, o struktiirg pertvarkantys
fermentai, pavyzdziui, glikohidrolazes, glikozidazes arba transglikozidazés yra pritvirtintos prie

plazminés membranos per glikozilfosfatidilinozitolio inkarg (de Francisco, 2021).
1.2. Aspergillus fumigatus rasis

Aspergillus fumigatus yra svarbus Zmogaus patogenas, sukeliantis keletg ligy, tokiy kaip
alerginé bronchy ir plauciy aspergilioze, aspergiloma ir invaziné aspergiliozé. Tokiomis ligomis
serga zmonés, kuriy imunitetas nusilpes. Si riidis taip pat aptinkama kaip saprofitas, atliekantis
esminj vaidmen] perdirbant angli ir azota dirvozemyje. Naturali A. fumigatus niSa ir yra
dirvozemis, kuriame gausu organiniy junginiy. Si rii§is buvo laikoma labai kintan¢ia pagal savo
savybes ir morfologijg, ta¢iau A. fumigatus yra vienalyté, atsizvelgiant j ekstrolity profilius,
restrikcijos fragmenty ilgius ir mitochondrijas (Hong, Go, Shin, Frisvad, & Samson, 2005).

A. fumigatus pelésinis grybas yra labiau

paplites negu kiti jo genties atstovai, nes palyginus su
~n—

e

galimybiy i§gyventi ir augti jvairesnémis aplinkos ( PEES

Kitomis rasimis, Sie pelésiniai grybai turi daugiau

salygomis. Konidijos, issiskirianc¢ios i§ konidiofory B o
{ify augimas
saprofitiniame tinkle, lengvai iSsisklaido aplinkoje ir b) .
yra neveiksnios tol, kol neatsiranda tinkamos sglygos, '-?ﬁ
. . . . . . P . Saprofitinis
aktyvinancios jy metabolizmg. Atsiradus tinkamoms @ ciklas

salygoms, konidijos iSbrinksta ir sudygsta

Konidiju brinkimas
sudarydamos hify filamentus, kurie iSauga | gryba. ir dygmas | Konidiné galvuté

Visas saprofitinio tinklo ciklas pavaizduotas 2 pav.
Pati A. fumigatus rusis gali augti visur, kur

dirvozemio ir yranCios augalijos temperatiira

varijuoja nuo 12 iki 65 °C, o pH varijuoja nuo 2,1 iki Konidiofory "paleistos”
konidijos

8,8. Pastebéta, kad A. fumigatus genome yra daug

geny, koduojanéiy glikozilhidrolazes ir tarplastelines 2 Pav. Saprofitinio tinklo schema (pagal
Sugui, Kwon-Chung, Juvvadi, Latgé, &

proteinazes, kuriy produktai palaiko gebé¢jimg Steinbach, 2015)

sékmingai augti (Sugui, Kwon-Chung, Juvvadi,

Latgé, & Steinbach, 2015).
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A. fumigatus pelésinio grybo proteomoje aptikta 1111 specifiniy baltymy, kurie sudaro tik
11,2 % visos Sio pelésinio grybo proteomo. 42 % A. fumigatus baltymy yra iSskirtinai
konservatyviis eukariuotose, 0 27 % jy yra konservatyvis tik archéjose, bakterijose ir kai kuriuose
eukariotuose. Labai nedaug Sio pelésinio grybo baltymy yra konservatyvis tik archéjy (<0,2 %) ir

bakterijy (<0,5 %) gyvybés domenuose (Tekaia & Latgé, 2005).

1.2.1. A.fumigatus lastelés sienelé

Lastelés sienelé sudaro 20—40 % sausos A. fumigatus micelio masés. Lastelés sienelés
frakcionavimo tyrimai, naudojant Sarmy ekstrahavimo metodus, parodé, kad viding Iastelés sienelé
atitinka Sarmuose netirpias lgstelés sienelés preparaty frakcijas, o iSoriniai lgstelés sienelés
komponentai randami Sarmuose tirpioje frakcijoje. Vidingje lastelés sienelés frakcijoje daugiausiai
yra B-1,3-gliukany (51 %) ir chitino (22 %) bei nedideliy chitozano (7 %) komponenty, -1,3;1,4-
gliukany (6 %), galaktosaminogalaktano (7 %) ir galaktomanano (8 %). Kartu Sie polisacharidai
sudaro standy, struktiirizuota Igstelés sienelés karkasg. ISoringje lastelés sienelés frakcijoje
daugiausiai randama a-gliukany (92 %), su nedideliais galaktozaminogalaktano (5 %) ir
galaktomanano (3 %) komponentais. Atsizvelgiant j a-1,3-gliukano tirpuma Sarmuose, imuninis
Zenklinimas anti-a-1,3-gliukano antikiinais patvirtino, kad a-1,3-gliukanas yra lokalizuotas
iSorinéje lgstelés sieneléje. Nors beveik visi a-1,3-gliukanai, rasti A. fumigatus, yra susije su 0-1,3
ry$iu, ta¢iau buvo pranesta, kad apie 1 % turi a-1,4 rySius (de Francisco, 2021; Lee & Sheppard,
2016).

Lazdelés struktiiros sluoksnis, randamas A. fumigatus lastelés sienelés sudétyje, dengia
konidijy pavirsiy ir suteikia joms hidrofobiskuma, taip palengvinant pastaryjy sklaidg ir padidinant
atsparumg vandeniui. Be to, §is sluoksnis apsaugo konidijas nuo i3dzitivimo. Sj lazdelés struktiiros
sluoksnj sudaro cisteino turintys baltymai hidrofobinai, kurie sugeba savaime agreguotis bei
padidinti pavirSiaus hidrofobiskuma, taigi, apriboti ir vandens judéjimg (de Francisco, 2021;
Fricker, Heaton, Jones, & Boddy, 2017).

Konidijose aptinkamas ir melanino sluoksnis, kuris buvo apraSytas kaip grybiniy
patogeniniy rasiy virulentiSkumo faktorius. A. fumigatus atveju, plikai zalios spalvos konidijy
lastelés pavirSius susidaro dél melanino, kuris susideda i§ makromolekuliy, susidaranciy
oksidacinés fenolio junginiy polimerizacijos biidu, sintezés. Konidijy lastelés sieneléje randamas
pelésinio grybo melanino tipas yra 1,8-dihidroksinaftaleno melaninas (DHN-melaninas) (Mouyna
& Fontaine, 2014).
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1.3. Grybiniai hidrofobinai

Grybiniai baltymai hidrofobinai pirma karta buvo aptikti 1990-yjy pradZzioje, ieSkant geny,
kuriy raiska pastebima prasidedant Schizophyllum commune pelésinio grybo augimui.
Pavadinimas ,,hidrofobinai* buvo jkvéptas hidrofobiniy struktiiry, esan¢iy daugelio prokariotiniy
ir eukariotiniy mikroorganizmy Igsteliy sienelése ir aplink jas. Kaip ir daugelyje gijiniy pelésiniy
gryby, pirminis micelis, iSaugantis i§ sporos, sudaro hifus. Dél hify véliau susiformuoja antrinis
micelis, kuris sudaro patj pelésinj gryba. Gausiausiai iSreiksti genai buvo sekvenuoti (Schuren &
Wessels, 1990), atskleidziant, kad maziausiai keturi i§ deSimties klonuoty geny koduoja panasius
mazus cisteino turin¢ius hidrofobinius baltymus. Tuo metu Sie baltymai buvo visiSkai nezinomi.
Buvo pastebéta, jog vieno i§ Siy geny produktas, baltymas SC3, sintetinamas hify sienelése, o
gausus Kito geno produktas, baltymas SC4, buvo aptiktas micelio, formuojancio pelésinio grybo
lastele, sieneléje. PanasSiu laiku atrastas Aspergillus nidulans genas su homologija S. commune
hidrofobiny genams. ISsiaiskinta, kad daugiausiai $io baltymo randama pelésiniy gryby sporose,
taciau skirtingose rasyse jo vieta ir pats kiekis gali buiti skirtingas (Stenbaek, 2015; Wessels, 1997).

Hidrofobinai yra baltymy grupé, turinti unikalig savybe spontaniskai susiburti j amfifilinius
sluoksnius ir taip pakeisti pavirSiaus hidropatija (Hakanpaa, Szilvay, & Kaljunen, 2006).
Hidrofobinai aptinkami zigomicetuose, askomicetuose ir daugelyje bazidiomicety. Skirtingi
vaidmenys pelésiniy gryby gyvavimo cikle buvo priskirti hidrofobinams, pavyzdziui, Iastelés
sienelés vientisumas, oro kanaly sudarymas dujy mainams vaisiakiiniuose, konidiospory
padengimas ir jy apsauga nuo vandens bei kaip augaly apsauga suteikiantys arba skatinantys hify
salytj su augaly pavirSiais patogeninés sgveikos metu baltymai. Preliminariame tyrime
hidrofobinai buvo aptikti tik hifuose. Nuodugnesnis tyrimas, naudojant baltymo zenklinimag
imunoauksu itin plonose mikorizés atkarpose, aptiko hidrofobinus Hartigo tinkle, kur kiekviena
pelésinio grybo lastelé¢ padengta hidrofobinais. Hidrofobiny sluoksnio jtaka maistiniy medziagy
mainams neaiski, nes simbiotinio audinio funkcija iSlieka stabili, kadangi hify sienelés pavirSius
tampa nepralaidus vandeniui (Mankel, Krause, & Kothe, 2002).

Baltymai hidrofobinai yra vienos i§ labiausiai zinomy pavirSiaus aktyviyjy biomolekuliy.
Juose yra apie 100 aminoriigs¢iy, Sie baltymai taip pat yra nepaprastai stabiliis ir gali atlaikyti
temperatiirg, artimg vandens virimo temperatiirai. Dél Siy priezasCiy hidrofobinai gali biiti
naudojami kaip adhezijos molekulés imobilizuojant kitus baltymus ir kaip Zymeés sulietuose
baltymuose gryninimui afininés chromatografijos budu. Pastarasis metodas pagristas labai dideliu
hidrofobiny pasiskirstymu pavirSinio aktyvumo medziagos ir vandens dvifazése sistemose

(Hakanpéa et al., 2004).
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1.3.1. Hidrofobiny funkcija pelésiniuose grybuose

Hidrofobinai yra mazos molekulinés masés baltymai, kuriuos iSskiria filamentiniai
pelésiniai grybai, pasizymintys nepaprastomis fizikinémis ir cheminémis savybémis. Sie baltymai
i§skiriami tirpia forma, kuri savaime asocijuojasi j amfifilinius sluoksnius hidrofobinése—
hidrofilinése arba oro—vandens sgsajose. Hidrofobiny sluoksniy pavirsinio aktyvumo medziaga ir
amfifilin¢ prigimtis padeda formuotis esminéms gijiniy pelésiniy gryby oro struktiiroms, tokioms
kaip hifai, vaisiakiiniai ir sporos (Valsecchi et al., 2018).

Genetiniais tyrimai parodyta, kad hidrofobinai taip pat yra jtraukti ] morfogeninius
procesus ir buvo pastebéta, jog jy pagrindinis vaidmuo yra formuoti lazdelés formos struktiiros
(angl. rodlet) baltymy sluoksnius, esancius ant pelésiniy gryby pavirSiy. Hidrofobinés lazdelés
formos struktiiros ant skirtingy dviejy pelésiniy gryby risiy pavaizduotos 3 pav. Verta paminéti,
jog iy struktiiry sluoksniy vaidmuo pelésiniuose grybuose néra iki galo aiskus. Sios struktiros yra
ypac¢ hidrofobiskos, o vandens saly¢io kampai su hify pavirSiumi daznai virSija 120°. Tyréjai
Kershaw et al. atskleidZia, jog mutantai, koduojantys hidrofobinus, $ias lazdelés formos struktiiras
naudoja pavirSiaus hidrofobiskumo generavimui, taiau tikslus struktiirinis iSdéstymas néra
visiskai aiSkus. Taip pat buvo pastebéra, jog Siy struktiry pavieniai komponentai yra per mazi, jog
prisidéty prie hidrofobiskumo, nes topologinés savybés turi virSyti mazdaug 100 nm, o pavieniai

komponentai retai biina didesni nei 15 nm skersmens (Kershaw & Talbot, 1998).

3 pav. Hidrofobiny lazdelés formos struktiiros sluoksniais apgaubtos: A —N. crassa konidijos, 100 nm;
B — A. nidulans konidijos (pagal Kershaw & Talbot, 1998)

Dar néra aisku, ar pavirSinius lazdelés formos struktiiros sluoksnius sudaro tik hidrofobiny
agregatai. Sios struktiiros identifikuotos iSgryninto SC3 baltymo pavir§iaus padengimu ir yra
panasios j S. commune hifuose suformuotus lazdelés formos strukttros sluoksnius — nepaisant to,

Sios struktiiros kokybiskai skiriasi atskiry komponenty ilgiy atzvilgiu, nors buvo nustatyta, kad ilgj
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gali nulemti skirtinga hidrofobiny monomery koncentracija (Wosten, Schuren, & Wessels, 1994).
Idomu tai, kad Aspergillus nidulans spory sienelése yra daugiau nei vienas hidrofobiny tipas, o tai
parodo, jog lazdelés formos struktiiry sluoksnius gali sudaryti daugiau nei vieno baltymo agregatai.
A. nidulans rodA™ mutantai, iSreiskiantys dewA gena, atsakingg uz hidrofobino sintezg, neturi $io
sluoksnio. I§ principo tai jrodo, kad rodA gene uzkoduotas hidrofobinas yra pagrindinis sluoksnio
komponentas (Bell-Pedersen, Dunlap, & Loros, 1996; Kershaw & Talbot, 1998).

Baltymai hidrofobinai gali buti ir glikozilinti. Pavyzdziui, baltymai SC3 ir hidrofobinas 1§
Pleurotus ostreatus buvo konjuguoti su angliavandeniais. Taip pat pastebéta, kad hidrofobinas
kiparinas, randamas gijiniy askomicety Cryphonectria parasitica Igsteliy pavirsiuje, lygiai taip pat
pasizymi lektiny suriSimo aktyvumu. Visa tai tik patvirtina, jog angliavandeniy sgveika taip pat
nulemia hidrofobino lazdelés formos struktiiry sluoksnio charakteristikg (Carpenter et al., 1992).

Be N-galo apdorojimo ir disulfidiniy jungc¢iy susidarymo, kai kuriuose hidrofobinuose
buvo nustatytos kitos potransliacinés modifikacijos. P. ostreatus baltymai POH2 ir SC3 yra
glikozilinti. SC3 baltyme 17-22 manozés liekanos yra susietos su N-galo domenu per treonino
lickany O-glikozilinimg. Deglikozilinimas in vitro atskleidé, kad glikozilinimas sustiprina
agregaty ir hidrofobiniy pavirSiy saveika ir skatina a spiraliy susidarymg. Nezinoma, ar tarp Siy
poveikiy yra koks nors funkcinis rySys. Kad ir koks bty SC3 glikozilinimo vaidmuo, hidrofobino
funkcijai jis néra biitinas, nes buvo jrodyta, kad kiti hidrofobinai néra glikozilinti, pvz. Agaricus
bisporus ABH3 ir CFHT1. Manoma, kad galbiit glikozilinimas SC3 N-gale yra funkciskai
analogiskas biomoduliniy hidrofobiny N-galiniams hidrofiliniams domenams ir tarnauja kaip
inkaras tarp hidrofobiny ir hidrofiliniy lgsteliy sieneliy (Alexander & Building, 2002).

Verta paminéti, jog hidrofobinai ne tik formuoja lazdelés formos struktiiras, bet sudaro ir
sluoksnius, kurie savo ruoztu uZzsandarina tarpus tarp agregavusiy hify, taip susidarant
sudétingesniems kompleksams. S. commune hidrofobinas SC4 atlieka §j vaidmenj, sujungdamas
vidines oro erdves ir tarpus tarp agregavusiy hify (Wessels, 1997). Dél Sios priezasties hidrofobiny
formuojamos struktiiros gali apjungti hifus vieng su kitu arba su substratu. Tai yra labai svarbu,
nes sudétingoms pelésiniy gryby struktiroms reikalinga hify agregacija augimui bei dujy
transportui audiniuose — daugumoje pelésiniy gryby rasiy vidiniai dujy transporto kanalai yra
padengti biitent hidrofobiny sluoksniais (Kershaw & Talbot, 1998).

1.3.2. Grybiniy hidrofobiny struktiira ir klasifikacija

Tyréjas Wessels (Wessels, 1997) suskirsté hidrofobinus j dvi klases — I ir I klase. Sis
pagrindinis skirstymas vis dar taikomas, nors Jensen et al. (Jensen et al., 2010) atskleidé, jog ne

visus Aspergillus rasiy hidrofobinus galima aiSkiai suskirstyti j Sias dvi klases. Buvo pasiilyta ir
22



[II hidrofobiny klasé, pasizyminti Siek tiek kitokiomis savybémis. Nepaisant to, I klasés
hidrofobinai randami askomicetuose ir bazidiomicetuose, tuo tarpu II klasés hidrofobinai yra
aptinkami tik askomicetuose (Jensen, Andersen, Pedersen, Frisvad, & Sgndergaard, 2010;
Stenbaek, 2015).

................ --—-
\
\
_‘ —

4 pav. Astuoniy hidrofobiny cisteino liekany disulfidiniy rysiy i$sidéstymas Terreus
reesei baltymo HFBII struktiiroje, parodytas punktyrinémis linijomis (pagal Sanna, 2006)

Baltymy hidrofobiny molekulés paprastai sudarytos 1§ 70—130 aminortig§ciy ir apima
sekrecijos signalo seka. Pagal pirming struktiirg hidrofobinai gali turéti nepaprastg jvairove, taciau
jiems budingos astuonios konservatyvios cisteino liekanos, kurios sekoje atsiranda pagal Siems
baltymams biuidingg modelj (Hakanpaa et al., 2006). Hidrofobinuose yra labai menkas seky
konservatyvumas, neskaitant jau paminéty astuoniy cisteino liekany, sujungty disulfidiniais rysSiais
(Cys1-Cys6, Cys2-Cysb, Cys3-Cys4, Cys7-Cys8) (Bayry, Aimanianda, Guijarro, Sunde, & Latge,
2012). Disulfidiniy rysiy vietos hidrofobiny sekoje bendra schema pavaizduota 4 pav. Tuo tarpu
tariami III klasés hidrofobinai turi tarpinius hidropatijos profilius ir gali turéti daugiau arba maziau
cisteino liekany. Taip pat Siy baltymy struktiiroje gali trukti sekrecijos signalo peptidy, be to, kai
kurie i8 jy turi labai ilgas N-galo arba C-galo uodegéles (Jensen et al., 2010; Littlejohn, Hooley, &
Cox, 2012).

I klasés hidrofobiny seka tarp treciojo ir ketvirtojo konservatyviy cisteiny yra Siek tiek
ilgesné nei II klasés hidrofobiny, o tarpai tarp konservatyviy cisteino liekany yra nekintantys
(Hakanpaa et al., 2006). Matomas rysSkus skirtumas tarp I ir II klasés hidrofobiny, tokiy kaip
hidrofobiniy ir hidrofiliniy liekany iSsidéstymas pagal pirming seka, tarpai tarp cisteino liekany.
Pavyzdziui, I klasés hidrofobinai gali sudaryti dviejy domeny baltymus su keturiomis kilpomis,
1§sidésciusiomis aplink disulfidines jungtis. Antrosios ir ketvirtosios kilpos 1lgis tarp kiekvieno I
klasés hidrofobino labai skiriasi. II klasés hidrofobiny sudaromy kilpy ilgis yra jvairesnis, o
atstumas tarp kiekvieno domeno yra nekintantis. Abiem atvejais antroji ir ketvirtoji kilpos
daugiausiai yra hidrofobinés, jose yra dideliy hidrofobiniy lieckany (metionino, izoleucino, leucino,
valino), apsupty nepoliniy aminoriigs¢iy (glicino, alanino) arba liekany, kurios nesumazina
grynosios hidropatijos (treonino, tirozino). Todél hidrofobino monomerai gali susilankstyti tiesiai

1 amfifiling konfigtracija (Kershaw & Talbot, 1998).
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Kaip minéta, I hidrofobiny klas¢je pastebimi dideli skirtumai tarp cisteino liekany tarpy —
Sie hidrofobinai susirenka j labai netirpius polimerinius monosluoksnius, sudarytus i$ fibriliniy
struktiiry, dar zinomy kaip lazdelés formos struktiiros. Sios struktiiros yra labai stabilios ir gali bati
suardomos tik apdorojant stipriomis rigstimis, o tirpios formos tinkamomis sglygomis gali
polimerizuotis atgal | lazdelés formos struktiiras. Tuo tarpu II klaséje seka ir tarpai tarp cisteino
liekany yra labiau konservatyvis, Siy baltymy suformuoti monosluoksniai neturi fibrilinés lazdelés
formos struktiiros morfologijos ir gali biiti suardomi apdorojant organiniais tirpikliais ir
detergentais (Bayry et al., 2012). Nustatyta, kad I klasés hidrofobiny sluoksniy susidarymas lemia
lazdelés formos struktiiros mozaikinj rastg, primenantj amiloidines fibriles, o II klasés hidrofobiny
agregatai yra neamiloidiniai ir adatéliy formos (Hakanpaa et al., 2006).

Visi hidrofobinai turi netaisyklingo B cilindro Serdj, sudaryta i§ keturiy nelygiagreciy f
klosc¢iy. 1 klasés hidrofobinuose du i§ keturiy disulfidiniy rysiy tarp cisteino liekany gali biiti
aptinkami cilindro Serdies centre, o likusios dvi jungtys yra sujungtos su cilindro pavir$iumi Salia
esancia kilpa ir papildoma nelygiagrecia B kloste. II klasés hidrofobinuose vietoj papildomy I
klasés hidrofobinuose esanciy struktiry yra o spiralé. Cilindro Serdies centre gali buti dvi
disulfidinés jungtys, viena i$ jy jungia B cilindro Serdj ir a spirale, kita jungia B cilindro Serdj ir N-
galine kilpa (Stenbaek, 2015). Dilsulfidiniy jung¢iy, esanc¢iy [ cilindro Serdies centre, skirtumai
tarp hidrofobiny klasiy pavaizduoti 5 pav.

HFBI

5 pav. | klasés hidrofobino EAS i§ N. crassa ir Il klasés hidrofobiny HFBI ir HFBII i T.
reesei struktiros. Visi pavaizduoti baltymai savo struktiroje turi B cilindro Serdj su
keturiomis nelygiagreCiomis P klostémis. Hidrofobinas EAS turi papildomg  kloste, tuo
tarpu HFBI ir HFBII turi a spirale (pagal Stenbaek, 2015)

Hidrofobiny agregacija lydi ir konformaciniai pokyc¢iai. Monomeriniai I ir II klasés
hidrofobinai, kaip jau buvo minéta, turi daug P klostés struktiiry. Vandens ir oro sasajoje I klasés
hidrofobinai jgauna daugiau P klostés struktiiry, o vandens ir hidrofobinés kietos medziagos
sasajoje stebima baltymo forma su padidéjusiu a spiraliy kiekiu. Atrodo, jog a spiralés buvimas

yra tarpiné agregacijos blisena, o B klostés struktiira yra stabili galutiné forma. Vandens ir oro
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sasajoje I klasés hidrofobiny monomerai a spiralés biiseng pasiekia per kelias sekundes, taciau

konversija j B klostés bliseng yra zenkliai Iétesné ir trunka nuo minuciy iki valandy (Han, 2001).

1.3.3. Hidrofobinus koduojanciy genuy ekspresija ir jos reguliavimas

Daugelis pelésiniy gryby risiy turi daugiau nei vieng hidrofobino gena. Jrodyta, kad I ir II
klasés hidrofobinai pasitaiko ir toje pacCioje pelésiniy gryby riSyje. Pomidory patogene
Cladosporium fulvum buvo nustatyti keturi I klasés ir du II klasés hidrofobinai, tuo tarpu kukuriizy
patogene Fusarium verticillioides nustatyti trys genai, koduojantys I klasés hidrofobinus ir du
genai koduojantys II klasés hidrofobinus. Ryziy patogene Magnaporthe grisea yra bent po vieng
geng, koduojantj I ir II klasés hidrofobinus. I§ principo, panasi situacija turéty buti ir daugelyje
kity askomicety (Sanna, 2006).

Atlikta gryby genomy analizé rodo, kad daugumoje rasiy hidrofobinai egzistuoja kaip
mazos geny Seimos, turin¢ios nuo dviejy iki septyniy nariy, iSskyrus grybg Coprinus cinereus,
kuris turi 23 genus. Kadangi C. cinereus ir keleto kity gryby genomy sekos yra uzbaigtos, manoma,
jog toks hidrofobinus koduojanciy geny skaicius gali biiti budingas ir kitiems grybams.
Hidrofobiny genai nebuvo anotuoti i§ zigomicety ir chitridy genomo seky, nors buvo pastebéti
hidrofobiny formuojamos polimerinés lazdelés formos struktiiros sluoksniai (Sunde, Kwan,
Templeton, Beever, & Mackay, 2008).

Kaip buvo minéta anksciau, hidrofobinai dalyvauja jvairiuose morfogeniniuose
procesuose, todél jy sintezei taikomas sudétingas reguliavimas. Hidrofobiny, kaip morfogeniniy
tiksliniy geny, tyrimas atskleidé pagrindinius reguliacijos mechanizmus, susijusius su grybiniy
lasteliy diferenciacija. Pavyzdys yra rodA genas, kurj reguliuoja centrinis BrlA reguliatorius, bet
nepriklausomai nuo kity reguliatoriy, tokiy kaip WetA ir AbaA. PrieSingai, dewA geng reguliuoja
wetA geno produktas, kuris atitinka jo ekspresija susidarius konidijoms. Naudojant rodA geng kaip
morfogenetinj taikinj, buvo nustayti cis veikiantys elementai, reaguojantys j BrlA. Jie vadinami
BRE (angl. B recognition element) elementais. Nuo to laiko $ie elementai buvo atpazinti daugelyje
A. nidulans geny, reguliuojamy BrlA (Kershaw & Talbot, 1998).

BrlA yra laikomas pagrindiniu Aspergillus genties vystymosi iniciacijos aktyvatoriumi. Sis
genas yra iSreikStas ankstyvojoje konidijos vystymosi fazéje. BrlA neturintys mutantai daznai turi
pailgus hifus, kurie negali suformuoti struktiiros uz konidijos kotelio, o biitent tai jrodo, jog genas
brlA yra bitinas pilnam konidijos susiformavimui. BrlA turi dvi C2H2 cinko pirsty sritis ir veikia
kaip transkripcijos aktyvatorius. Sis aktyvatorius yra biitinas tinkamai geny, tokiy kaip abaA,
WetA, vosA ir rodA, susijusiy su konidijy susidarymu, raiskai. Siy geny promotoriaus regionuose

aptinkami brlA atsako elementai. BrlA taip pat reikalingas kity struktiiry susiformavimui —
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pasalinus §j gena pasikeicia ir kiti genai, susij¢ su konidijy pigmentacija, gliotoksino biosinteze ir
ribosomy susidarymu (Sunde et al., 2008).

Eas/ccg-2 protomotoriaus analizé atskleidé cis veikiancius elementus, kurie reguliuoja
geno ekspresija reaguodami j cirkadinius modelius, Sviesos ir maistiniy medziagy bada. Eas genas,
kurj valdo DNR sritis, ekspresuojamas ryte ir Zinomas kaip aktyvuojantis elementas. Sis genas yra
represuojamas micelio augimo metu ir teigiamai kontroliuojamas mélyna $viesa bei transkripcijos
aktyvatoriumi, dalyvaujané¢iu konidijos susiformavimo metu (Kershaw & Talbot, 1998).

A. fumigatus ir A. nidulans I klasés hidrofobiny genai daugiausiai iSreiSkiami kulttirai
sporuliuojant, kadangi tuo paciu metu vystosi konidijos. A. nidulans I klasés hidrofobiny genai
néra iSreiSkiami micelyje, tuo tarpu A. fumigatus rodA ir rodB genai iSreiskiami net susidarius
biofilmui. RodD, cisteiny liekanomis gausus hidrofobinas, neturi tipisko hidropatijos profilio ir
hidrofobinams biidingy astuoniy cisteiny. Nepaisant to, Sio baltymo geno raiska pastebima tiek
sporuliuojancioje kultiroje, tiek susiformavus biofilmui, ta¢iau jo raiska yra nuo 30 iki 125 karty
mazesné, nei rodB geno. Kita pelésiniy gryby klasé, turinti astuoniy cisteino modelio CFEM
domena, turi signalinj peptidg. Kitos gerai apibtidintos SeSis—astuonis cisteinus turincios sritys yra
EGF (epidermio augimo faktoriaus) domenai. Sie baltymai yra susije su biogeneze, biofilmo
struktiros ir vientisumo palaikymu, sukibimo signalo transdukcija ir lgsteliy pavirSiaus
receptoriais. Taciau RodD baltymas neturi nei signalinio peptido, nei CFEM ar EGF domeny, be
to, nebuvo aptikta nei viena i§ funkcijy, susijusiy su CFEM ar EGF domenus turinéiy baltymy. Sio

baltymo ir jy reguliuojancio geno funkcijos licka neaiskios (Valsecchi et al., 2018).

1.3.4. Biologinés hidrofobinuy funkcijos

Biologinés hidrofobiny funkcijos priklauso nuo jy formuojamy sluoksniy fizikiniy ir
cheminiy savybiy. PavyzdZziui, S. commune baltymo SC3 pagrindinis vaidmuo yra apgaubti hify
pavirsiy ir taip leisti Sioms struktliroms sumazinti vandens pavirSiaus jtempima bei pazeisti oro—
vandens sgsajg. SC3 mutantai po delecijos nesugeba suformuoti oriniy struktiry, taciau
rekombinantinio SC3 prid¢jimas ] terpg papildo delecija ir suteikia galimybe pelésiniam grybui
suformuoti orines strukttiras. Visa tai parodo, jog SC3 vaidmuo yra svarbus teisingam pelésinio
grybo vystymuisi (Han, 2001). Panasts hidrofobinai, kuriuos koduoja genas hypA buvo rasti
Portobello grybuose, dar Zzinomuose kaip A. bisporus. Siy gryby hidrofobinai sumazina drégme ir
didina atparumg aplinkos sukeltam stresui (de Francisco, 2021).

Nelytinés grybo sporos, konidijos, kurias formuoja Ascomycetes oriniai hifai, paprastai yra
labai hidrofobings, ir tai palengvina jy sklaidg ore. Nustatyta, kad keli hidrofobinali, tokie kaip A.

fumigatus RodA, N. crassa EAS ir Cladosporium fulvum HCF-1, yra susije su konidijy
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hidrofobiSkumu. Jau yra jrodymy, kad RodA ir EAS koduojanciy geny delecija pablogina konidijy
sklaida ore. Be to, geno, koduojan¢io HCF-1, delecija sumazino konidijy gebéjima surinkti
vandens laselius. Taigi, hidrofobiny danga ant konidijy palengvina jy plitimg (Sanna, 2006).

Nors daugelis pelésiniy gryby auga ant negyvy audiniy, kai kurie i§ jy gali augti
palaikydami simbiotinius rySius su kitais gyvais organizmais. Nustatyta, jog hidrofobinai atliecka
svarby vaidmen;] tokioje sgveikoje. MGP-1, I klasés hidrofobino i§ Magnaporthe grisea geny
delecija sumazino patogeniskumg bei suteiké hidrofilinj fenotipg. MHP-1, II klasés hidrofobinas
1§ to paties pelésinio grybo, taip pat buvo labai ekspresuojamas tiek konidijy susidarymo, tiek
patogenezés metu (Sunde et al., 2008). Idomu tai, kad hidrofobinai dalyvauja paciame patogenezés
mechanizme. Pavyzdziui, Ophiostoma novo-ulmi ir Ophiostoma ulmi II klasés hidrofobinas CU
yra pripazintas toksinu. Tai buvo pagrjsta pastebéjimu, jog suleidus iSgrynintg CU injekcijg |
baltaja guoba, §is baltymas sukélé augalo vytima, sumazino kvépavima ir elektrolity kiekj.
Manoma, kad tai gal¢jo sukelti Seimininko, t.y. baltosios guobos plazminés membranos
pralaidumas. Dél Sios priezasties buvo pasitlyta, kad CU yra vienas i§ keliy O. novo-ulmi
patogeniskumo faktoriy, kuriy kiekvienas yra biitinas ir kartu suteikia visiSkg patogeniskuma
(Han, 2001).

Yra manoma, kad hidrofobinai prisijungia prie pelésinio grybo sieneliy, kai Sis susiduria
su hidrofiline-hidrofobine sasaja. Si sasaja gali atsirasti tarp hidrofilinés lastelés sienelés ir,
pavyzdziui, oro arba hidrofobinés kietos medziagos. Tokia hipotezé atitinka imunolokalizacijos
tyrima, kuris parod¢, jog S. commune hify lasteliy sienelése nebuvo SC3 hidrofobiny, kuomet
pelésinis grybas augo be sasajos su oru. Kita vertus, imunolokalizacijos eksperimentais jrodyta,
kad II klasés hidrofobinas CRP jungiasi prie C. parasitica lasteliy sieneliy skystoje fazéje, nesant
hidrofilinés—hidrofobinés sgsajos. Manoma, kad Sis prisijungimas atsirado dél j lekting panasiy
CRP savybiy. Lektinai yra angliavandenius suriSantys baltymai, turintys vieng ar daugiau viety,
kurios yra labai specifinés jvairioms cukraus strukttiroms. | lektino panasus aktyvumas taip pat

buvo jrodytas SC3 ir SC4 hidrofobinams (Sanna, 2006).

1.3.5. Hidrofobiny formuojami sluoksniai

Paprastai hidrofobinai apibuidinami kaip monomerai, esantys tirpale, tac¢iau labiau tikétina,
jog jiems buidingas silpnai susijusiy oligomery susidarymas. Susidarant oligomerams formuojami
hidrofobiny sluoksniai, kuomet egzistuoja oro—vandens arba aliejaus—vandens sasajos. Taigi
oligomerai susidaro tirpaluose ir daZniausiai tai yra dimerai arba tetramerai, kurie i$sidésto taip,
jog hidrofobinés baltymo dalys yra nepasiekiamos vandeniniam tirpikliui. Oligomeriniy formy

susidarymas ir tarpusavio konversija priklauso nuo monomery koncentracijos. Zinoma, $ios
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sgveikos turéty biti gana silpnos, taciau laikomos labai svarbiomis, nes prieSingu atveju
spontaniSkas hidrofobiny sluoksniy susidarymas bty létas procesas (Cox & Hooley, 2009).
Manoma, kad oligomerizacijos procesas lemia paciy hidrofobiny tirpuma, nepaisant jy
amfifiliSkumo, o energetiniai principai laikomi savaiminés agregacijos varomaja jéga (Lienemann
et al., 2013). Hidrofobiny kristalinése struktiirose molekuliy saveikos vyksta per hidrofobines
baltymo pavirSiaus dalis. Ortorombinéje baltymo kristalinéje struktiiroje pastebima glaudi sgveika.
Dvi asimetriniame vienete esancios molekulés sudaro sandariai susiglaudusj dimera, kuris
nepaslepia hidrofobiniy pavirSiaus sriciy, o iSlygiuoja juos vienoje dimero puséje. Kai $is
amififilinis dimeras yra prikibgs prie tetramero, turin¢io hidrofobine sgveika, jo padétis yra artima
dvejoms nedimerinéms molekuléms (tik Siek tiek pakreipus), kurios atsiranda 1§ dviejy skirtingy
sudedamyjy dimery. Pavyzdziui, monomerinis baltymas HFBII tirpale pirmiausia
oligomerizuojasi iki dimery, laikomy kartu hidrofobinés saveikos buidu, o véliau, sujungus du
dimerus, sudaro tetramerg. Tetrameras gali skilti iki dimero, kuris turi abiejy molekuliy
hidrofobines pavirSines dalis, iSsidésCiusias vienoje dimero puséje ir paruoStas sgveikauti su
hidrofobiniu pavirSiumi. Tuomet amfifilinis dimeras jtraukiamas ] agregata ant hidrofobinés—
hidrofilinés s3sajos arba (esant pertekliniam hidrofobino kiekiui) j fibriling struktiirg (Kallio,
Linder, & Rouvinen, 2007). Scheminis viso veikimo mechanizmo vaizdas parodytas 6 pav.

ORAS

Monosluoksnis

«4— Hidrofiliné dalis

“4—— Hidrofobiné dalis

\ —
[T}

Amfifilinis

74
V% == e

Hidrofilinis
tetrameras

Polimeras

6 pav. Funkcinio hidrofobiny mechanizmo schema. Monomerai multimerizuojasi j dimerus, i$
kuriy du sudaro tetramera. Tetrameras gali skilti | du naujus dimerus, kuriy hidrofobiniai
pavirsiaus plotai yra sulygiuoti. Sie amfifiliniai dimerai yra prie§ amfifilinio monosluoksnio
susidarymg hidrofobinéje—hidrofilinéje sgsajoje. Esant didelei koncentracijai, hidrofobiny
perteklius sudaro fibriliy (polimerines) struktiiras (pagal Kallio, Linder, & Rouvinen, 2007)
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1.3.6. A. fumigatus hidrofobinai

IS esmés egzistuoja trys pagrindinés charakteristikos, kurios apibtidina hidrofobinus:
aStuoniy cisteino liekany modelio buvimas, hidropatijos profilis ir geb¢jimas sudaryti arba
nesudaryti amiloidinius pluostus, padalijancius hidrofobinus j skirtingas klases. A. fumigatus
genome buvo nustatyti septyni galimi hidrofobiny genai, koduojantys RodA, RodB, RodC, RodD,
RodE, RodG ir RodF hidrofobinus. Sie baltymai turi nuo 125 iki 211 aminortig§éiy ir i$skyrus
RodD bei RodE, visi baltymai turi N-galo signalinj peptida. RodA, RodB ir RodC artimi
homologai su daugiau nei 40 % sekos padengimu ir 50 % panasumu tarp jy (Valsecchi etal., 2018).

Pla¢iausiai iStirtas A. fumigatus hidrofobinas yra RodA. Siuo metu yra nustatyta, jog
natyvus rekombinantinis baltymas RodA in vitro savaime agreguojasi j lazdelés formos struktiiros
sluoksnius, kuriy morfologija panaSi | matoma spory pavirSiuje. Natyviy disulfidiniy jungciy
integralumas yra biitinas, norint suformuoti Siuos sluoksnius tiek in vivo ir in vitro. Pati baltymo
RodA struktiira turi tipiska, hidrofobinams btidingg susilankstyma, iSsidésc€ius) aplink keturis

disulfidinius rysius, o B-cilindro Serdis yra apjungta dviem disulfidiniais rysiais (7 pav.).

ILE 114

7 pav. RodA baltymo tirpalo struktiiros vaizdas. Disulfidiniai ry$iai pazyméti zydra spalva,
B-klostés — raudona, o-spiralés — Zalia. Tarpcisteininés kilpos regionai paZzyméti mélyna
spalva. Svarbiis RodA agregacijos lickanos pazymétos purpurinés spalvos sferomis. Cisteinai
Zymimi pagal atitinkama vietg sekoje (de Francisco, 2021)

Baltymy dinamikos analizé °N relaksacijos biidu atskledé, kad struktiiros Serdis standi,
baltymo N-galiné sritis yra netvarkinga ir Cys4-Cys5 bei Cys7-Cys8 tarpcisteininés kilpos sritys
yra lanksc¢ios. Baltymo pavirSius turi amfifilini pobiidj su dviejomis hidrofobinémis démeémis
Siuose dinaminiuoSe regiuonuose, taip pat ir Cys3-Cys4 regione. Taskiné mutacijy analizé parodé

6 hidrofobines liekanas Cys7-Cys8 ir Cys4-Cys5 lanksCiose srityse, kurios stabdo skaiduly
29



susidaryma in vitro bei buvo jrodyta, kad mutacijos dviejose i$ $iy pozicijy taip pat stabdo lazdelés
formos struktiiry susiformavimg spory pavirsSiuje (de Francisco, 2021).

RodA antrinés strukttros, disulfidiniy jungciy topologijos ir sekos panasumo lygmuo
atskleidzia, kad RodB ir RodC hidrofobiny monomerai, kaip ir RodA monomerai, turi B-cilindro
forma, organizuota aplink disulfidinius rySius, kurie pasizymi tipiska hidrofobiniy baltymy
topologija (Kwan et al., 2006). Buvo manoma, jog Sie trys hidrofobinai turi C-galinj
glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkarg, kuris gali lemti jy ry$j su lgsteliy sienele, tyrimai
atskleidé, jog hidrofobinai RodA, RodB ir RodC i§ tiesy néra pritvirtinti prie GPI. Nors numatoma,
kad jy skilimo vieta tarp cisteino lickany yra biitent Cys7-Cys8 tarpas, tai suardyty konservatyvia
disulfiding jungtj, kuri svarbi $iy baltymy struktarai (Pille et al., 2015).

RodD, RodE, RodF ir RodG turi labai maza panasuma tarpusavyje ir su RodA, RodB bei
RodC baltymais. RodD turi keleta nejprasty savybiy, deél kuriy Sio baltymo klasifikacija kaip
hidrofobino yra priestaringa. Sis baltymas neturi sekrecijos signalo, turi itin trumpa Cys3-Cys4
kilpg ir labai ilga C-galing uodega (132 aminoriigsciy liekanos) po Cys8, pasiZymi netipiSku
hidropatijos profiliu, rodan¢iu labai hidrofiliSkg Cys7-Cys8 sritj, prieSingai nei I ir II klasés
hidrofobinuose. Bene svarbiausias bruozas, jog jame triikksta vieno cisteino — Cys3 arba Cys4,
atsizvelgiant | padétj. Disulfidinio rySio nebuvimas tarp cisteino liekany Cys3-Cys4 visiSkai
sutrikdyty hidrofobinams btidinga B-cilindro Serdj, kurios stabilumg palaiko S-S ry$iai. Tuo tarpu
RodF ir RodG baltymai turi signalinj peptida ir astuoniy cisteino lickany modelj (Valsecchi et al.,
2018).

Baltymas RodE turi tris papildomus cisteinus, du i§ jy budingo hidrofobiny astuoniy
cisteino lickany modeliai. Sis baltymas taip pat neturi signalinio peptido ir anks¢iau buvo
iSbrauktas i$ hidrofobiny Seimos (Jensen et al., 2010). Taciau jo hidropatijos profilis yra i§saugotas
I klasés hidrofobiny RodA, RodB ir RodC. D¢l §ios priezasties ir dél to, kad RodE susilankstymas
gali sutalpinti papildomus cisteinus, Sis baltymas jvardijamas kaip numanomas I klasés

hidrofobinas (Valsecchi et al., 2018).

1.3.7. Amiloidinés fibrilés

Amiloidinés fibrilés yra savaime susitelkiancios gijos, paprastai 0,1-10 mm ilgio ir
mazdaug 10 nm plocio, susidarancios spontaniskai agreguojant jvairiems peptidams ir tirpiems
baltymams (Tycko, 2004). Amiloidinés fibrilés nuséda tarplagsteliniu badu audiniuose. Yra
manoma, kad jos turi patogeninj poveikj. Fibriliniai mazgai i§ prigimties yra stabills, o
struktiriniai tyrimai atskleidé, kad juos daugiausiai sudaro  klostés struktiira, kuriai biidinga

kryzminé  konformacija. Neseniai buvo nustatyta keletas funkciniy amiloidy pavyzdziy, jskaitant
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melanosomy, Curli (amiloidinio baltymo, sintetinamo enterobakterijy) ir hidrofobiny
sudedamasias dalis (Rambaran & Serpell, 2008).

Yra nemazai baltymy, kurie savo biologinei funkcijai atlikti naudoja amiloiding fibriling
formg. Siais laikais aprasyty funkciniy amiloidy tikriausiai yra daugiau nei su ligomis susijusiy
amiloidy. Funkciniai amiloidai i§ tiesy buvo aptikti trijuose gyvybés domenuose — bakterijose,
archéjose ir eukariotuose, jskaitant Zmones (Sanna, 2006). Siuose organizmuose aptinkami
funkciniai amiloidai paprastai yra nepatogeniniai. Pavyzdziui, Curli yra funkcinis pluostas,
randamas bakterijy, tokiy kaip E. coli, pavirsiuje. Sio baltymo skaidulos yra struktiriskai panasios
1 amiloidg ir susidaro i§ baltymo, vadinamo CsgA. Fibrilizacija kruopsciai reguliuoja baltymy
aparato kompleksas. Pelésiniy gryby sintetinami hidrofobinai oro ir vandens sgsajose agreguojasi
1 pluostus, kuriuose gausu B klos¢iy, ir manoma, kad jos atlieka apsauginj vaidmenj. Mieliy prionai
atlieka funkcinj vaidmenj, sudarydami citoplazminius fibrilinius mazgus, kurie gali bti susije su
paveldimos informacijos perdavimu (Rambaran & Serpell, 2008). Apskritai, amiloidai gali atlikti
svarbius fiziologinius vaidmenis, kurie gali biiti strukttriniai, modeliniai, sukibimo, biofilmy ir
tarplgstelinés matricos formavimo, reguliavimo ir kt. baltymy forma (Sanna, 2006). Daugiau

funkciniy amiloidy, kuriuos galima aptikti gamtoje, pavyzdziy pateikta 1 lentel¢je:

1 lentelé. Funkciniy amiloidy, kuriuos galima rasti gamtoje, pavyzdziai (pagal Sanna, 2006)

Rasis Organizmo tipas  Baltymas Funkcija
Mycobacterium Bakterija MTP Adhezijai, biofilmo suformavimui,
tuberculosis tarplgsteliniam rySiui
Escherichia coli Bakterija Curli Adhezijai ir biofilmo suformavimui
Bacillus subtilis Bakterija TasA Kolonijy biofilmo suformavimui
Methanosaeta Archéjos MspA Lastelés sienelés sudétinis baltymas

thermophila ir

Methanospirillum

hungatei
Aspergillus Pelésinis grybas RodA Prikibimui prie pavirsiy, oriniy hify
fumigatus susiformavimui ir pavir$iy jtempimo
modifikacijai
Saccharomyces Mielés Ure2p Azoto katabolizmui
cerevisiae
Pelé, Zuvis, Gyviinai ZP baltymai  Amiloidinés matricos suformavimas
Silkiné kandis (ZP1-zP3) apie oocitus
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Visi gyviinai Gyvinai Pmell7 Sablonas melanino sintezés metu

melanosomoje

Hevea Augalas REF Latekso komponentas

brasiliensis

Ankstyvieji amiloidiniy fibriliy rentgeno spinduliy difrakcijos tyrimai, atlikti Bonar et al.,
1967 metais parodé paprastus modelius, kuriuose pastebéta, jog amiloidiniy fibriliy struktiirg
sudaro 4,7-4,8 A skersmens ir 10 A ilgio subvienetai. Jie badingi kryzminei p-struktirai, kurioje
polipeptidiné grandiné yra suskirstyta j B-klostes, iSdéstytas lygiagreciai fibrilés aSiai, o juos
sudarancios B-gijos yra statmenos fibrilés asiai (8 pav). D¢l Sio iSskirtinio skaiduly difrakcijos
modelio amiloidozés buvo vadinamos B-fibrilozémis, o Alzheimerio ligos fibriliy baltymas buvo
pavadintas B-baltymu, kol dar nebuvo Zinoma jo antriné struktira. Badingas kryZzminés -
struktiiros difrakcijos modelis kartu su fibriliy i§vaizda ir tinklinémis savybémis dabar yra

priimtini diagnostiniai amiloidozés pozymiai ir jie parodo, kad fibrilés, nors ir suformuotos i§ gana

skirtingy baltymy pirmtaky, turi tam tikrg struktiirinj panasuma (Sunde et al., 1997).

=3

15 A
24 B gijos

e
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8 pav. Bendrosios amiloidinés fibrilés struktiiros modelis. Keletas § klos¢iy
(skirtingomis spalvomis c¢ia pazymétos keturios) sudaro protofilamento
struktiira. Sios klostés yra lygiagregios protofilamento asiai, o jy komponenty
B gijos yra statmenos fibrilés asiai. [prastai sukant B gijas, p klostés sukasi
aplink bendra spiraling a§j, kuri sutampa su protofilamento aSimi ir pateikia
24 B gijy pasikartojima (pagal Sunde et al., 1997)

e,
 J

Amiloiduose hidrofobinés liekanos daugiausia susikaupusios pluosto Serdyje, o

hidrofilinés jkrautos lieckanos nukreiptos j tirpiklj. Sis i§déstymas laikomas tarp visy subvienety
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gijy, kad jkrovos balansas biity pastovus ir stabilus. Didelis pagrindiniy vandeniliniy jungciy
skaiCius ir hidrofobinés sgveikos tarp papildomy Soniniy grandiniy yra didelio amiloidiniy
skaiduly stabilumo ir stiprumo priezastis. Jrodyta, kad didelis tarpmolekuliniy vandeniliniy
jung¢iy tinklas gali suteikti amiloidams mechaninj stipruma, prilygstantj plienui (de Francisco,
2021).

Anks¢iau minéta hidrofobiny lazdelés formos struktiira savo antrinéje struktiiroje turi 3
Kloste ir B gijas, esancias sta¢iu kampu iSilgai ilgosios aSies atzvilgiu. Dél Sios priezasties ir $i
struktlira yra laikoma amiloidine (Ball, Kwan, & Sunde, 2019). Lazdelés formos struktiiros,
nudazytos Kongo raudonu dazu, suteikia spalva, kuri biidinga nudazytoms amiloidinéms fibriléms,
o ziedinio dichroizmo duomenys rodo, kad lazdelése yra didelis kiekis B klos¢iy — tai atskleidzia
fakty, jog lazdelés formos struktiros ir amiloidinés fibrilés turi bendry struktiiriniy savybiy. II
klasés hidrofobiny formuojami sluoksniai yra ne tokie tvirti ir jiems triksta I klasés hidrofobiny
lazdelés formos struktiiros morfologijos (Kwan et al., 2006).

Tyréjai pateiké spektroskopiniy jrodymy, kad baltymo SC3 lazdelés formos struktiiry
agregacija sukiiré | amiloidg panasig struktiirg ir baltymo EAS struktiiros forma yra funkcinis
amiloidas. Rekombinantiniy hidrofobiny, tokiy kaip RodA, RodB ir RodC i§ A. fumigatus ir
MPG1, DewA ir EASDI15 tyrimai atskleide, kad visi Sie hidrofobinai, iSskyrus RodC, gali biiti
suaktyvinti in vitro j fibriling forma, kurioje yra daug  klos¢iy. Taciau struktiros, gautos in vitro
kai kuriomis dalimis gali skirtis, pavyzdziui, Soniniu jpakavimu, nuo ty, kurios gaunamos in situ
ant spory, nes tiksliai sgveikaujanc¢io pavirSiaus pobiidis néra atkartotas ir formavimosi kinetika
gali buti pazeista. Nors pagrindiné struktiriné Serdis yra ta pati, morfologiniai skirtumai
dazniausiai pastebimi tarp amiloidiniy fibriliy, gauty in vitro ir ty, kurios yra biologiniame

kontekste (Ball et al., 2019).

1.3.8. Hidrofobiny biotechnologinio pritaikymo perspektyvos

Bene pagrindiné baltymy hidrofobiny savybé yra jy geb¢jimas spontaniSkai prikibti prie
visy tipy pavirsiy, suformuojant amfifiling membrang. Sj procesa nulemia ypatinga bifukcniné
molekuline struktiira su hidrofiline ir hidrofobine pusémis (9 pav.). D¢l Sios priezasties
hidrofobinai gali prikibti prie hidrofiliniy pavirS$iy savo hidrofiline puse bei ant hidrofobiniy
pavirSiy savo hidrofobine puse — taip Sie baltymai gali stipriai paveikti ir pakeisti substrato
savybes. Be S§ios pagrindinés savybés hidrofobinai pasizymi netoksiSkumu ir biologiniu
suderinamumu (Opwis & Gutmann, 2011). Hidrofobiny sukibimas ir savarankiSkas susirinkimas

hidrofobinése—hidrofilinése sgsajose pavaizduotas 9 pav. b—d dalyse.
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wssvsvsvy

A A A A A A 4 AA

Hidrofobino molekuliy
iSsidestymas ant
hidrofilinio pavirSiaus

: _(c) -
Hidrofobino molekuliy
iSsidéestymas ant
hidrofobinio pavirSiaus

(d)
Hidrofobino molekuliy
iSsidestymas ant hidrofobinio
oro burbuliuko arba aliejaus
laSiuko vandenyje

9 pav. Schematiskai pavaizduotas hidrofobiny
molekuliy iSsidéstymas ant jvairiy hidrofobiniy ir
hidrofiliniy substraty (pagal Opwis & Gutmann, 2011)

Hidrofobinai tapo naudojami kosmetikos pramonéje. Dazna plaukams gydyti skirty
produkty problema yra ta, kad jie nepakankamai gerai prikimba ar susigeria ] plaukg bei yra
lengvai paSalinami iSplovus Sampiing. Yra jrodymy, kad hidrofobinai gali pagerinti produkto
savybes padedant geriau prikibti prie plauko molekuléms. Hidrofobinai taip pat gali biti
naudojami kremy ir tepaly emulsijoms stabilizuoti. Yra zinoma, kad hidrofobiny agregacija
hidrofobiniy—hidrofiliniy skys&iy sasajoje gali stabilizuoti emulsijas. Si savybé gali biiti naudinga
ir farmaciniams tikslams bei maisto pramonei, kur tam tikroms formuléms ir sudedamosioms
dalims reikia stabiliy emulsijy (Hektor & Scholtmeijer, 2005).

Sparciai augant biojutikliy naudojimui, atsirado biitinybé padidinti jy jautrumg. Bendra
biojutikliy su imobilizuotais fermentais problema yra ant pavirsiy suriSty baltymy denatiiracija
(Khalesi et al., 2012). Biomolekulés dazniausiai yra hidrofilinés ir norint jas imobilizuoti, reikia
labai hidrofiliniy pavirSiy. Amfifiliné struktiira padeda hidrofobinams lengvai savarankiskai
agreguotis ant santykinai hidrofobiniy pavir§iy ir pagerinti pavirSiaus hidrofiliskuma — tai
palengvina tolesne¢ biomolekuling imobilizacija. Be to, turédama didelj biologinj suderinamuma,
hidrofobiny matrica gali gerai iSsaugoti imobilizuoty biomolekuliy biologinj aktyvumg (Z. Zhao
et al., 2009). Fermentai gali buti imobilizuojami kovalentiskai arba nekovalentiskai ant

hidrofobiny dangos kaip sulieti baltymai. Pavyzdziui, neseniai buvo sukurtas naujas
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nekovalentinis metodas keliy sieneliy anglies nanovamzdeliy (MWNT) funkcionalizavimui
naudojant hidrofobing HFBI. D¢l amfifilinés prigimties HFBI gali buti prijungtas prie MWNT
pavirsiaus, kad susidaryty HFBI-MWNT nanokompozitai, turintys tinkamga dispersija vandenyje.
Toks biojutiklis pasizyméjo dideliu jautrumu, tur¢jo platy linijinj diapazona, zemg aptikimo riba
ir greitg gliukozes aptikimo reakcija, o tai reiskia, kad HFBI-MWNT nanokompozitiné plévelé
suteikia didelj pranaSumg kuriant biojutiklius (Khalesi et al., 2012).

Geb¢jimas imobilizuoti baltymus ant pavirSiy skatina medicininiy implanty integracijg }
audinius, o tai uztikrina geresnj stabiluma ir suderinamuma. Jrodyta, kad hidrofobinai, tokie kaip
SC4 ir sukonstruota baltymy inZinerijos metodais baltymo TrSC3 forma, pagerina hidrofobiniy
pavirsiy, tokiy kaip teflono, hidrofiliskuma. Sios dangos padidina peliy fibroblasty L292 lasteliy
pavirSiaus sukibima, palyginus su nepadengtu teflonu. Kiti pavyzdziai, apimantys lasteles, yra
funkcionalizuotos baltymo DewA dangos, buvo sukurtos suliejus seky suriSimo vietas i
fibronektino (DewA-RGD) ir laminino globulinio domeno (LG3). Jie buvo panaudoti titano
pavirSiams padengti, siekiant sustiprinti mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy, osteoblasty,
fibroblasty ir chondrocity sukibimg. Svarbu tai, kad hidrofobiny dangos nepadidino bakterijy
Staphylococcus aureus sukibimo. Mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy sukibimas su titanu buvo
sustiprintas nepadidinant bakterinés infekcijos rizikos (Boeuf et al., 2012; Lo, 2018).

Kalbant apie farmacin] Siy baltymy panaudojimg, hidrofobiniy vaistiniy preparaty
formulavimas yra jdomi alternatyva tradiciniams metodams, nes §i formulé yra generiné ir joje
kaip pagalbiné medziaga yra tik netoksiskas baltymas. Paprastas paruoSimas kartu su galimybe
atlikti nedidelio masto eksperimentus leidzia pritaikyti hidrofobiny kompozicijas potencialiy
vaisty kandidaty atrankai didelio naSumo sarankoje. Be to, hidrofobiny savarankiskos agregacijos
savybés leidzia juos naudoti vandenyje netirpiy vaisty, skirty vartoti per burng, formulése.
Pridedant baltymo SC3 | vaisto suspensija, hidrofobiniy vaisty ciklosporino A ir nifedipino
biologinis pricinamumas padidéjo atitinkamai du ir $esis kartus (Khalesi et al., 2012).

Hidrofobinai gali buti naudojami ir jvairiais kitais tikslais. Tai, kad hidrofobinai néra
toksiski (jy praryja zmonés valgydami grybus ir gryby fermentuotg maistg), nei citotoksiski ar
imunogeniski, parodo, jog juos galima saugiai naudoti medicinos ir maisto reikméms. Visi
hidrofobinai, kaip jau buvo minéta anks¢iau, savarankiSkai agreguojasi hidrofilinése—
hidrofobinése sgsajose, taciau jy vandenyje tirpiy formy ir rinkiniy savybés skiriasi. Pavyzdziui,
skiriasi [ ir II klasés hidrofobiny tirpumas ir stabilumas. Be to, skiriasi ir agregacijos kinetika bei
hidrofiliSkumo laipsnis abiejose hidrofilinés—hidrofobinés sasajos pusése. Taigi, atsizvelgiant |
taikymo reikalavimas, galima pasirinkti tam tikrg I arba II klasés hidrofobing. Biofizines ir
biochemines hidrofobiny pléveliy savybes galima optimizuoti taikant geny inzinerija arba

pridedant pavir§inio aktyvumo medziagy dengimo metu. Verta paminéti ir tai, kad daugumos
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hidrofobiny sintezés iSeiga néra didele, o tai 1§ esmés trukdo juos naudoti medicinoje ir techninése

srityse (Wosten & Scholtmeijer, 2015).
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2. Medziagos ir tyrimo metodai

2.1. Naudotos medZiagos ir prietaisai

2.1.1. Reagentai ir medZiagos

Tiriamojo darbo metu naudoti reagentai ir medZiagos pateiktos 2 lenteléje:

2 lentelé. Eksperimento metu naudoti reagentai ir medziagos

Reagentai ir medziagos Tiekéjas
Bulviy dekstrozés agaras, peptonas, salyklo ekstraktas, etidzio bromidas, | Sigma Aldrich
N-aminas, gliukozé, karbamidas, Triton X-100, redukuotas glutationas,
oksiduotas glutationas, Tioflavinas T, Gliukozés oksidazé i§ Aspergillus
niger
Mieliy ekstraktas Oxoid
Agaras, kanamicinas Formedium
Natrio chloridas, akrilamido-bisakrilamido 29:1 tirpalas, amonio Carl Roth
persulfatas (APS), izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG), CaClz,
NiCl2, TRIS-HCI, B-merkaptoetanolis, NasPOs-12H:0, fosforo riugstis
Etanolis 96 % Stumbras

10X DreamTaq Green Buffer, 25 mM dNTP Mix, DreamTaq™
polimeraz¢ (5 U/ul), 50X TAE buferinis tirpalas, vanduo be nukleaziy,
TopVision agarozeés tabletés, Gene Ruler DNA Ladder Mix molekulinis
zymuo, 6X DNA Loading Dye dazas, 10X FastDigest Green Buffer,
SuperScript IV RT Mix, 2X Platinum SuperFi RT-PCR Master Mix,

Unstained Protein Molecular Weight Marker molekulinis Zymuo

Thermo Fisher

Scientific

Ampicilinas Balkanpharma
Imidazolas Alfa Aesar
CBB R-250, CBB G-250, tetrametiletilendiaminas (TEMED) AppliChem
Glicerolis, CuSOa4-5H20, ZnSO4-7H20, CH3COONa, acto ragstis Reachim
Natrio laurilsulfatas (SDS) Bio-Rad
Bromfenolio mélis Fluka

D(+)-gliukozés monohidratas

VWR Chemicals
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2.1.2. Naudoti rinkiniai

Tiriamojo darbo metu naudoti rinkiniai ir jy gamintojai pateikti 3 lenteléje:

3 lentelé. Eksperimento metu naudoti rinkiniai

Rinkinio pavadinimas Gamintojas

»PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit®, ,,SuperScript™ IV  Invitrogen
One-Step RT-PCR System*

,DreamTaqg Green DNA Polymerase*, ,,GeneJET Gel Extraction and  Thermo Fisher
DNA Cleanup Micro Kit®“, ,,CloneJET PCR Cloning Kit*, ,,GeneJET  Scientific
Plasmid Miniprep Kit“, ,,FastDigest Xbal, ,,FastDigest Bgll“

,»QUICK-RNA™ MiniPrep* Zymo Research

2.1.3. Mitybinés terpés ir tirpalai

Tiriamojo darbo metu naudoti tirpalai ir jy sudétis pateikti 4 lenteléje:

4 lentelé. Eksperimento metu naudoti tirpalai bei jy sudétys

Tirpalo pavadinimas Sudétis
Agarozeés gelis 1 % arba 3% agarozé, 1X TAE buferinis tirpalas
Amonio persulfato tirpalas 10 % amonio persulfatas, dejonizuotas vanduo
Ampicilino tirpalas 100 mg/ml ampicilinas, dejonizuotas vanduo

Baltymy elektroforezés gelio dazas 1 g/l CBB R-250, 400 ml etanolio, 100 ml ledinés
acto rugsties, galutinis tiiris — 1 litras, privedama

dejonizuotu vandeniu

Blukalas 100 ml ledinés acto riigsties, 300 ml etanolio,
galutinis taris — 1 litras, privedama dejonizuotu

vandeniu

Bradfordo reagentas 100 mg/l CBB G-250, 50 ml etanolis, 93.43 ml 85 %

H3POa, galutinis taris — 1 litras, privedama

dejonizuotu vandeniu

CaCl: tirpalas 0,1 M CaClz, dejonizuotas vanduo

Chromatografinés kolon¢lés 20 mM TRIS-HCI, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA,

Hhuregimo* buferinis tirpalas, pH 7,4  dejonizuotas vanduo
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Dializés buferinis tirpalas, pH 5

100 mM NaCl, 50 mM CHsCOONa, 10 mM
redukuotas glutationas, 1 mM oksiduotas glutationas,

dejonizuotas vanduo

Eliucijos buferinis tirpalas, pH 7,4

20 mM NazPO4-12H20, 500 mM NacCl, 500 mM
imidazolas, 8M karbamidas, 5 mM B-

merkaptoetanolis, dejonizuotas vanduo

Etanolio tirpalas (20 %)

96 % etanolio skiedziama dejonizuotu vandeniu

Etidzio bromido tirpalas

0,5 mg/1 etidzio bromido, dejonizuotas vanduo

IPTG tirpalas

500 mM IPTG, dejonizuotas vanduo

Kanamicino tirpalas

50 mg/ml kanamicinas, dejonizuotas vanduo

Lizés buferinis tirpalas I, pH 8

50 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl,
0,5 % Triton X-100, dejonizuotas vanduo

Lizés buferinis tirpalas II, pH 8

20 mM TRIS-HCI, 10 mM imidazolas, 300 mM

NaCl, dejonizuotas vanduo

Lizés buferinis tirpalas III, pH 8

20 mM TRIS-HCI, 10 mM imidazolas, 300 mM
NaCl, 1% Triton X-100, dejonizuotas vanduo

Lizés buferinis tirpalas IV, pH 8

20 mM TRIS-HCI, 10 mM imidazolas, 300 mM

NaCl, 8M karbamidas dejonizuotas vanduo

Mikroelementy pradinis tirpalas

5 g/l CuS04-5H20, 1 g/l ZnSO4-7H20, dejonizuotas

vanduo

Natrio dodecilsulfato tirpalas

10 % natrio dodecilsulfatas, dejonizuotas vanduo

NiClz tirpalas

0,1 M NiClz, dejonizuotas vanduo

Prisijungimo buferinis tirpalas, pH 7,4

20 mM NasP0O4-12H20, 0,5 M NaCl, 30 mM
imidazolas, 8 M karbamidas, 5 mM -

merkaptoetanolis, dejonizuotas vanduo

TRIS buferinis tirpalas, pH 6,8 arba
pH 8,8

0,5M (pH 6,8) arba 1,5 M (pH 8,8) TRIS, pH
privedamas HCI, galutinis tiiris privedamas

dejonizuotu vandeniu

5X pavyzdzio buferis

800 mg SDS, 2,5 ml 1,0 M TRIS-HCI, pH 6,8, 4 ml
glicerolio, 0,1 ml 1 % bromfenolio m¢lio, 2 ml B-

merkaptoetanolio

1X TAE buferinis tirpalas

50 X TAE buferinis tirpalas skiedziamas dejonizuotu

vandeniu
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Eksperimento metu naudotos mitybinés terpés ir jy sudétys pateiktos 5 lentel¢je:

5 lentelé. Eksperimento metu naudotos terpés bei jy sudétys

Mitybinés terpés pavadinimas Sudétis

Blakeslee s salyklo ekstrakto agaras (MEADI) 1 ml/l mikroelementy pradinis tirpalas, 50 g/l
salyklo ekstraktas, 1 g/l N-aminas, 20 g/l

gliukoze, 20 g/l agaras, distiliuotas vanduo.

Bulviy dekstrozés agaras (PDA) 39 g/l bulviy dekstrozés agaro, dejonizuotas
vanduo
Luria-Bertani terpé (LB) 10 g/l peptonas, 5 g/l mieliy ekstraktas, 10 g/l

natrio chloridas, distiliuotas vanduo. Jei reikia

pridedama ampicilino arba kanamicino

2.1.4. Kamienai ir plazmidés

Tiriamojo darbo metu naudoti kamienai ir jy Saltinis pateikti 6 lentel¢je:

6 lentelé. Eksperimento metu naudoti kamienai

Kamienas Saltinis
E. coli DH10pB VGTU, Chemijos ir bioinzinerijos katedra
E. coli BL21 (DE3) VGTU, Chemijos ir bioinzinerijos katedra
Nezinomy riiSiy pelésiniai grybai VGTU, Chemijos ir bioinzinerijos katedra

Tiriamojo darbo metu naudota ENA-pSUMO plazmidé, gauta i§ NovoGen. Plazmidé
susideda i§ bakterinio indukuojamo ekspresijos vektoriaus ,,Champion™ pET SUMO®, kuris turi
histidino ir SUMO (mazo0, j ubikviting panasaus baltymo) zymes. SUMO zymé yra ypatinga tuom,
jog gali padidinti tikslinio baltymo tirpumg. Vektoriuje jklonuotas RodA baltyma koduojantis

genas.

2.1.5. Pradmenys

Tiriamojo darbo metu naudoti pradmenys pateikti 7 lenteléje:
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7 lentelé. Eksperimento metu naudoti pradmenys ir jy sekos

Pradmuo 5¢>3¢seka
ITS1_ FW TCC GTA GGT GAACCTGCG G
ITS4 RV TCCTCCGCTTATTGA TAT GC

RodA1_FW  GCT GGC AAT GGT GGC AA

RodA2_RV  AGG GCA ATG CAA GGA AGACC

rodA_FW

ATGAAGTTCTCTTTGAGCGCTG

rodA_ RV

TTACAGGATAGAACCAAGGGCAATG

2.1.6. Naudoti prietaisai

Tiriamajame darbe naudoti prietaisai ir jy gamintojai pateikti 8 lenteléje:

8 lentelé. Eksperimento metu naudoti prietaisai

Prietaisas

Gamintojas

Afininés chromatografijos kolonéles

HisTrap™ High Performance

GE Healthcare

Analitinés svarstyklés ME204

Metter Toledo

Analitiné potenciostato sistema

Bioanalizés sistemos

Autoklavas Steriltechnik ECO 135

Laboklav

Automatinés pipetes 10 pl, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1000 pl

Eppendorf, Orange Scientific

Aukso elektrodas

BASI®

Centrifuga 5418 R

Eppendorf

Centrifuga FastGene NG002B

NIPPON GENETICS EUROPE

Centrifuga 2-16P ir 2-16KL

Sigma

Fluorimetras AMINCO-Bowman®

Series 2

Thermo Spectronic

Geliy dokumentavimo sistema
MiniBIS 16 mm

DNR Bio-imaging Systems

Horizontalios elektroforezés aparatas

MultiSUB MIDI

Cleaver

Inkubatorius su purtykle Innova 44

New Brunswick

Laminaras Mars Safety Classe 2

Scanlaf
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Ledo gaminimo masina Scotsman
Magnetiné maisyklé C-MAG HS 7 IKA

Magnetiné maiSyklé ARE VELP Scientifica
Mikrobangy krosnelé Sharp

Orinis termostatas MKR13 DITABIS

Peristaltiné pompa Pump P-1

Pharmacia Biotech

Spektrofotometras Genesys 10S UV-
Vis

Thermo Scientific

Spektrofotometras Spectroquant Merck
Pharo 100

Svarstyklés EG 2200-2NM KERN
Stikurinis maiSytuvas Multi-Vortex ~ Biosan

V-32

Saldytuvas su aldymo kamera

Snaige, Whirpool

Termomikseris Thermomixer Eppendorf
Compact
Termocikleris T-personal Biometra

Termocikleris G-Storm GS1

Agilegene Technologies

Termostatas Microprocessor Control
MPC

Huber

Vertikalios elektroforezés aparatas

Cleaver Scientific Ltd

Termostatas Unimax 1010 Heidolph
Termostatas FC-B2V-M/FC 111 Friocell
Transiliuminatorius 2011 LKB
MACROVUE

Ultragarso homogenizatorius Cole Parmer
Vandens vonia 1083 GFL

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Nezinomos rusies pelésinio grybo iSskyrimas iki pavienés kultiiros

IS VGTU Chemijos ir bioinZinerijos katedros gauta Iékstelé su nezinomy rtsiy pelésiniais

grybais, augusiais ant biokompozitiniy ploks$¢iy su pluostiniy kanapiy spaliy uzpildu, panaudota
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pavienés kultiiros atskyrimui. Atsitiktinai pasirinkta pelésinio grybo kultiira i§ gautos 1ékstelés
persé¢jama keleta karty ant PDA ir MEADI terpiy tol, kol buvo matoma paviené nezinomo pelésinio
grybo kulttra pagal morfologinius pozymius. Tarp pers¢jimy buvo 5—7 dieny skirtumas, kulttros

augintos 25 °C temperatiiroje.

2.2.2. Genominés DNR i$skyrimas

Nezinomos rusies pelésinio grybo genominé DNR buvo i$skiriama naudojant ,,PureLink™
Microbiome DNA Purification Kit*“ rinkinj i§ Invitrogen pagal gamintojo pateikta protokola.
ISskyrimui buvo naudotos dvi pelésiniy gryby kulttiros, tarp kuriy auginimo buvo 7 dieny
skirtumas, siekiant patikrinti, ar augimo trukmeé turi jtakos genominés DNR i§skyrimui. Dalis ant
agarizuotos terpés iSaugusiy kultiry buvo nuimamos steriliu skalpeliu bei atsveriamos po 0,2
gramo. Véliau atsvertos kultiros buvo perkeltos | genominés DNR iSskyrimo rinkiniui
priklausancius ,,BeadTube* tipo mégintuvélius, kuriy pagalba jos suardomos. Suardytos kultiiros

toliau naudojamos genominés DNR iSskyrimui.

2.2.3. Genominés DNR padauginimas PGR metodu

PGR reakcija yra skirta DNR fragmenty padauginimui in vitro. Norint padauginti
konkre¢ig DNR dalj, reikia naudoti specifinius pradmenis. Po PGR reakcijos gaunama susintetinta
komplementari DNR seka. Baigiamajame magistro darbe buvo naudoti universaltus ITS1 ir ITS4
pradmenys, siekiant padauginti ITS regiona, bei baltymg RodA koduojancio geno padauginimui
skirti pradmenys RodALl ir RodA2.

Pirmiausia i§ standartinio pradmeny tirpalo, kurio koncentracija yra 100 pM, pagaminamas
darbinis tirpalas. Darbinio tirpalo koncentracija yra 10 puM. Skiedimui naudotas vanduo be
nukleaziy. PGR reakcijai naudojama genominé DNR, iSskirta i§ nezinomos riiSies pelésinio grybo.
Paruosiamas 50 pl reakcijos miSinys, kurj sudaro 5 pul 10X DreamTaq Green buferinis tirpalas, 5
pl 2 mM dNTP miSinys, po 1 pl tiesioginio ir griztamojo pradmeny, 5 pl i§skirta genomin¢ DNR,
1 pl DreamTaqg polimerazés ir 32 pl vandens be nukleaziy. ParuosStas reakcijos miSinys
vorteksuojamas, perkeliamas j termociklerj ir reakcija paleidziama. Optimizuoti termociklerio
parametrai skyrési siekiant padauginti konkrety DNR regiong. PGR salygos pagal naudotus
pradmenis pateiktos 9 lentel¢je. Gauti PGR produktai tikrinti agaroziniame gelyje atliekant

elektroforezg.
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9 lentelé. PGR salygos pagal naudotus pradmenis

ITSL1ir ITS4 pradmenys  RodALl ir RodA2 pradmenys

Pradiné denatiiracija 94 °C, 1 minuté 95 °C, 5 minutés
Denatiiracija 94 °C, 1 minuté 95 °C, 30 sekundziy
Specifinis pradmeny prilydimas 51 °C, 1 minuté 53 °C, 30 sekundziy
DNR sintezé 72 °C, 1 minuté 72 °C, 1 minuté
Paskutinio ciklo DNR sintezé 72 °C, 8 minutés 72 °C, 5 minutés
Cikly skaicius 35 35

2.2.4. Horizontali elektroforezé

Paruosiamas 1 arba 3 % agarozés gelis, iSstirpinant vieng ,, TopVision‘ agarozés tablete 50
ml 1X TAE buferiniame tirpale. Gautas tirpalas Sildomas mikrobangy krosnelgje tol, kol pasidaro
skaidrus. Paruostas gelis supilamas j formele, jstatomos Sukutés Sulinéliams. Sustingus geliui
Sukutés palengva iSimamos ir visa formel¢ kartu su geliu perkeliama j horizontalios elektroforezés
aparatg, uzpildytg 1X TAE buferiniu tirpalu. | gelyje esancius Sulinélius suleidziami méginiai po
5 ul, jei reikia, jie yra nudazomi 5:1 santykiu (5pul méginio ir 1 pul 6X DNA Loading Dye dazo).
Greta méginiy j vieng Sulinélj suleidziamas molekulinis zymuo GeneRuler Ladder Mix, jog biity
galima nustatyti suleisty méginiy dydzius. Elektroforezé vykdoma 45 minutes, esant 120 V
jtampai. Po elektroforezés gelis iSimamas ir perkeliamas j vonel¢ su etidzio bromido tirpalu
kelioms minutéms. Gelis tikrinamas ultravioletingje (UV) Sviesoje naudojant geliy

dokumentavimo sistemg ir GelCapture programing jrangg.

2.2.5. PGR produkto gryninimas, ligavimas j pJET1.2 vektoriy ir klonavimas

Gauti PGR produktai valomi naudojant ,,GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro
Kit“ i§ Thermo Fisher Scientific pagal gamintojo pateiktg protokolg. Véliau isgryninti PGR
produktai dar kartg patikrinami agaroziniame gelyje vykdant elektroforeze, siekiant jsitikinti, kad
PGR produktas liko méginyje. Isgryninus PGR produktus atliekamas ligavimas ir klonavimas
naudojant ,,CloneJET PCR Cloning Kit* rinkinj i§ Thermo Fisher Scientific pagal gamintojo
pateiktg protokolg. Pirmiausia atlickama galy bukinimo reakcija, kurios metu gaunami fragmentai,
savo galuose neturintys nesuporuoty baziy pory arba iSsikiSimy. Galy bukinimo reakcija atlikta
todél, nes PGR reakcijoje naudota DreamTaq polimerazé. Galiausiai paruosti fragmentai liguojami

1 pJET1.2 klonavimo vektoriy ir padauginami.

44



2.2.6. Kompetentiniy Escherichia coli Iasteliu paruoSimas

Pirmiausia uzsé¢jama naktiné kulttira ;] 100 ml skystos LB terpés, kuri auginama per naktj
37 °C temperatiiroje, purtant 160 aps./min. Sekancig diena i$ naktinés kultiiros lgstelés pers¢jamos
1 Sviezig LB terpe taip, jog pradinis optinis tankis biity ODsoo~ 0,05 O.V. Perséta kultiira auginama
keleta valandy, kol pasiekiamas optinis tankis ODsoo =~ 0,4 O.V. Tuomet lgstelés perkeliamos j 50
ml mégintuvélius ir Saldomos ant ledo 10 minuciy. Nuo $io etapo lgstelés visuomet laikomos lede.
Po inkubacijos lastelés surenkamos centrifuguojant 3 minutes, esant 6000 aps./min. Supernatantas
nupilamas ir ant likusiy lasteliy uzpilama 10 ml Salto 0,1 M CaClz tirpalo, Svelniai suspenduojama.
Toliau méginys inkubuojamas lede 20 minuciy ir lgstelés vél nucentrifuguojamos, surenkama
biomasé. Galiausiai Igstelés suspenduojamos 5 ml $alto 0,1 M CaCl2/15 % glicerolio tirpale ir
iSpilstomos j 1,5 ml Eppendorf tipo mégintuvélius po 300 pl. Taip paruostos kompetentinés E. coli

lastelés saugomos -80 °C temperatiiroje.
2.2.7. Cheminé E. coli transformacija
Tiriamojo darbo metu buvo atlikta keletas skirtingy cheminiy transformacijy pagal ta patj
protokola. 10 lenteléje pateikta glausta informacija apie transformacijy metu naudotus bakterinius

kamienus, transformanty atrankos Zymenis bei plazmides.

10 lentelé. Baigiamojo darbo metu atliktos transformacijos

Bakterinis kamienas Plazmidé/genas Atrankos Zymuo
E. coli DH10pB pJET1.2 vektorius su rodA genu Ampicilinas
E. coli DH10p pJET1.2 vektorius su kopijine DNR Ampicilinas
E. coli BL21 (DE3) Champion™ pET SUMO vektorius su RodA Kanamicinas

baltyma koduojancio geno seka

Atliekant transformacijg j 50 pl kompetentiniy E. coli Igsteliy buvo jnesta 5 pl klonavimo
misinio ir inkubuojama lede 30 minuciy. Pra¢jus inkubacijos laikui, atliktas kar$¢io Sokas 42 °C
temperattiroje 2 minutes, po kurio méginiai vel grazinami ant ledo. | méginius tuomet pridedama
po 945 ul skystos LB terpés ir jie inkubuojami 60 minuciy, 37 °C temperatiiroje. Kol vyko
inkubacija, buvo paruostos Petri 1€ksteles su agarizuota LB terpe. Kadangi kiekviena plazmidé turi
skirtingus atsparumo antibiotikui genus, ] terpe pridedama tokio antibiotiko, kokio reikia. Pra¢jus
inkubacijos laikotarpiui, 100 pl transformanty kultiiros iSséjama ant agarizuotos terpés su

atitinkamu antibiotiku naudojant glaistykle. Siekiant padidinti transformacijos efektyvuma, like
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meéginiai nucentrifuguojami 6000 aps./min grei¢iu, 3 minutes. 800 pl supernatanto nupilama,
lastelés suspenduojamos likusiame terpés tiiryje ir i§séjamos ant agarizuotos terpés. Paruostos

lekstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiroje para.

2.2.8. Plazmidinés DNR iSskyrimas

Tiriamojo darbo metu plazmidiné DNR buvo iSskiriama keletg karty i$ skirtingy méginiy
laikantis to paties gamintojo pateikto protokolo. Plazmidinés DNR i§skyrimas buvo atliktas
naudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit* rinkinj i§ Thermo Fisher Scientific. Pries atliekant
18skyrima, pirmiausiai i§ ant agarizuotos terpés su ampicilinu uZzaugusiy transformanty paruoSiama
naktiné kultdra. | 15 ml mégintuvélius jpilama 3 ml skystos LB terpés ir 3 pl ampicilino tirpalo.
Nuo lekstelés paimama viena kolonija su vienkartine inokuliavimo kilpele ir persé¢jama j paruosta
terpe. Naktiné kultira auginama 37 °C temperatiiroje 18 valandy, esant 200 aps./min. Sekancia
dieng iSskiriama plazmidiné DNR ir gauti méginiai tikrinami agaroziniame gelyje vykdant

elektroforezg.

2.2.9. Plazmidinés DNR karpymas restrikcijos endonukleazémis

Visais atvejais buvo atlieckamas plazmidinés DNR karpymas restrikcijos endonukleazémis,
siekiant jsitikinti, jog tikslinis genas sékmingai jsiterpé ] bakterinj genomg. Karpymui buvo
naudotos dvi restrikcijos endonukleazés — Xbal ir Bgll, kuriy kirpimo vietos atitinkamai yra 877
bp ir 2615 bp. Visais atvejais karpymas atliktas pagal gamintojo pateikta protokola. Reakcijos
misinys susidaré i$ 8 ul vandens be nukleaziy, 2 ul 10X FastDigest Green buferinio tirpalo, 5 pl
plazmidinés DNR ir po 1 pl restrikcijos endonukleaziy Xbal ir Bgll. MiSiniai trumpai
vorteksuojami ir galiausiai inkubuojami 37 °C temperatiroje 40 minuciy. Gauti fragmentai

tikrinami agaroziniame gelyje elektroforezes budu.

2.2.10. Sekoskaitos analizé

Isgryninto PGR produkto ir iSskirty plazmidiniy DNR méginiai siun¢iami 5.8S
ribosominés RNR sekoskaitai. Gauti rezultatai buvo analizuojami naudojant ApE programine
jranga, kurios pagalba apdorojamos sekos, pasalinant ,triukSma®. Galiausiai sutvarkytos sekos
ikeliamos | NCBI duomeny bazg, kurioje buvo surasti seky atitikmenys. Plazmidiné DNR su

kopijinés DNR seka siunciama sekoskaitai siekiant palyginti seky skirtumus.
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2.2.11. Suminés RNR iSskyrimas

Suminé RNR buvo iSskiriama naudojant ,,QUiCK-RNA™ MiniPrep® rinkinj i§ Zymo
Research pagal gamintojo pateikta protokola. Pirmiausiai pelésinis grybas buvo perséjamas i$
senos kulttros ir auginamas ménesj. Prie§ iSskiriant RNR pelésinj gryba reikéjo suardyti, Siam
tikslui buvo naudoti mégintuvéliai, uzpildyti inertiSkais burbuliukais ir lizés buferis. Po i§skyrimo

gauti RNR meéginiai buvo vizualizuojami ant 3 % agarozes gelio.

2.2.12. Kopijinés DNR sintezé

Kopijinés DNR sintez¢ atlickama vykdant atvirksStinés transkripcijos reakcijg su iSskirta
sumine RNR. Atvirkstinés transkripcijos reakcijai atlikti naudotas ,,SuperScript™ IV One-Step
RT-PCR System* rinkinys i§ Thermo Fisher Scientific. Rinkinyje esanti SuperScript® IV
atvirkStiné transkriptazé¢ kol kas laitkoma geriausiu pasirinkimu kopijinés DNR sintezei, nes
pasizymi didesniu reakcijos greiciu, atsparumu inhibitoriams, termostabilumu ir labai efektyvia
kopijinés DNR sinteze. Kopijinés DNR sintezei ir padauginimui naudoti pradmenys rodA_FW ir
rodA_RV. Reakcijos miSinio tiiris buvo 50 pl ir susidéjo i§ 25 pl 2X RT Master Mix, 2,5 ul
rodA_FW pradmens, 2,5 ul rodA_RV pradmens, 0,5 ul Superscript IV RT Mix, 2,5 ul suminés
RNR ir 17 pl benukleazio vandens. PGR reakcijos sglygos pateiktos 11 lenteléje:

11 lentelé. Kopijinés DNR sintezés PGR metodu salygos

Etapas Temperatira Trukmé

Kopijinés DNR sinteze (1 ciklas)

Atvirkstiné transkripcija 55°C 10 minuciy

Inaktyvacija 98 °C 2 minutés
Kopijinés DNR amplifikacija (40 cikly)

Pradiné denatiiracija 98 °C 10 sekundziy
Specifinis pradmeny prilydimas 66 °C 10 sekundziy
DNR sinteze 72 °C 15 sekundziy
Galutiné DNR sinteze 72 °C 5 minutés

Gauti PGR méginiai vizualizuojami ant 1 % agarozés gelio vykdant elektroforezg.

Patikrinti méginiai siunc¢iami sekoskaitai, siekiant patikrinti seky suderinamuma.
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Baigiamojo darbo metu buvo jsigytas genas, turintis RodA baltymg koduojantj geng rodA
su pasalintais intronais. Genas jsigytas dél to, jog tai pigesné ir paprastesné alternatyva. Geno seka
buvo adaptuota i§ literatiros S$altiniy, todél kopijinés DNR sekoskaitos rezultatai naudoti

palyginimui su literatiiroje pateikta seka.

2.2.13. Rekombinantiniy baltymy ekspresija naudojant IPTG

Pirmiausia su jsigyta plazmide, turin¢ia rodA geno seka be introny, buvo atlickama
transformacija j E. coli BL21 (DE3) kamieng. I§ uzaugusiy transformanty véliau uzs¢jama naktiné
kultiira. Indukcijos dieng lgstelés 1S naktinés kultiiros persé¢jamos } naujg LB terpe su kanamicinu,
kurio galutiné koncentracija terpéje yra 50 pg/ml. Lastelés | naujg terpe perséjamos tokiu tiiriu,
Jog ODsoo bty apie 0,05 O.V. Lasteliy optiniam tankiui pasiekus 0,6 O.V. j terp¢ pridedama IPTG,
kurio galutiné koncentracija siekia 0,5 mM. Pridéjus IPTG Igstelés paauginamos dar 2—3 valandas,
jog uzaugty didesnis biomasés kiekis. Uzauginus biomase ji surenkama centrifuguojant 12000
aps./min 15 minuciy esant 4 °C temperatiirai. Nucentrifugavus lgsteles supernatantas nupilamas

ir surinkta biomas¢ saugoma -20 °C temperatiiroje.

2.2.14. Rekombinantiniy baltymy ekspresijos vertinimas SDS-PAGE metodu

Atlikus indukcijg surinktos biomasés dalis panaudojama ekspresijos jvertinimui SDS-
PAGE biidu. Pries atliekant elektroforeze, biomase suspenduojama prijungimo buferiniame tirpale
ir jstatoma j ledo vonele. Lastelés véliau ardomos ultragarsu 10 minuciy (30 sekundziy ardymas,
30 sekundziy pauzé). Ardymui naudojamas 3 mm skersmens antgalis ir 40 % amplitudé.

Po ardymo ultragarsu lizatas nucentrifuguojamas 8000 aps./min grei¢iu, 3 minutes ir
supernatantas nupilamas. Nuosédos suspenduojamos lizés buferiniame tirpale I (50 mM TRIS-
HCI, 10 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,5 % Triton X-100, pH 8).Méginys inkubuojamas kambario
temperatiiroje 5 minutes ir vél nucentrifuguojamas, supernatantas paSalinamas. Likusios nuosédos

suspenduojamos distiliuotame vandenyje. Galiausiai vykdoma vertikali elektroforezé.

Elektroforezés gelio paruoSimas: gelis ruosiamas i§ dviejy skirtingy koncentracijy geliy
— 12 % skiriamojo (apatinio) ir 4 % koncentruojamojo (virSutinio). Geliy sudétys pateikiamos 12
lenteléje. Pirmiausiai i§ dviejy stikly surenkama elektroforezés aparato gardelé, skirta pripildyti
skiriamojo ir koncentruojamojo poliakrilamidiniy geliy. Stiklai suspaudziami aparate, kuris

jstatomas j pildymui skirta stovelj. Salia tarpinés, esancios tarp stikly pirmiausiai supilamas
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skiriamasis gelis, po to, kai jis sustingsta, uzsluoksniuojamas koncentruojamasis gelis ir jstatomos

Sukutés Sulinéliams suformuoti.

12 lentelé. SDS-PAGE naudojamy geliy sudétys

Komponentai Gelio tipas
Skiriamasis (12 %) Koncentruojamasis (4 %)

Akrilamidas/bisakrilamidas 29:1 3ml 0,625 ml

1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8 2,5 ml -

0,5M TRIS-HCI, pH 6,8 - 1,25 ml
Distiliuotas vanduo 4,3 ml 3,05 ml

10% SDS 100 pl 50 pl

10 % APS 75 ul 37,5 ul
TEMED 7,5 ul 7,5 ul

Méginiy paruoSimas: 20 pl baltymy meéginio sumaiSoma su 7 pl 5X pavyzdzio buferiniu

tirpalu. Méginiai kaitinami 95 °C temperatiiroje 5 minutes.

Elektroforezé: kuomet gelis sustingsta, Sukutés palengva iSimamos, susiformave
Sulinéliai praplaunami elektroforezés buferiniu tirpalu. Gardelé su geliu perkeliama |
elektroforezés vonele. Elektroforezés aparato talpykla uzpildoma 1X elektroforezés buferiu. |
Sulinélius jleidZiami paruosti baltymy meéginiai po 15 pl, o | kontrolinj Sulinélj jpilama 8 pl
etaloniniy baltymy mis$inio. Tusti Sulinéliai uZpildomi 1X pavyzdzio buferiniu tirpalu. Vykdant
elektroforeze koncentruojamam geliui i§ pradziy naudojama 15 mA srové iki tol, kol méginiai
pasiekia skiriamgjj geli — tuomet srové didinama iki 20 mA. Pasibaigus elektroforezei, gelis
perkeliamas j vonele su paSildytu dazu. NudaZytas gelis blukinamas ir véliau vizualizuojamas

naudojant GelCapture programing jrangg.

2.2.15. Intarpiniy kiineliy tirpinimas

Surinkta biomasé pirmiausia suspenduojama su lizés buferiniu tirpalu II (20 mM TRIS, 10
mM imidazolas, 300 mM NaCl, pH 8) — 1 gramui biomasés tenka 30 ml tirpalo. Suspenduotos
lastelés toliau ardomos ultragarsu 5 minutes (10 sekundziy pulsas, 10 sekundziy pauze).
Naudojamas 3 mm storio antgalis ir maksimali 40 % amplitudé. Suardytos lastelés véliau

centrifuguojamos 30 minuciy, esant 10000 aps./min, 4 °C temperatiiroje. Po centrifugavimo
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supernatantas paSalinamas ir likusios nuosédos suspenduojamos su lizés buferiniu tirpalu III (20
mM TRIS, 10 mM imidazolas, 300 mM NaCl, 1 % Triton X-100, pH 8). Tuomet méginys
vorteksuojamas maksimaliu grei¢iu 5 minutes ir vél nucentrifuguojamas. Pasalinus supernatantg
nuosédos suspenduojamos su lizés buferiniu tirpalu IV (20 mM TRIS, 10 mM imidazolas, 300
mM NaCl, 8 M karbamidas, pH 8) ir vél vorteksuojamos 5 minutes. Po to lastelés vél ardomos
ultragarsu ir nucentrifuguojamas. Supernatantas i§saugomas ir naudojamas baltymy gryninimui.
Intarpiniy kiineliy tirpinimo eigoje surinkti supernatantai panaudojami SDS-PAGE elektroforezei

siekiant jvertinti intarpiniy kiineliy tirpinimo rezultatus.

2.2.16. Rekombinantinio baltymo RodA gryninimas

IStirpinty intarpiniy kiineliy tirpalas prie§ gryninima perfiltruojamas pro 0,22 pm filtra,
siekiant pasalinti likusias lasteliy nuolauzas. Baltymy gryninimui naudojama 1 ml tiirio
,HisTrap™ High Performance® chromatografiné kolon¢l¢. IS pradziy kolonélé prijungiama prie
peristaltinés pompos ir tuomet jvertinamas tiirinis greitis. Baltymas RodA buvo gryninamas dviem
biidais: gradientine laipsniska ir smiigine eliucijomis. Pradedant gryninima abiem buidais, kolonéle
praplaunama dejonizuotu vandeniu 5 kolonélés tiiriais bei pakraunama 100 mM NiCl2 tirpalu 2
kolonélés tiiriais. Tuomet kolonélé praplaunama 10 kolonélés tiiriy prisijungimo buferiniu tirpalu,
turin¢iu 30 mM imidazolo. Sis Zingsnis svarbus, siekiant pasalinti nuo ankstesniy gryninimy
kolonéléje likusius baltymus. | taip paruosta koloné¢lg uzneSami 3 kolonélés tiiriais perfiltruoto
baltymy méginio. Mazdaug 1,5 ml baltymo meéginio suleidZziama j SiukSles, o likes taris
surenkamas palyginimui SDS-PAGE elektroforezés metu. Po to kolonélé dar sykj praplaunama 10
kolon¢lés turiy prisijungimo buferiniu tirpalu, turin¢iu 30 mM imidazolo, siekiant iSplauti prie
sorbento neprisijungusius baltymus. Atlikus praplovimg vykdoma tikslinio baltymo eliucija.
Gradientiné laipsniSka eliucija atliekama eliuuojant baltyma praplovimo buferiniais tirpalais,
kuriuose imidazolo koncentracijos yra 25, 50, 100, 150, 200, 250 ir 500 mM. Gradientinés eliucijos
metu leidZiama po 2 kolonélés tiirius prisijungimo buferiniy tirpaly, turinéiy skirtingas imidazolo
koncentracijas. Gradientin¢ eliucija atlickama dé¢l to, jog biity galima pamatyti, ties kuria
imidazolo koncentracija prasideda baltymo eliucija. Vykdant smiging eliucija kolonélé
praplaunama 10 koloné¢lés thiriy prisijungimo buferiniu tirpalu, turin¢iu 75 mM imidazolo.
Baltymo eliucija vykdoma leidziant 7 kolonélés tiirius eliucijos buferinio tirpalo, turin¢io 500 mM
imidazolo. Atlikus gryninima, kolonélé praplaunama nurengimo buferiniu tirpalu, kad bty
iSplauti lik¢ baltymai — plaunama 5 kolon¢lés tiiriais. Tuomet kolonélé dar sykj praplaunama 10

kolonélés tiiriy distiliuoto vandens ir galiausiais konservuojama 5 kolonélés tiiriais 20 % etanolio.

50



2.2.17. Rekombinantinio baltymo RodA koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Pirmiausia sudaroma kalibraciné kreive, kuri reikalinga tikslinio baltymo koncentracijos
nustatymui. ParuoSiamas standartinis jau¢io serumo albumino (JSA) tirpalas, kurio koncentracija
1 mg/ml. I§ pradinés koncentracijos daromi 7 skirtingi skiedimai, kur JSA koncentracijos varijuoja
nuo 0,02 iki 0,9 mg/ml. Paruosti skirtingy koncentracijy tirpalai maiSomi su Bradfordo reagentu —
i 1,25 ml Bradfordo tirpalo pridedama po 100 pl baltymo. Atitinkamai paruoSiamas ir
rekombinantinio baltymo RodA meéginys. Paruosti méginiai inkubuojami 20 minuciy. Véliau
méginiai iSpilstomi | 96 Sulinéliy ploksteles po 300 pl ir spektrofotometriS$kai matuojama sugertis
595 nm bangos ilgyje. IS gauty JSA sugerties duomeny bréziamas grafikas, panaudojama
kalibracinés kreivés funkcija ir gaunama tiesés lygtis i§ kurios apskaiCiuojama baltymo RodA

koncentracija.

2.2.18. Natyvios rekombinantinio baltymo RodA struktiiros atstatymas

Natyvi rekombinantinio baltymo RodA struktiira buvo atstatyta taikant dializés metoda.
Dializés metu naudotas dializés buferinis tirpalas savo sudétyje turéjo redukuoto ir oksiduoto
glutationy porg. Glutationy pora skatina disulfidy mainus. Manoma, kad tai veiksmingiausia, kai
baltymas formuoja savo antring ir treting strukttras, jog cisteino lickanos bty arti viena kitos
(Thomson, Olson, Jackson, & Schrader, 2012). Oksiduotas glutationas veikia kaip oksidatorius
formuojant disulfidines jungtis baltymuose, o redukuotas glutationas veikia kaip reduktorius, kuris
skaido netinkamai sujungtas disulfidines jungtis baltymuose, todél susidaro termodinamiskai
stabili baltymy konformacija (Okumura, Saiki, Yamaguchi, & Hidaka, 2011).

Dializ¢ buvo vykdoma 4 °C temperatiiroje, esant pastoviam maiSymui. Dializés metu
buferinis tirpalas keic¢iamas du kartus kas 6 valandas. Baltymo ir buferinio tirpalo ttrinis santykis

atitinkamai 1:50.

2.2.19. Rekombinantinio baltymo RodA aktyvumo tyrimas

Natyvioje konformacijoje esantis RodA baltymas geba formuoti j amiloidines fibriles
panasSias struktiiras. Dazas Tioflavinas T (ThT) yra labai placiai naudojamas tiek amiloidiniy
fibriliy, tiek baltymy agregacijos kinetikos tyrimuose. Tiriant amiloidiniy fibriliy susidaryma,
matuojama fluorescencija mazdaug 480 nm bangos ilgyje. Teoriskai, jei RodA baltymas yra

aktyvus, jis formuos j amiloidines fibriles panasias struktiiras ir sgveikaus su ThT.
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Aktyvumo matavimams buvo ruoSiamas méginys, kuriame galutiné ThT koncentracija
sieké 40 puM, o baltymo — 50 pM. Matavimai buvo atliekami fluorimetru naudojant AB programing
jrangg — suzadinimas matuotas prie 415 nm bangos ilgio, o fluorescencija prie 484 nm bangos
ilgio. Nustatytas jautris sieké 600 volty. Matavimai buvo atliekami palaikant 40 °C temperatiirg —
taip skatinamas didesnis B klos¢iy kiekio atsiradimas, kadangi nuo Sios baltymo struktiiros
priklauso j amiloidus panas$iy struktiiry susidarymas. Tarp matavimy buvo atlickama inkubacija
kambario temperatiroje, purtant méginius 720 aps./min 16 valandy, po antrojo matavimo méginiai
inkubuoti 3 paras kambario temperatiroje, purtant méginius 720 aps./min, siekiant patikrinti, kaip

kinta fluorescencija bégant laikui.

2.3. Rekombinantinio baltymo RodA panaudojimas gliukozés oksidazés

imobilizavimui ant aukso elektrodo

Hidrofobiny dangos placiai taikomos jvairiy pavirsiy, tokiy kaip teflonas, likra, stiklas,
zérutis, PDMS ir stiklinis anglies elektrodas, modifikacijoms, kurios labai pakeicia pavirSiaus
vilgumg. Hidrofobiny pavirSiaus aktyvumas suteikia dideles daugelio hidrofobiniy pavirsiy
biofunkcionalizacijos perspektyvas. Kadangi biomolekulés dazniausiai yra hidrofilinés, siekiant
jas imobilizuoti reikia labai hidrofiliniy pavir§iy. Amfifiliné hidrofobiny struktiira padeda Siems
baltymams lengvai suformuoti sluoksnius ant hidrofobiniy pavirSiy ir pagerinti pavirSiaus
hidrofiliSkuma, o tai palengvina tolesng¢ biomolekuling imobilizacijg. Be to, turédama didel;
biologinj suderinamuma, hidrofobino matrica gali gerai iSsaugoti imobilizuoty biomolekuliy

biologinj aktyvuma (Zhao et al., 2009).

2.3.1. Rekombinantinio baltymo RodA paruosimas

Rekombinantinio baltymo RodA tirpalas buvo pakeistas j 100 mM fosfatinj buferinj tirpala
(pH 6,8), siekiant pasalinti dializés buferiniame tirpale buvusig glutationy sistema, kuri
saveikaudama su elektrodu gali blokuoti gliukozés oksidazés imobilizacija. Siai procedirai atlikti
buvo naudotos Zeba™ Spin Desalting Columns kolonélés. Buferinio tirpalo pakeitimas buvo
atliktas pagal gamintojo protokola. Rekombinantinis baltymas RodA po buferinio tirpalo

pakeitimo iSkart buvo naudojamas elektrodo padengimui.
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2.3.2. Elektrody paruoSimas gliukozés oksidazés imobilizacijai

Tyrimo metu buvo paruosti du elektrodai: aukso elektrodas, dengtas aukso nanodalelémis
su imobilizuota gliukozes oksidaze (Au/GOXx) ir aukso elektrodas, dengtas aukso nanodalelémis ir
rekombinantiniu baltymu RodA su imobilizuota gliukozés oksidaze (Au/RodA/GOx).

Pirmiausia aukso elektrodai buvo nuvalyti mechaniskai, naudojant Al2O3 suspensija ir po
to veikiami ultragarsu dejonizuotame vandenyje 15 minuc¢iy. Po mechaninio valymo buvo atliktas
elektrocheminis valymas 50 mM KOH ir 500 mM H2SOs4 tirpaluose. Atliekant valyma 50 mM
KOH tirpale potencialas buvo nustatytas nuo 0 iki -1450 mV, o nuskaitymo greitis sické 200 mV/s.
Kuomet valymas buvo atliktas 500 mM H2SOs tirpale, potencialas buvo nustatytas nuo -200 iki
1450 mV, nuskaitymo greitis buvo 200 mV/s. Elektrocheminio valymo procesas abiejy tirpaly
atveju atliktas per 40 cikly.

Toliau ant i§valyty aukso elektrody pavirSiaus buvo uzlasinta 4 ul AUND suspensijos ir
elektrodai palikti nudziiiti. AuND Siame tyrime buvo naudojamos siekiant padidinti elektrodo
pavirsiaus plotg. Véliau buvo atliktas dar vienas elektrocheminis valymas pagal anks¢iau minétg
metodikg naudojant tik 500 mM H2SOa tirpala.

Paruosti aukso elektrodai su AuND buvo atsargiai nuplaunami vandeniu ir vandens likutis
pasalintas oro srove. Ant vieno i§ elektrody su AuND buvo uzlasinti 5 pl 2mg/ml GOx tirpalo ir
elektrodas paliktas dziiiti. Tuo tarpu kitas elektrodas buvo jmerktas § RodA (50 pg/ml) tirpalg ir
inkubuotas 30 minuc¢iy. Pra¢jus inkubacijos laikui elektrodas buvo nusausintas ir ant jo pavirSiaus
uzlasinti 5 pl 2 mg/ml GOx tirpalo. Elektrodas paliktas dziiiti.

Naudojant paruostus elektrodus Au/GOx ir Au/RodA/GOx buvo atliekama ciklinés

voltamperomterijos analizeé.

2.3.3. Cikliné voltamperometrija

Ciklin¢ voltamperometrija (CV) yra galingas ir populiarus elektrocheminis metodas,
dazniausiai naudojamas tiriant molekulinius redukcijos ir oksidacijos procesus. CV taip pat yra
nejkainojamas tiriant elektrony perdavimo inicijuotas chemines reakcijas, jskaitant kataliz¢. CV
metodas yra pagristas per cele tekancios srovés stiprio matavimu priklausomai nuo darbinio
elektrodo potencialo poky¢io laike (Rountree, Mccarthy, Rountree, Eisenhart, & Dempsey, 2017).

Siame magistriniame darbe CV metodas buvo taikytas istirti imobilizuotos gliukozés
oksidazes ant aukso elektrodo pavirSiaus ir gliukozés oksidazés imobilizuotos ant rekombinantinio

RodA baltymo matricos ant aukso elektrodo pavirSiaus elektrocheminius aktyvumus — atliekant
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CV matavimus buvo stebéta, ar atsiranda srove, kuri priklausoma nuo fermento katalizuojamos
reakcijos ant elektrody pavirsiy.

Matavimai buvo atlikti 20 ml tiirio celéje, naudojant 0,1 M fosfatinj buferin;j tirpalg (pH
6,8), palaikant pastovig 25 °C temperatiira. Au/GOx ir Au/RodA/GOx elektrodai buvo naudoti
kaip darbiniai elektrodai, platinos kaip pagalbinis ir kalomelio kaip palyginamasis elektrodas. Viso
tyrimo metu buvo atlikta po du matavimus kiekvienam i$ paruosty elektrody — vienas matavimas

atliktas esant 0 mM gliukozés koncentracijai, kitas esant 50 mM gliukozés koncentracijai cel¢je.

2.3.4. Chronoamperometrija

Chronoamperometrija (CA) — nuo laiko priklausomas metodas, kai darbiniam elektrodui
taikomas potencialas. Elektrodo srové, matuojama kaip laiko funkcija, svyruoja priklausomai nuo
analités difuzijos i§ turinio tirpalo link jutiklio pavirSiaus. Tod¢l chronoamperometrija gali buti
naudojama matuojant sroves ir laiko priklausomybe difuzijos valdomam procesui, vykstan¢iam
prie elektrodo (Guy & Walker, 2016).

Baigiamajame magistro darbe CA metodas buvo taikytas siekiant nustatyti Au/GOX ir
Au/RodA/GOx jautrj bei Kmir Imax reikSmes.

CA matavimai atlikti 20 ml tiirio cel¢je, naudojant 0,1 M fosfatinj buferinj tirpalg (pH 6,8),
pastovioje 25 °C temperatiiroje. Celéje buvo panardinti Au/GOx arba Au/RodA/GOXx darbinis
elektrodas, pagalbinis platinos ir palyginamasis kalomelio elektrodas. Parinktas potencialas buvo
+ 0,6 V, o laikui bégant pridedamos gliukozés koncentracijos: 0 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM,
1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM ir 50 mM.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Nezinomos riiSies pelésinio grybo iSskyrimas iki pavienés kultuiros

IS ant biokompozitiniy ploksciy augusiy nezinomos rasies pelésiniy gryby isskirty ant
MEADI terpés (10 pav. 1)) miSinio, buvo atsitiktinai pasirinkta kultra i§skyrimui iki pavienés.
Pasirinkta pers¢jimui kultiira pazyméta 3 numeriu.

Pelésinis grybas buvo pers¢jamas keletg karty tam, jog bty akivaizdziai matoma atskirta
paviené rusis pagal morfologinius pozymius, kuri véliau buvo naudojama tolimesniuose
tyrimuose. Paskutinio perséjimo metu pelésinis grybas buvo augintas septynias paras. Praéjus
inkubacijos periodui, buvo matoma pavienés kultiros morfologija — atskirto pelésinio grybo
pavirsius buvo purus ir iek tiek priminé milteliy pavidala. Sviezios kultiiros pavirsius buvo
melsvai zalios spalvos su baltais siaurais krasteliais (10 pav. 2)). Inkubuojant atskirta kultiirg
ilgesnj laika, jos spalva pakito j tamsiai pilkg ir pavirSius prarado savo puruma. Tyrin¢jant pavirsiy
steriliu skalpeliu buvo pastebéta, kad puruma pakeité miltelius primenanti struktiira, kuri Sviezioje

kultiiroje yra nezymi.

10 pav. Lékstelés su pelésiniy gryby kultiiromis. 1) Nezinomy riiSiy pelésiniy gryby misinys; 2)
I8skirta paviené nezinomo pelésinio grybo rusis
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3.2. Nezinomos pelésinio grybo rusies nustatymas molekulinés biologijos

metodais

3.2.1. Genominés DNR iSskyrimas ir PGR

IS pavienés nezinomos riiSies pelésinio grybo kultiiros buvo iSskiriama genominé DNR.
I$skyrimui buvo naudotas komercinis rinkinys ,,PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit*
1§ Invitrogen, naudojant gamintojo pateiktg protokola. Naudotos dvi to paties nezinomo pelésinio
grybo riiSies kultiiros, augintos skirtingais laiko tarpais, siekiant i$siaiSkinti, ar auginimo trukmé
turi jtakos genominés DNR iSskyrimui. Tarp auginty kultiry buvo 7 dieny tarpas. Pries iSskyrima
pelésinio grybo kultiira nuo Petri 1€kStelés buvo nuimama steriliu skalpeliu ir atsveriama po 0,2
gramo — tai buvo rekomenduojamas kiekis genominés DNR i$skyrimui. Atlikus procediira, gauti
rezultatai buvo tikrinami horizontalios elektroforezés buidu, naudojant 1 % agarozés gelj. Gauti

rezultatai pateikti 11 pav.:
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1500 bp

500 bp
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11 pav. Genominés DNR elektroforezés rezultatai. M.M -
molekulinés masés Zymuo, 1 — 26 dienas auginto pelésinio grybo
genominé DNR, 2 — 19 dieny auginto pelésinio grybo genominé DNR

Remiantis gautais rezultatais, matoma, jog i abiejy kultiiry i$skirta genominé¢ DNR yra
vienodo dydzio ir siekia 20000 bp. Daroma prielaida, jog kultiirg pavyko pilnai atskirti i§ miSinio.
Rezultatai parodo, jog pelésiniy gryby augimo trukmé neturéjo jtakos genominés DNR iSskyrimo

procediros kokybei.
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Toliau darbe iSskirta genominé DNR buvo naudojama kaip matrica PGR, siekiant
padauginti tarpribosominj regiona (ITS). Siam tikslui jgyvendinti, buvo naudoti universaliis ITS1
ir ITS4 pradmenys. PGR produktai buvo tikrinami elektroforetiskai, naudojant 1 % agarozés gel;.
Rezultatai pateikti 12 pav. Pagal gautus rezultatus matoma, jog amplifikuotos DNR dydis abiejy
kultiiry atveju yra 600 bp. Gauti PGR produktai buvo isgryninti i$ issiysti ITS sekoskaitai.

3000 bp

1000 bp

500 bp

12 pav. PGR rezultatai naudojant 1TS1-ITS4 pradmenis. M.M. — molekulinés
masés zymuo, 1 — 26 dienas auginto pelésinio grybo PGR produktas, 2 — 19 dieny
auginto pelésinio grybo PGR produktas

3.2.2. PGR produkto sekoskaita

Gauti sekoskaitos rezultatai buvo pertvarkomi naudojant programing jranga ApE.
Atliekant pertvarkymus buvo siekiama pasalinti sekoskaitos rezultatuose matomg ,,triukSma* —
persidengiancius signalus, ir palikti tik chromatogramoje matomus ryskius pikus. Tai yra labai
svarbu siekiant gauti kuo tikslesnius rezultatus. Pertvarkytos sekos buvo tikrinamos NCBI
duomeny bazéje taikant ,blastn® jrankj. Gauta, jog nezinomos rasies pelésinis grybas yra A.

fumigatus su 99,8 % seky sutapimu.

3.3. Geno, koduojancio RodA baltymo sinteze¢, nustatymas

Daugelio pelésiniy gryby konidijy pavirSiy dengia plonas, tvarkingai iSsidésciusiy lazdelés
formos struktiiry sluoksnis. Sios struktiiros skatina konidijy formavimasi ir juy prikibima prie
Ivairiausiy pavirs$iy. Lazdelés formos struktiira daugiausiai sudaro baltymai hidrofobinai — maza

baltymy Seima, kuriai biidingas konservatyvios astuonios cisteino lickanos. A. fumigatus atveju
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buvo vizualizuotas lazdelés formos struktiiry sluoksnis ir parodyta, kad rodA genas dalyvauja
formuojant Sio pelésinio grybo konidijy pavirsinj sluoksnj. Pastebéta, kad A. fumigatus konidijose
egzistuoja dviejy tipy hidrofobinai — RodA ir RodB, kuriy dydziai atitinkamai siekia ~16 kDa ir
~14 kad, tagiau konidijas formuoja tik RodA baltymas (Valsecchi et al., 2018). Siame

baigiamajame darbe démesys skirtas butent RodA baltymui.

3.3.1. rodA geno aptikimas taikant PGR metoda

RodA baltyma koduojancio geno rodA aptikimui buvo naudota anksc¢iau i$skirta genominé
DNR. PGR reakcijai atlikti naudoti specifiniai pradmenys, skirti biitent §io geno sri¢iai —
tiesioginis pradmuo RodA1 ir atvirkstinis pradmuo RodA2. Siy pradmeny sekos ir PGR reakcijos
salygos adaptuotos i§ literatiiros Saltiniy. Remiantis literatiiroje pateikta informacija, produkto
dydis turéty buti 488 bp.

PGR produktai buvo vizualizuojami elektroforetiSkai, naudojant 1 % agarozés gelj. Pagal
13 pav. pateiktus rezultatus matoma, jog gauti PGR produkty dydziai siekia 500 bp, todél daroma
prielaida, jog rodA gena pavyko padauginti. Toliau PGR produkty fragmentai buvo iSpjauti i$
agarozinio gelio ir i§gryninti naudojant ,,Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit“ rinkinj pagal gamintojo pateikta protokolg. Isgryninti PGR produktai véliau

buvo naudojami ligavimui/klonavimui ir transformacijai.

3000 bp

1000 bp

500 bp

13 pav. PGR rezultatai naudojant RodAl-RodA2 pradmenis. M.M. —
molekulinés masés zymuo, 1 — 26 dienas auginto A. fumigatus rodA geno
fragmentas, 2 — 19 dieny auginto A. fumigatus rodA geno fragmentas
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3.3.2. PGR produkto ligavimas i pJET1.2 vektoriy, klonavimas ir transformacija

Su isgrynintais PGR produktais buvo atliekama ligavimo ir klonavimo reakcija, naudojant
,CloneJET PCR Cloning Kit“ rinkinj i§ Thermo Fisher Scientific pagal gamintojo protokola.
Klonavimui atlikti panaudotas pJET1.2 vektorius.

Klonuotas genas véliau buvo transformuojamas j E. coli DH10B bakterinj kamiena.
Transformuotos lgstelés su plazmidémis buvo i$sétos ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu,
kurio galutiné¢ koncentracija sieke 100 pg/ml. Méginiai buvo séjami tiek nekoncentruoti, tiek
koncentruoti, nucentrifugavus ir nupylus supernatantg. Tai yra svarbu siekiant pamatyti, koks yra
transformacijos efektyvumas. Kontrolinéje 1€ksteléje buvo iSsétos tik kompetentinés lgstelés,

neturin€ios plazmidés. Gauti rezultatai pateikti 14 pav.:

14 pav. E. coli DH10B bakterijy augimas ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu. 1)
Kontroliné 1¢kstelé, 2) Transformantai su 26 dienas auginto A. fumigatus plazmide, 3)
Transformantai su 19 dieny auginto A. fumigatus plazmide, ¢) Koncentruoti transformantai su
26 dienas auginto A. fumigatus plazmide. Lékstelé, kurioje yra koncentruoti transformantai su
19 dieny auginto A. fumigatus plazmide néra, nes iSaugo tik viena kolonija

Pagal gautus rezultatus matoma, kad transformacija sékminga, kadangi kontrolinéje

l1eksteléje kompetentinés lastelés neiSaugo, nes neturi geno, apsprendzian¢io atsparuma
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ampicilinui. I§ kiekvienos 1ékstelés véliau buvo ruosiama naktiné kultiira skystoje LB terpéje su

ampicilinu. Transformanty augimas buvo stebimas pagal terpés drumstuma.

3.3.3. Plazmidinés DNR iSskyrimas ir jos karpymas restrikcijos endonukleazémis

I§ transformanty, turin¢iy rodA gena, naktinés kultiros méginiy buvo gryninama
plazmidiné DNR pro kolon¢le, naudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit“ i§ Thermo Fisher
Scientific pagal gamintojo pateiktg protokolg. Rezultatai tikrinti elektroforezés btidu ant 1 % agarozés
gelio.

ISgrynintos plazmidinés DNR meéginiai buvo karpomi restrikcijos endonukleazémis Xbal ir
Bgll, siekiant patikrinti ar plazmidé tikrai jsiterpé j E. coli DH10B kamieno genomg. 15 pav.

pavaizduoti restrikcijos endonukleazémis karpyty plazmidziy fragmentai ant 1 % agarozés gelio.

2Kc 2K 2c 2 1Kc 1K 1c 1

3000 bp

1000 bp

500 bp

15 pav. Plazmidziy karpymo restrikcijos endonukleazémis rezultatai. M.M. — molekulinés maseés
zymuo; 1 — 19 dieny auginto A. fumigatus plazmidé; 1c — 19 dieny auginto A. fumigatus sukarpyta
plazmidé; 1K — 19 dieny auginto A. fumigatus plazmidé, koncentruota; 1Kc — 19 dieny auginto A.
fumigatus sukarpyta plazmidé, koncentruota. 2 — 26 dienas auginto A. fumigatus plazmidé; 2¢ — 26
dienas auginto A. fumigatus sukarpyta plazmidé; 2K — 26 dienas auginto A. fumigatus plazmide,
koncentruota; 2Kc — 26 dienas auginto A. fumigatus sukarpyta plazmidé, koncentruota

Remiantis 15 pav. pateiktais rezultatais, visy plazmidziy dydziai siekia 3000 bp, o
sukarpyty plazmidziy fragmenty dydZiai yra apie 2000 bp ir 4000 bp. Manoma, kad plazmidés
dydis siekia tik 3000 bp dél to, jog ji yra superspiralés formoje. Po karpymo restrikcijos
endonukleazémis gauti fragmentai nesutapo su teoriSkai apskai¢iuotais fragmenty dydziais, todél
daroma prielaida, jog ivyko dalinis karpymas. Kadangi karpymas jvyko, daroma prielaida, jog

plazmidé sékmingai jsiterpé i lasteliy genoma.
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3.3.4. Plazmidinés DNR su klonuotu rodA genu sekoskaitos analizé

ISgrynintos plazmidinés DNR méginiai buvo siun¢iami 18S ribosominés RNR sekoskaitai
pagal pJET1.2F ir pJET1.2R pradmenis. Gautos sekos buvo apdorojamos paSalinant
persiklojancius pikus ir ,,triuk§ma* bei analizuojamos NCBI duomeny bazéje. [Sanalizavus visas

sekas gauta, jog tiriamasis genas yra butent rodA. Rezultaty apibendrinimas pateiktas 16 pav.:

Aspergillus fumigatus isolate GM02/52 hydrophobin (rodA) gene, complete sequence
Sequence ID: HQ127306.1 Length: 490 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 447 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
806 bits(436) 0.0 444/447(99%) 3/447(0%) Plus/Minus

16 pav. Plazmidinés DNR sekoskaitos rezultatai

3.4. Kopijinés DNR sintezé

1994 metais tyréjy Thau et al. atliktas tyrimas lyginant A. nidulans ir A. fumigatus geny
rodA sekas ir jy ypatumus, atskleide, jog A. fumigatus rodA gene yra egzony ir introny. Straipsnio
duomenimis, sekoje aptikti trys egzonai (334, 89, 54 bp) bei du intronai (49 ir 46 bp) (Thau et al.,
1994). Siame magistriniame darbe sickiama rekombinantinio baltymo ekspresijos sistema perkelti
1 bakterinj kamieng. Kadangi prokariotai turi tik egzonus, atsirado biitinybé paSalinti
nekoduojanéias rodA geno sritis. Siam tikslui jgyvendinti buvo gryninama suminé RNR ir
sintetinama kopijiné DNR, kurios méginiai véliau buvo nusiysti sekoskaitai. Taip pat buvo jsigyta
plazmidé, turinti rodA geng — Siam tikslui geno seka buvo adaptuota i$ literatiiros $altiniy, todél
kopijinés DNR sekoskaitos rezultatai toliau panaudojami seky palyginimui. Plazmidé buvo jsigyta
kartu su genu dél to, jog ekspresijos sistemoje privalo buti sritis, koduojanti ubikviting — tai yra
labai svarbu gryninant rekombinantinj baltymg, kadangi suliejimas su ubikvitinu padidina ir

rekombinantiniy hidrofobiny tirpuma.

3.4.1. A. fumigatus suminés RNR i§skyrimas ir kopijinés DNR sintezé. Produkto ligavimas

i pJET1.2 vektoriy, klonavimas ir transformacija

Suminei RNR i$skirti pelésinis grybas A. fumigatus buvo auginamas ménesj. I$skyrimui
naudotas rinkinys ,,Quick-RNA™ MiniPrep* i§ Zymo Research pagal gamintojo pateikta

protokola. I$skirta suminé RNR buvo tikrinama elektroforetiskai ant 3 % agarozés gelio. Pagal 17

61



pav. pateiktus rezultatus gerai matomi 28S ir 18S fragmentai — jie parodo, jog suming RNR pavyko
i§skirti. 28S fragmentas néra labai rySkus, todél manoma, jog RNR iki vizualizavimo
elektroforetiskai gal¢jo dalinai degraduoti. Nepaisant to gauti méginiai toliau buvo panaudoti

kopijinés DNR sintezei.

3000bp & ¢

L. 288
1000 bp & 4 W 18s

500 bp

17 pav. Suminés RNR elektroforezés vaizdas

Kopijinés DNR sinteze toliau buvo atliekama vykdant atvirkstinés transkripcijos reakcija
panaudojant sumin¢g RNR kaip matricg. Reakcijai atlikti naudotas ,,SuperScript™ IV One-Step
RT-PCR System* rinkinys i§ Thermo Fisher Scientific pagal gamintojo pateikta protokols.
Viename PGR cikle buvo atliekama atvirkstiné transkripcija ir gauto fragmento amplifikacija.

Galutinis produktas buvo vizualizuojamas ant 1 % agarozés gelio (18 pav.).

et 3000 bp

— 1000 bp

18 pav. Kopijinés DNR elektroforezés vaizdas

Pagal 18 pav. pateiktus rezultatus matoma, jog kopijinés DNR dydis siekia 500 bp. Dydis
atitinka tyréjy Pedersen et al. (Bell-Pedersen et al., 1996) susintetintos kopijinés DNR dyd,;.
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Toliau kopijiné DNR buvo isgryninta, liguota pagal buky galy protokolg, klonuota j
klonavimo vektoriy pJET1.2 ir transformuota j E. coli DH10B bakterinj kamieng. Gauti
transformantai buvo auginami ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu, kurio galutiné
koncentracija terpéje buvo 100 pg/ml. IS uzaugusiy transformanty véliau buvo paruosta naktiné
kultiira, kurioje augimas vertintas pagal terpés drumstumg. Transformacijos rezultatai pateikti 19

pav.:

19 pav. Transformuoty E. coli DH10p bakterijy augimas ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu. 1)
Kontrolé; 2) Transformantai su jterpta kopijinés DNR plazmide; ¢) Transformantai su jterpta kopijinés
DNR plazmide, koncentruoti

3.4.2. Kopijinés DNR plazmidziy iSskyrimas ir karpymas restrikcijos endonukleazémis

IS iSaugintos transformanty naktinés kultiiros buvo iSskirta plazmidiné DNR tuo paciu
rinkiniu, kuris buvo minétas anksc¢iau. Gauti rezultatai vizualizuoti ant 1 % agarozés gelio ir

pateikti 20 pav.

20 pav. Isskirtos plazmidinés DNR elektroforezés vaizdas. M.M. —
molekulinés masés zymuo; Kp — kopijinés DNR plazmidé¢; Kpk —
kopijinés DNR plazmidé i§ koncentruotos transformanty kulttiros
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Pagal gautus rezultatus matoma, jog gauty plazmidziy dydziai siekia ~2700 bp. Manoma,
kad plazmidé yra superspiralés formoje. Kadangi plazmiding DNR pavyko isskirti, buvo atliktas
karpymas Xbal ir Bgll restrikcijos endonukleazémis, siekiant jsitikinti, jog kopijing DNR
s¢kmingai pavyko jterpti j bakterijy genoma. Gauti restrikcijos rezultatai pateikti 21 pav. Teoriskai
plazmidés dydis turéty buti 3474 bp, o restrikcijos endonukleaziy Xbal ir Bgll kirpimo vietos
atitinkamai turéjo biiti 877 bp ir 2615 bp. Restrikcijos endonukleazes tur¢jo perkirpti plazmide
taip, jog gauty fragmenty dydzio skirtumo agarozés gelyje nesimatyty. Remiantis 21 pav.
pateiktais rezultatais matoma, jog Siuo atveju kopijinés DNR plazmidé sukarpyta daugmaz 2000
bp ir 4000 bp dydzio fragmentais, o kopijinés DNR plazmid¢, is$skirta i§ koncentruotos kulttiros
sukarpyta mazdaug 2000 ir 2500 bp dydzio fragmentais. Manoma, jog abejais atvejais galéjo jvykti

dalinis karpymas, taciau nepaisant to, méginiai buvo iSsiysti sekoskaitai.

Kpk1 Kpk Kp1 Kp M.M.
D € [ = __

3000 bp

1
.
Il

21 pav. Karpymo restrikcijos endonukleazémis rezultatai. M.M. —
molekulinés masés zymuo; Kp — kopijinés DNR plazmide; Kpl —
kopijinés DNR sukarpyta plazmidé; Kpk — kopijinés DNR
plazmidé, koncentruota; Kpkl — kopijinés DNR sukarpyta
plazmidé, koncentruota

3.4.3. Kopijinés DNR sekoskaita ir rezultaty analizé

Labai daznai lyginamy seky homologai pametami arba neaptinkami todél, nes tarpusavyje
lyginamos DNR sekos. Baltymy (arba ,,iSverstos® DNR) seky lyginimas yra daug jautresnis
metodas nei DNR seky lyginimo. DNR seky lyginimas turi 5-10 karty trumpesnj evoliucijos
laikotarpj — retai aptinkama homologija po daugiau nei 200—400 milijony mety skirtumo. Tuo
tarpu lyginant baltymy (arba ,,iSverstos* DNR) sekas, galima nustatyti homologija sekose, kurios

paskutinj kartg turéjo bendrg protévj prie§ daugiau nei 2,5 milijardo mety (Pearson, 2013).
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Bitent dél Sios priezasties po sekoskaitos gauta kopijinés DNR seka pirmiausiai buvo
apdorota ApE programine jranga, siekiant pasalinti ,,triuk§mg‘ ir persiklojancius pikus. Kaip jau
buvo minéta anksciau, tolimesniuose magistrinio darbo tyrimuose naudotas jsigytas genas,
kuriame hidrofobino RodA seka buvo adaptuota i§ literatiiros Saltiniy. Pertvarkyta kopijinés DNR
seka pirmiausia buvo lyginama su seka, adaptuota i3 literatiiros. Siam tikslui naudotas NCBI

duomeny bazéje esantis jrankis ,,blastn®. Gauti rezultatai pateikti 22 pav.:

Description Max Total Query E Per.  Acc _
3 Score Score Cover value Ident Len  Accession
b4
ENA|AABO7707|AABO7707.1 Aspergillus fumigatus hydrophobin 551 551 38% 6e-161 87.47% 480 Query 460921

22 pav. Kopijinés DNR sekoskaitos rezultaty lyginimas su literatiiroje pateikta seka

Toliau sutvarkyta kopijinés DNR seka buvo ,,iSversta® i baltymo seka, naudojant EMBOSS
Transeq jrankj. Gauta seka buvo perkeliama j NCBI duomeny bazéje esantj ,,blastp® jrankj ir
atlikus analiz¢ gauta, jog iSversta kopijinés DNR seka dalinai atitinka hidrofobino seka (23 pav.).

Descrintion Max Total Query E Per. | Acc _
P Score Score Cover value Ident Len Accession
v

hydrophobin [Aspergillus fumigatus] 647 647 28% 4e-10 62.22% 97 CAD284111
hydrophobin [Aspergillus fumigatus] 64.3 643 28% 5e-10 62.22% 96 CAD28415.1
hydrophobin [Aspergillus fumigatus] 582 582 20% 2e-07 7576% 116 CAD2384041
hydrophobin [Aspergillus fumigatus] 512 512 25% 4e-05 78.05% ©1 CAD284051
rodlet A [Aspergillus fumigatus] 470 470 24% 0.002 7692% 89 ABXB892621
hydrophobin [Aspergillus omanensis] 443 443 21% 0.035 60.00% 126 BAI94604.1
23 pav. ,Isverstos® kopijinés DNR sekos analizés rezultatai

Tuo tarpu analizuojant i$ literatiiros Saltinio adaptuota seka, gauta daug daugiau jvairiy
rezultaty, apimant ir kitas rasis, ne tik A. fumigatus. Taciau jJdomu tai, kad i§ literattros adaptuotos
sekos panaSumas su tomis paciomis sekomis (jy pavadinimai parodyti 23 pav.) yra Zenkliai
didesnis, nei iSverstos kopijinés DNR. Nepaisant to, manoma, jog tokia kopijing DNR biity galima

klonuoti j ekspresijos vektoriy, dél to, jog seky panasumas gana aukstas.
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3.5. Rekombinantinio baltymo RodA ekspresija

3.5.1. Plazmidés transformacija

Siam baigiamajam magistro darbui buvo jsigyta plazmidé, turinti RodA baltyma
koduojantj geng rodA be introny. Genas buvo jterptas j ekspresijos vektoriy Champion™ pET
SUMO, dél kurio gaunamas didziausias tirpiy baltymy kiekis. Taip yra dél to, nes ekspresijos
vektoriuje yra sulieti nedideli, su ubikvitinu susij¢ modifikatoriai (SUMO). PrieSingai nei
ubikvitinas, SUMO dalyvauja baltymy stabilizavime ir lokalizavime in vivo.

Gauta plazmidé, turinti jterpta rodA geng be introny, transformuota j E. coli BL21 (DE3)
bakterinj kamieng. Transformantai auginti ant agarizuotos LB terpés su kanamicinu, kurio galutiné

koncentracija terpéje 50 pg/ml. Transformacijos rezultatai pateikti 24 pav.:

24 pav. Transformuoty E. coli BL21 (DE3) bakterijy augimas ant agarizuotos LB terpés su kanamicinu. a)
Kontrole; b) Transformantai su jterpta plazmide; c) Transformantai su jterpta plazmide, koncentruota
kultiira

Pagal 24 pav. pateiktus rezultatus matoma, jog plazmidé buvo sékmingai jterpta j E. coli
BL21 (DE3) bakterinj kamieng. IS uzaugusiy transformanty véliau uzséta naktiné kultiira. Kitg
dieng buvo pamatuotas uzaugusios kultiiros optinis tankis ir paskaiCiuotas reikalingas tiris

perséjimui, jog Sviezios kultiiros pradinis optinis tankis biity mazdaug 0,05 O.V.

3.5.2. Baltymy raiSkos indukcija naudojant IPTG. Raiskos jvertinimas SDS-PAGE

metodu

Svieziai uzséta transformanty kultiira buvo paauginta iki tol, kol jos optinis tankis pasieké

0,6 O.V. Tuomet j terpe buvo pridedama 0,5 M IPTG tirpalo, kurio galutiné koncentracija terpéje
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sieké 0,5 mM. Po indukcijos kultira buvo dar paauginama keleta valandy ir biomasé surinkta
centrifuguojant.

Kadangi yra zinoma, jog S§io rekombinantinio baltymo atveju po indukcijos susidaro
intarpiniai kineliai, atsirado biitinybé ta patikrinti. Surinkta biomasé buvo suspenduojama
buferiniame tirpale (0,5 M NaCl, 20 mM TRIS-HCI, pH 7,9) ir ardoma ultragarsiniu sonikatoriumi
— po ardymo paimtas lizato méginys palyginimui SDS-PAGE bidu. Véliau méginys
nucentrifuguojamas, nuosédos atskiriamos nuo supernatanto — paimamas 1 ml supernatanto
palyginimui. Nuosédos suspenduojamos buferiniame tirpale (50 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA,
100 mM NaCl, 0,5 % Triton X-100, pH 8), inkubuojamas kambario temperatiiroje ir
nucentrifuguojamas. Paimamas nuosédy méginys. Su surinktais méginiais buvo atlikta SDS-

PAGE elektroforeze, kurios rezultatai pateikti 25 pav.:

25 pav. Rekombinantinio RodA baltymo raiskos tikrinimas SDS-PAGE metodu. M.M.
— molekulinés masés zymuo, L — lizato méginys, S1 — supernatantas po pirmojo
centrifugavimo; S2 — supernatantas po antrojo centrifugavimo; N - nuosédos

Kaip jau buvo minéta anks¢iau, RodA baltymo dydis yra 16 kDa. Siuo atveju matomas
ekspresuojamo baltymo dydis siekia mazdaug 25 kDa. Taip gali bati dél SUMO zymés
molekulinio svorio arba pries elektroforeze baltymas nebuvo visiskai denatiiruotas ir i§laiké vieng
ar dvi disulfidines jungtis. Remiantis 25 pav. pateiktais rezultatais pastebima, jog supernatanto
méginiuose ekspresuojamo rekombinantinio baltymo RodA néra, tod¢l daroma iSvada, jog

baltymas ekspresuojamas intarpiniuose kiineliuose.
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3.5.3. Intarpiniy kiineliy tirpinimas ir rekombinantinio RodA baltymo gryninimas

Surinkta transformanty po indukcijos biomas¢ toliau buvo naudojama intarpiniy kiineliy
tirpinimui. Siam tikslui buvo naudotas keletas lizés buferiniy tirpaly, turindiy 8 M karbamido. Viso
proceso metu méginys buvo ardomas ultragarsiniu sonikatoriumi ir centrifuguojamas keleta karty,
po kiekvieno centrifugavimo buvo i$saugoma dalis supernatanto analizei SDS-PAGE
elektroforezés budu. Gauti intarpiniy kiineliy tirpinimo rezultatai SDS-PAGE metodu pateikti 26
pav. Pagal gautus rezultatus matoma, jog intarpiniai kiineliai buvo sékmingai iStirpdyti. Tikslinio
baltymo dydis gelyje ~16 kDa. Po paskutinio centrifugavimo surinktas supernatantas toliau buvo

naudojamas rekombinantinio baltymo RodA gryninimui.

26 pav. Intarpiniy kiineliy tirpinimo tikrinimo SDS-PAGE rezultatai.
M.M. — molekulinés masés zymuo, S1 — supernatantas po pirmojo
centrifugavimo, S2 — supernatantas po antrojo centrifugavimo, S3 —
supernatantas po treCiojo centrifugavimo, SN — supernatantas su
nuosédomis

[Sardyty intarpiniy kiineliy supernatantas buvo filtruojamas pro 0,22 pum filtra, siekiant
pasalinti likusias lasteliy nuolauzas. Rekombinantinio baltymo RodA gryninimas buvo vykdomas
afininés chromatografijos biidu, naudojant HisTrap™ HP 1 ml kolonélg. Gryninimo metu buvo
parinktos denatiiruojan¢ios sglygos, nes remiantis literatiiroje pateikta informacija,
rekombinantinis RodA baltymas yra susilankstes taip, jog histidino uodegélé yra pasislépusi
baltymo struktiiros vidinéje dalyje ir negali sgveikauti su sorbentu.

Rekombinantinio RodA baltymo gryninimas vykdytas dviem budais — laipsniska

gradientine eliucija ir smiigine eliucija. LaipsniSka gradientin¢ eliucija buvo taikoma siekiant
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pamatyti, ties kokia imidazolo koncentracija prasideda tikslinio baltymo eliucija — tai yra svarbu
norint atlikti smiiging eliucijg ir susirinkti didesnj baltymo kiekj, kuris yra reikalingas tolimesnei
analizei. Laipsniskos gradientinés eliucijos rezultatai pateikti 27 pav. Pagal gautus rezultatus
matoma, jog rekombinantinio baltymo eliucija prasideda jau tuomet, kai imidazolo koncentracija
prisijungimo buferiniame tirpale pasiekia 100-150 mM. Didziausias baltymo kiekis eliuuojasi

tuomet, kai imidazolo koncentracija siekia 150-250 mM.

27 pav. LaipsnisSkos gradientinés eliucijos rezultatai. M.M. — molekulinés masés Zymuo, L — lasteliy prie$
indukcija su IPTG lizatas, BM — kolonélg ,,praSokes‘ nesorbuoty baltymy meéginys, 1 — eliuento, turin¢io 25
mM imidazolo antra frakcija, 2 — eliuento, turin¢io 50 mM imidazolo antra frakcija, 3 — eliuento, turin¢io
100 mM imidazolo pirma frakcija, 4 — eliuento, turin¢io 100 mM imidazolo antra frakcija, 5 — eliuento,
turin¢io 150 mM imidazolo pirma frakcija, 6 — eliuento, turin¢io 150 mM imidazolo antra frakcija, 7 —
eliuento, turin¢io 200 mM imidazolo pirma frakcija, 8 — eliuento, turin¢io 200 mM imidazolo antra frakcija,
9 — eliuento, turin¢io 250 mM imidazolo pirma frakcija, 10 — eliuento, turin¢io 0,5 M imidazolo antra
frakcija, 11 — eliuento, turin¢io 0,5 M imidazolo pirma frakcija, 12 — eliuento, turin¢io 250 mM imidazolo
antra frakcija

Vykdant smiiging eliucija praplovimo buferiniame tirpale buvo pasirinkta 75 mM
imidazolo koncentracija, kadangi laipsniskos gradientinés eliucijos metu, baltymas eliuavosi prie
mazdaug 100 mM - tai palyginus saugi riba, norint kaip jmanoma maziau prarasti tikslinio
baltymo. Smiuginés eliucijos rezultatai pateikti 28 pav.

Toliau iSgrynintas baltymas buvo dializuojamas pries buferinj tirpala, turintj oksiduoto ir
redukuoto glutationy porg. Dializé buvo atlickama siekiant atkurti baltymo natyvia struktiirg su

teisingomis disulfidinémis jungtimis, kurios buvo pasalintos gryninimo metu.
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MM L BM RodA
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45 kDa
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14,4 kDa

28 pav. Smuginés RodAs eliucijos rezultatai. M.M. — molekulinés masés Zymuo, L —
lasteliy pries indukcija su IPTG lizatas, BM — kolonélg ,,prasoke* nesorbuoti baltymai,
RodA — rekombinantinis baltymas RodA

3.5.4. ISgryninto rekombinantinio baltymo RodA koncentracijos nustatymas Bradfordo

metodu

ISgryninus rekombinantinj RodA baltymg ir jvertinus jo grynuma, toliau buvo atliktas
koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu. Koncentracijai nustatyti buvo bréZiama JSA
kalibraciné kreivé, kuriai sudaryti i§ standartinio 1 mg/ml JSA tirpalo buvo paruosti skirtingy
koncentracijy méginiai, sumaiSyti su Bradfordo reagentu ir matuoti spektrofotometriskai prie 595
nm bangos ilgio. Matavimy rezultatai buvo apdoroti naudojant ,,Microsoft Excel“ programing
irangg. Gauti rezultatai pavaizduoti 1 grafike.

IS kalibracinés kreivés gauta tiesés lygtis (1), kurig taikant apskaiciuota baltymo RodA

koncentracija, pamatavus jo sugertj 595 nm bangos ilgyje.

y = 1,2688x + 0,0469 (1)
Cia:
e X —baltymo koncentracija, mg/ml

e y—hbaltymo sugertis 595 nm bangos ilgyje, O.V.
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1 grafikas. Kalibraciné kreivé

Taikant sudarytos kalibracinés kreivés lygti ir iSmatuota RodA baltymo sugerti prie 595
nm bangos ilgio, buvo gauta, jog baltymo koncentracija tirpale yra 0,196 mg/mi.

3.5.5. Rekombinantinio baltymo RodA aktyvumo tyrimas naudojant Tioflaving T

Rekombinantinio baltymo RodA aktyvumo matavimui buvo naudojamas dazas Tioflavinas
T (ThT). Sis dazas naudojamas amiloidiniy fibriliy tyrimuose. Gerai Zinoma, jog I klasés
hidrofobinai, jskaitant ir baltymg RodA, natyvioje biisenoje geba formuoti | amiloidines fibriles
panasias struktiras. Remiantis §ia informacija buvo padaryta prielaida, jog jeigu po dializés
rekombinantinis baltymas RodA atgavo savo aktyvumg, jis formuos j amiloidus panasSias
struktiiras ir gebés sgveikauti su ThT — matuojant fluorescencijg bus matomas pikas.

Tiriamieji méginiai savo sudétyje turéjo 50 pg/ml rekombinantinio baltymo RodA ir 40
UM/ml ThT daZo. Tarp matavimy paruosti méginiai buvo stipriai kratomi, kad padidéty oro—
tirpalo sasaja. Hidrofobinas RodA, lygiai taip pat, kaip ir RodB ar RodC pasizymi amiloido
formavimuisi biidinga kinetika, o sigmoidiné¢ forma susideda i§ trijy faziy: pradiné lag faze,
atitinkanti branduolio susidaryma, po kurios seka greita amiloido susidarymo ir pailgéjimo fazé¢
bei paskutiné — stacionari fazé. RodA ir RodB, kurie tokiomis sglygomis greitai suformuoja

amiloidus, branduoliy susidarymo fazé yra beveik nepastebima (Pham et al., 2018).
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Fluorescencijos suzadinimas RodA baltymui yra prie 415 nm bangos ilgio, o emisija prie
484 nm bangos ilgio. Matuojant parinktas jautris buvo 600 volty — parinkus didesn] jautruma,
programa rod¢ labai auksta fluorescencijg ir duomenys buvo iSkreipti. Matavimai buvo atliekami
3 kartus: méginiy paruoSimo diena, praé¢jus 17 valandy ir pra¢jus trims paroms. SuzZadinimo ir

emisijos spektrai pateikti atitinkamai 2 ir 3 grafikuose:
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2 grafikas. ThT suzadinimo spektrai.

— 1 diena
-2 diena

5 diena

ThT fluorescencija, sant. vnt.

450 470 490 510 530 550
Bangos ilgis, nm

3 grafikas. ThT emisijos spektrai.

[Sanalizavus gautus spektrus, pastebéti suzadinimo ir emisijos piky poslinkiai. Kaip
minéta, suzadinimo pikas tur¢jo biiti 415 nm, taciau Siy matavimy atveju jis pasislinko ties 423

nm, o emisijos pikas i§ 484 nm pasislinko link 489 nm. Remiantis literatiirine analize, $iy piky
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poslinkiai néra reikSmingi ir parodo, jog tirpale buvo susiformavusios fibrilés, kurios sgveikavo

su ThT dazu. Piky poky¢iai, pastebéti per keletg dieny pateikti 13 lenteléje:

13 lentelé. ThT suzadinimo ir emisijos piky poslinkiai laikui bégant

Suzadinimas 423 nm Emisija 489 nm
1 diena 1,58142 1,22223
2 diena 1,51367 1,15448
5 diena 1,58234 1,15601

Pagal lentel¢je pateiktus piky pokycius bégant laikui matoma, jog méginio su ThT dazu
inkubacija netur¢jo jtakos fibriliy formavimuisi. Dél nezymiy skirtumy tarp piky daroma prielaida,
kad inkubacija nepadidino fibriliy kiekio baltymo méginyje. Nepaisant to, gauti rezultatai parod¢,

jog baltymas po dializés buvo aktyvus.

3.6. Rekombinantinio baltymo RodA pritaikymas

3.6.1. Gliukozés oksidazés elektrocheminio aktyvumo nustatymas ciklinés

voltamperometrijos badu

Aukso elektrodas su imobilizuota gliukozés oksidaze (Au/GOX) ir aukso elektrodas su
rekombinantiniu RodA baltymu kaip matrica ir imobilizuota gliukozés oksidaze (Au/RodA/GOX)
eksperimento metu buvo naudoti fermento elektrocheminio aktyvumo nustatymui ciklinés
voltamperometrijos (CV) metodu. Darbiniame 0,1 M fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 6,8),
esant 5 mV/s potencialo skleidimo grei¢iui, potencialo intervale nuo 0 iki 0,6 V buvo atlikta CV
analizé.

IS 29 pav. pateikto CV grafiko matoma, jog buferiniame tirpale be gliukozés oksidazés
oksiduojamo substrato, t.y. gliukozés, elektrodas generavo srove visame potencialo skleidimo
intervale, kuri ties 0,6 V vs SCE pasieké maksimalig 35,39 pA-cm2srove. | darbinj tirpalg pridéjus
50 mM gliukozés, Au/GOx biojutiklis pradéjo generuoti didéjancia srove, kuri ties 0,485 V vs
SCE pasieké maksimalig reik§me, lygia 224,98 pA-cm™. Srovés pokytis, kuris lygus 189,59

1A -cm?, pastebétas dél gliukozés oksidazés substrato oksidacijos.
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29 pav. Au/GOx elektrodo CV analizés rezultatai: darbinis buferinis tirpalas be gliukozés ir su
50 mM gliukozeés

AU/RodA/GOx elektrodo atveju (30 pav.), kuomet darbiniame buferiniame tirpale nebuvo
gliukozes, potencialo skleidimo intervale nuo 0 iki 0,6 V vs SCE generavo srove, kurios kilimas
pastebétas ties mazdaug 0,45 V vs SCE. Ties 0,6 V vs SCE potencialu pasiekta maksimali 16,11
HA-cm? srové. Pridéjus j tirpala 50 mM gliukozés, Au/RodA/GOx biojutiklis potencialo réZziuose
nuo 0 iki 0,6 V vs SCE generavo srove, kuri pradeda staigiai kilti ties mazdaug 0,3 V vs SCE ir
ties 0,6 V vs SCE potencialu pasieké maksimalig 61,07 pA-cm™ srove. Toks 44,96 pA-cm™srovés
padidé¢jimas pastebétas dél to, jog GOx katalizavo gliukozés oksidacija.
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30 pav. Au/RodA/GOx elektrodo CV analizés rezultatai: darbinis buferinis tirpalas be
gliukozés ir su 50 mM gliukozés
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Tarpusavyje palyginus gautus CV rezultatus Au/GOx ir Au/RodA/GOx elektrody atveju,
pastebima, jog elektrodas su rekombinantiniu RodA baltymu sugeba generuoti pakankamai

aukstas sroves. Gautos CV kreivés parodo, jog fermentas s€ékmingai imobilizuotas ir yra aktyvus.
3.6.2. Kinetiniy parametry ir jautrio nustatymas

AU/GOX ir Au/RodA/GOX biojutikliai buvo tiriami chronoamperometrijos (CA) metodu.
Tyrimo metu buvo palaikomas fiksuotas 0,4 V vs SCE potencialas. IS 31 pav. matoma, jog
AuU/GOx biojutiklis darbiniame buferiniame tirpale be gliukozés oksidazés substrato nusistovi ties
nekintanéia 6,2 pA-cm srove. Didinant gliukozés koncentracija nuo 0 iki 50 mM pastebimas
sroves did¢jimas. Pridéjus pirmgja gliukozés koncentracijg 0,1 mM pastebimas neZymus srovés
padidéjimas nuo 6,2 pA-cm? iki 6,7 pA-cm?. Pasiekus didziausia, 50 mM gliukozés
koncentracija, Au/GOx generavo 39,6 pA-cmsrove. Sie rezultatai parodo, jog toks srovés pokytis
priklauso nuo gliukozés koncentracijos, nes ant elektrodo pavirSiaus esanti GOXx oksiduoja

gliukoze.
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31 pav. Au/GOx biojutiklio generuojamy sroviy pokytis laike, esant skirtingoms gliukozés
koncentracijoms darbiniame tirpale

I$ gauty duomeny gaunamas grafikas (32 pav.), kuriame parodytas biojutiklio Au/GOXx
generuojamas srovés pokytis priklausomai nuo gliukozés koncentracijos. Surinkti duomenys
glodinti Michaelis-Menten modeliu ir nustatyta, jog imobilizuotos GOx ant aukso elektrodo Km

gliukozei yra 6,99 mM ir gali sugeneruoti maksimalig 34,8 pA-cm™srove (Imax).
75



Je=jo, wA-cm <

32

30 I
25l _—
~ .
. -
20f yd
/
/)’
15 y
.-”.'
10} /
/
~
5 -z'
B
- - Gliukozés koncentracija, mM
10 20 30 40

pav. Au/GOx biojutiklio generuojamy sroviy pokycio priklausomybé nuo

gliukozes koncentracijos darbiniame tirpale.

Tyrimo metu taip pat buvo nustatytas ir Au/GOXx jautris. I$ srovés kitimo laike duomeny

buvo gauta srovés pokycio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos (33 pav.). Gautieji

duomenys buvo glodinami taikant tiesinj modelj, kur krypties koeficientas yra Au/GOx biojutiklio

jautris — 3,38 A - mM* . cm™2.

je=jo, wAcm™<

7

(Je = Jo) = 0.0430195 + [Glivkoz] - 3.3817
i R? = 0.999154
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33 pav. Au/GOx biojutiklio srovés pokycio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos.
Duomenys glodinti naudojant tiesinj modelj

Au/RodA/GOx biojutiklio atveju (34 pav.) srovés nusistovejimas pastebimas ties 400

sekundziy riba — joje generuojama pastovi 5,4 pA-cm? srové. Kai ir Au/GOx biojutiklio atveju

buvo laipsniskai pridedama gliukozés, kurios koncentracija darbiniame buferiniame tirpale

svyravo nuo 0 iki 50 mM. Pridéjus 0,1 mM gliukozés, srovés pokytis nepastebétas. Pridéjus

maksimalia, 50 mM gliukozés koncentracija, biojutiklis generavo 5,9 pA-cm srove. Toks srovés
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pokytis parodo, jog Au/RodA/GOx biojutiklio pavirSiuje esanti gliukozés oksidazé sékmingai
oksidavo tirpale esancig gliukoze — srovés pokytis priklausé nuo gliukozés koncentracijos,

esancios tirpale.

50 mM

,
1 mM
5mM ————>

o 500 1000 1500 2000 2500 2000

Laikss, s

34 pav. Au/RodA/GOx biojutiklio generuojamy sroviy pokytis laike, esant skirtingoms
gliukozés koncentracijoms darbiniame tirpale

IS gauty srovés kitimo laike duomeny buvo gauta srovés pokycio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos (35 pav.). Surinkti duomenys buvo glodinami taikant Michaelis-Menten
modelj. Buvo nustatyta, jog imobilizuotos GOx ant Au/RodA/GOx biojutiklio Km reiksmé lygi

2,37 mM ir gali sugeneruoti maksimalig 0,432 pA-cm?srove (Imax).

Jo=jo, pAcm =

04

. . . . - Glivkozés koncentracija, mM
10 20 30 40 50

35 pav. Au/RodA/GOx biojutiklio generuojamy sroviy pokycio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos darbiniame tirpale
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IS srovés kitimo laike duomeny taip pat buvo gauta srovés pokycio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos (36 pav.). Gauti duomenys buvo glodinami pagal tiesinj modelj, kuriame

krypties koeficientas yra Au/RodA/GOX biojutiklis jautris — 0,07 pA - mM™? . cm™,

jc = jp) = 0.00497649 + [Gliukoze] - 0.06868819
012}

RZ = 0.974627
0.08 |-
0.08 |
0.04 |

0.02

- - - L— Gliukozes koncentradija, mh
0.5 1.0 1.5 20

36 pav. Au/RodA/GOx biojutiklio srovés pokycio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos.
Duomenys glodinti naudojant tiesinj modelj

Lyginant Au/GOx ir Au/RodA/GOx biojutikliy rezultatus, pastebéta, jog keiCiantis
gliukozés koncentracijai darbiniame tirpale Au/GOx biojutiklis geba sugeneruoti 6,25 karto
didesn¢ maksimalig srove. Pagal glodintus duomenis naudojant Michaelis-Menten modelj,
maksimali generuojama srové Au/RodA/GOx biojutiklio atveju yra beveik 80 karty mazesné.
Lyginant jautrj, Au/RodA/GOx biojutiklio atveju jis yra 48 kartais mazesnis. Tiek maksimalios
sroves, tiek jautrio Zemas reikSmes galima paaiSkinti tuo, jog hidrofobinams suformavus
monosluoksnj ant aukso elektrodo, sumazéja elektrodo pralaidumas. Taip pat gali bati, jog
monosluoksnyje dalis imobilizuoty gliukozés oksidazés molekuliy gali buti blokuojamos dél
baltymo konformaciniy pokyciy.

Teoriskai laisvos gliukozés oksidazés Kwm reik§mé yra apie 2,7 mM. Siuo atveju,
AU/ROdA/GOx Kwm reik§mé yra geresné ir siekia 2,37 mM. Kuo Zemesné Km reik§mé, tuo
fermentas yra labiau afiniskas substratui, t.y. fermentui reikalingas mazesnis substrato kiekis, jog

jis biity pilnai prisotintas.
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Isvados

1.  Molekulinés biologijos metodais identifikuotas A. fumigatus sintetinamg
hidrofobing koduojantis atitinkamas genas. Sis rodA genas sékmingai jklonuotas j E. coli
kamieng.

2.  Plazmidé su rodA genu raiskos vektoriuje Champion™ pET SUMO sékmingai
transformuota j E. coli BL21 (DE3) kamieng, atitinkamas baltymas po indukcijos buvo
iSgrynintas afininés chromatografijos metodu denatiiruojanciomis salygomis, atlikta
dializé natyviai baltymo struktiirai atkurti. [Sgryninto baltymo koncentracija tirpale sieké
0,196 mg/ml.

3. I8gryninto rekombinantinio baltymo RodA su sulietu ubikvitinu dydis sieké 25
kDa, kas atitinka teorinius skai¢iavimus. Taikant fluorimetrinius matavimus naudojant
Tioflaving T nustatyta, jog biologiskai aktyvus rekombinantinis RodA baltymas geba
formuoti | amiloidines fibriles panasSias struktiiras. BiologiSkai aktyvus baltymas buvo
naudotas kaip matrica gliukozés oksidazés imobilizacijai. Parodyta, kad jis padidina Sio

fermento afiniSkuma substratui gliukozei.

Andrijana Danyté

(ParaSas)
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