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IVADAS

Kasdien tobuléjancios technologijos, augantys Zmoniy poreikiai skatina ieSkoti biidy,
palengvinanciy jvairius gamybos procesus maisto pramonéje, Zemés iikyje bei medicinoje.
Pastaruoju metu susidoméjimo sulauké biocidinés mielés (angl. killer yeast), iSskiriancios
baltyminés kilmés toksines medziagas, kitaip vadinamas mikocinais. Biocidinés mielés pasizymi
atsparumu savo sintetinamam toksinui, tafiau yra jautrios kity mieliy toksinams (Golubev,
2006). Mieliy savybé isskirti j aplinkg toksinus buvo pastebéta 1963 metais, tiriant
Saccharomyces cerevisiae (Santos, San Mauro & Marquina, 2015). Nuo to laiko mikociny
i$skyrimas buvo pastebétas ir tarp kity mieliy genciy: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, Torulopsis, Williopsis ir kt. (Golubev,
2006; Hatoum, Labrie & Fliss, 2012; Santos et al., 2015).

Skirtingy mieliy rusiy ir kamieny iSskiriami toksinai pasizymi skirtingomis biocheminémis
savybémis, geny struktiira, molekuliniu dydziu, veikimo mechanizmais (Santos et al, 2015).
Biocidiniy mieliy i$skiriami toksinai gali buti koduojami dvigrandés RNR virusy pavidalu,
dvigrandéje linijin¢je DNR arba chromosomoje. Gerai zinomi toksiny veikimo mechanizmai —
lasteliy dalijimosi nutraukimas blokuojant DNR sinteze, Igstelés sienelés komponento B-1,3-
gliukano sintezés slopinimas bei jony nutekéjimas, sukeliamas dél citoplazmoje formuojamy
kanaly (Hatoum et al., 2012).

Pritaikant mieliy iSskiriamy toksiny savybes, juos galima panaudoti jvairiose srityse:
aplinkos apsaugoje, medicinoje, pramoninéje biotechnologijoje, taip pat baltymy iSskyrimo
mechanizmy tyrimuose ar siekiant iSsiaiskinti toksiny ir jiems jautriy lasteliy saveika (Santos,
San Mauro, Bravo & Marquina, 2009). Mikociny pritaikymas jvairiose pramongés srityse skatina
ieSkoti greito ir paprasto baltymy gryninimo metodo, taciau kol kas sékmingai i§gryninty toksiny
néra labai daug (Liu e al. 2013). Mikocinams iSskirti placiai naudojami jony mainy
chromatografijos, gelchromatografijos, hidrofobinés chromatografijos ir kiti, papildomi, drusky
pasalinimo ir sukoncentravimo metodai (Chen, Han, & Jong, 2000; Comitini & Ciani, 2011;
Pfeiffer & Radler, 1982; Sawant, Abdelal, & Ahearn, 1989).

Sio darbo tikslas — i§skirti ir charakterizuoti mieliy S. cerevisiae K2 mikocina.

UZzdaviniai:

1. Optimizuoti S. cerevisiae K2 toksino gryninimo schema;

2. Istirti K2 toksino biocidines savybes.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Biocidinés mielés

Mielés — didelé ir heterogeniné mikroorganizmy grupé, kuri dél biocidiniy savybiy
pastaruoju metu sulaukia vis augan¢io susidoméjimo. Si mieliy savybé pirma karta apibadinta S.
cerevisiae mielése. 1963 metais mokslininkai Bevanas ir Makoweris aprasé biocidinj fenomena
(angl. yeast killer phenomenon), tirdami Saccharomyces cerevisiae kamiena, izoliuotg i§ uzkrato
alaus gamybos metu (Schmitt & Breinig, 2002). Po §io atradimo biocidinés mieliy savybés buvo
aprasytos ir kity genc¢iy mielése: Candida, Cryptococcus, Torulopsis, Williopsis, Kluyveromyces
lactis, Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces phaffi, Schwanniomyces occidentalis ir kt. (Santos et
al., 2015).

Remiantis biocidiniy mieliy atsparumu, toksino veikimo mechanizmais, genetinés
determinantés prigimtimi, baltymo molekulinémis charakteristikomis, mieliy biocidinés sistemos
gali biiti skirstomos | maziausiai 10 grupiy (Chen et al., 2000; Meinhardt & Klassen, 2009).
Biocidiniy mieliy fenotipus nulemiantys genai gali biiti koduojami chromosomoje, dvigrandéje
RNR (dgRNR) arba linijin¢je dvigrandéje DNR (dgDNR) (1 lentel¢) (Chen et al., 2000;

Meinhardt & Klassen, 2009).

1 lentelé. Biocidiniy sistemy pavyzdziai (pagal Meinhardt & Klassen, 2009)

Mieliy riisis Toksinas
Koduojami chromosomoje Saccharomyces cerevisiae KHS, KHR

Pichia anomala K5

Pichia farinosa SMKT

Williopsis mrakii K500

Kluyveromyces wickerhamii ~ Kwkt

Kluyveromyces phaffii Kpkt

Schwanniomyces occidentalis

Koduojami dgRNR Saccharomyces cerevisiae K28,K1, K2, Klus
Ustilago maydis KP1, KP4, KP6
Zygosaccharomyces bailii Zigocinas
Hanseniaspora uvarum
Torulaspora delbruecki Kbarr-1
Koduojami linijinéje dgDNR  Kluyveromyces lactis Zimocinas
Pichia inositovora
Pichia acaciae PaT

Debaryomyces robertsiae

14



Daugelyje mieliy rusiy toksinus koduojancios sekos aptinkamos chromosomose.
Labiausiai paplitusios Kluyveromyces, Pichia ir Williopsis mieliy biocidinés sistemos (Comitini,
Ingeniis De, Pepe, Mannazzu & Ciani, 2004; Santos et al.,2009).

Linijinése dgDNR plazmidése koduojami toksinai paplite tarp bakterijy, augaly ir gryby, o
labiausiai — tarp mieliy. Jie daZniausiai randami citoplazmoje ir siejami su virusais. Biocidinj
fenotipg lasteléms suteikia dviejy arba trijy linijiniy plazmidZiy rinkinys. Toksino gamyboje
dalyvauja konservatyviis autonominiai elementai, kurie palaiko geny raiska ir replikacija.
Autonominiy ir ne autonominiy elementy replikacija inicijuojama DNR polimerazei prisijungus
prie 5° terminalinio baltymo, todél jy replikacijos ir transkripcijos procesai vyksta
nepriklausomai nuo Seimininko Igstelés. Skirtinguose organizmuose yra zinomos keturios
toksinus koduojancios plazmidés: Kluyveromyces lactis, Pichia inositovora, Pichia acaciae ir
Debaryomyces robertsiae (Meinhardt & Klassen, 2009).

DgRNR uzkoduotas biocidinis fenotipas priklauso nuo satelitinio M viruso ir L-A viruso
pagalbininko. M virusas koduoja toksing, o L-A uzkoduoti GAG ir POL genai uztikrina abiejy
virusy replikacijg ir inkapsuliacijg j virusus panasias daleles (angl. virus-like particles, VLPs).
Virionai lieka citoplazmoje, o kadangi jie yra neinfekciniai, dgRNR virusai plinta horizontaliai i§
lastelés ] Iastele arba vertikalios pernasos btidu, formuojantis heterokarionui. DgRNR virusai yra
randami Saccharomyces, Torulaspora, Ustilago, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora gentyse

(Wickner, Fujimura & Esteban, 2013; Ghabrial, Caston, Jiang, Nibert & Suzuki, 2015).
1.2. Biocidiniy mieliy ir jy toksiny panaudojimas

Pirmiausiai biocidinés mielés buvo panaudotos maisto ir gérimy pramongéje ir laikui bégant
Sie mikroorganizmai pritaikyti gyvulininkystéje, veterinarijoje, medicinoje bei biomedicinos ir
farmacijos pramonése. Pagrindinis Siose pramongés srityse pritaikomas mieliy vaidmuo — kity
mikroorganizmy, pavyzdziui, nepageidaujamy mieliy, pelésiy ir bakterijy slopinimas (Hatoum et

al., 2012; Liu et al., 2013).
1.2.1. Biocidiniy mieliy pritaikymas maisto ir gérimy pramonéje

Placiausiai mikocinai naudojami maisto pramongje, siekiant uzkirsti kelig maisto gedimui,
patogeny augimui vyno gamyboje, fermentacijos metu. Biocidinés mielés naudojamos alyvuogiy
fermentacijoje, sojy padazo, alaus, sakés gamyboje (Chen et al, 2000; Hatoum et al., 2012; Liu
et al., 2013). Yra zinoma, jog Debaryomyces hansenii aktyvumas padidéja aplinkoje esant NaCl,
todél Sias mieles sifiloma naudoti stidytuose, fermentuotuose maisto produktuose (Hatoum et al.,
2012). Pichia farinosa demonstruoja aktyvumag prieS kelias Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces rouxii ir Pichia anomala mieles, uzkratus maisto pramonéje (Suzuki, 2004).

Biocidines mieles Williopsis saturnus var. saturnus sitiloma panaudoti siirio gamyboje. W.
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saturnus var. saturnus iSskiriamas toksinas aktyvus prie§ strio skonj bei kvapg gadinancias,
Saccharomyces cerevisiae bei Kluyveromyces marxianus mieles, ir padeda iSvengti siirio gedimo
(Liu & Tsao, 2009).

Vyno gamyboje mikocinai stabdo nepageidaujamy mieliy kamieny dauginimasi, palaiko
pastovy gaminamo produkto kvapa, skonj, todél jy panaudojimas yra ypac aktualus gaminant
geros kokybés vynus (Francisco & Ram, 2016). Pastebéta, jog Wickerhamomyces anomalus ir
Kluyveromyces wickeramii iSskiriami toksinai slopina Dekkera ir Brettanomyces mieles,
sukelianc¢ias nemalonius kvapus vynuose (Comitini et al., 2004). Antagonistinés mieliy savybeés
taip pat gali paveikti gamybos procesa vyno gamybos metu. Vyno gamyboje naudojamos
bakterijos, kurios obuoliy riigst] (angl. malic acid) vercia pieno riig§timi — vyksta malolaktiné
fermentacija (angl. malolactic fermentation). Sgveika tarp vyno mieliy Oenococcus oeni ir tokiy
bakterijy gali paskatinti arba sutrukdyti malolakting fermentacija, nuo kurios priklauso vyno
kokybé bei stabilumas (Hatoum et al., 2012). PMKT2 ir Pichia membranifaciens CYC 1086
toksinai pasizymi aktyvumu prie§ vyno kokybe gadinancCias Brettanomyces bruxellensis mieles,
todél gali biiti panaudoti vyno gamybos biokontroléje (Santos, et al., 2009). Sujungus toksing
i§skiriant] S. cerevisiae kamieng su etanolj iSskirian¢iu S. cerevisiae kamienu, gauti hibridai,
kontroliuojantys patogenus etanolio fermentacijos metu dekstrozeéje, melasoje, taip pat biomasés

apdirbimo metu (Bajaj & Sharma, 2010).
1.2.2. Toksinus sekretuojanciy mieliy pritaikymas Zemés iikyje

Ukininkai nuolat susiduria su jvairiomis dirvoZemio, griidy, augaly bei kity auginamy
produkty ligomis. Dél patogeny sukeliamy ligy patiriami dideli paséliy nuostoliai, atsiranda
grésmé maisto gamybai, saugumui bei stipriai paveikiama pasaulio ekonomika (Ferraz, Cassio &
Lucas, 2019). Siekiant uZzkirsti kelig augaly ligoms ir apsaugoti pasélius nuo patogeny,
naudojami cheminiai metodai. Taciau dél dazno fungicidy naudojimo iSsivysto patogeny
atsparumas, o nenaudojant jokiy kontroliniy priemoniy, patogenai sparciai plinta dirvozemiuose.
Be to, fungicidai neigiamai veikia Zemés tkio ekosistemy mikroflora, naikindami naudingus
mikroorganizmus bei dirvoZzemio gyvinus. Nuolat naudojant fungicidus, aplinkoje islicka mazi
cheminiy medziagy kiekiai, sukeliantys nedidelj toksiskuma ir jvairiy rasiy uzterstumg (Ferraz et
al., 2019; Taqarort et al., 2008).

Biologinés kontrolés metodai siilomi kaip galima alternatyva fungicidams (Comitini &
Ciani, 2011). Mielés yra patraukliis mikroorganizmai biologinei kontrolei, nes jos greitai auga ir
kolonizuoja daugeli pavirSiy, taip ribodamos patogeny naudojimgsi maisto medziagomis
(Taqarort et al., 2008). Mielés j aplinkg iSskiria prieSgrybelinius junginius, jvairius toksinus bei

lakias medziagas. Pavyzdziui, Saltalankiuose rastos Aureobasidium pullulans, Cryptococcus
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wieringae, Metschnikowia fructicola ir Cryptococcus albidus mielés | aplinka iSskiria esterius,
alkoholius, lakias riebaly rugstis, ketonus, aromatinius junginius. Mieliy iSskiriami lakieji
junginiai skatina augaly augimg ir pagerina paséliy derlinguma (Luksa et al., 2020).

Mieliy antagonistines savybes sitiloma pritaikyti jvairiose zemés tikio srityse. Patogeny
sukeliamos citrusiniy vaisiy ligos sukelia ekonominius nuostolius visame pasaulyje (Taqarort et
al., 2008). Pichia anomala (YT73), Debaryomyces hansenii (YT22) ir Hanseniaspora
guilliermondii (YT13) mielés 80 % sumazina grybo Penicillium digitatum Sacc. sukeliamy ligy
citrusiniuose vaisiuose paplitimg (Taqarort et al., 2008). IS vyno iSskirtas S. cerevisiae kamienas
apsaugo obuolius nuo Penicillium expansum pelésio (Scherm et al, 2003). Neseniai Pichia
membranifaciens toksinas (PMKT?2) pasiiilytas mieliy ir filamentiniy gryby kontrolei Zemés tkio
srityje. PMKT2 aktyvus prie§ vynuogiy patogenus Botrytis cinerea 20003, Pichia
membranifaciens CYC 1070, kukuriizy patogena Fusarium proliferatum MM 1-2 (Santos et al.,
2009). Sis mikocinas pasizymi aktyvumu prie§ Dekkera bruxellensis ir taip yra stabilus vyno pH
bei temperatiiros diapazone, todél toksing taip pat siiloma panaudoti vyno gamyboje (Comitini
& Ciani, 2011). Kakavmedzius Centrinéje ir Pietinéje Amerikoje parazituojantis Moniliophthora
perniciosa grybas sukelia liga, vadinama ,,raganos Sluota“ (angl. witches' broom disease). 18
sveiky kakavos augaly i$skirtas Gliocladium catenulatum 70 % sumaZino Sios ligos pasireiSkima
kakavos daiguose (Ferraz et al., 2019).

Kai kurios mieliy riiSys jau pasiekusios rinka kaip komerciniai augaly patogeny kontrolés
produktai. Pavyzdziui, Aureobasidium pullulans mielés — kaip ,,BoniProtect (Wagner et al,
2013), Candida oleophila kaip ,,Aspire”, Cryptococcus albidus ,,Yieldplus®“, Metschnickowia
fructicola 277 “Shemer”, Candida oleophila O “Nexy” (Lugtenberg, 2015).

1.2.3. Biocidiniy mieliy panaudojimas medicinoje

Aktuali Siy laiky problema — padidéjes bakterijy atsparumas antibiotikams — skatina ieSkoti
naujy gydymo alternatyvy. Medicinoje pirmg teigiamg biocidiniy mieliy poveiki 1909 m.
pastebéjo Hayduckas ir Fernbachas. Jie prane$¢ apie mieliy iSskirtg laky toksiska jungini, kuris
trukdé Escherichia coli ir Staphylococci augima (Viljoen, 2006). Irodytas Debaryomyces
hansenii i$skiriamo toksino aktyvumas prie§s Clostridium tyrobutyricum ir Clostridium
butyricum. I8 pranciizisko strio i$skirtos Geotrichum candidum mielés slopina Listeria bakterijas
(Hatoum et al., 2012). Siuloma biocidiniy mieliy iSskiriamus mikocinus naudoti prie§ Zzmogaus
patogenines mieles, pavyzdziui, prie§ Candida albicans ar Cryptococcus neoformans, kuriy
infekcijas sunku iSgydyti jprastiniais prieSgrybelianiais vaistais (Schaffrath, Meinhardt &
Klassen, 2018; Magliani et al. 2004). Pavyzdziui, Wickerhamomyces anomalus KS5 toksinas,

kuris zudo Trichosporon, Microsporum ir Candida rusis. Manoma, jog toksinas gali buti
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panaudojamas kaip vietinio veikimo priesgrybelinis vaistas (Izgii, Altinbay & Tiireli, 2007). Dél
panasumo ] prieSgrybelinj antibiotika Akuleacing A ir stabilumo pH bei temperatiiros
pokyciuose, Williopsis mrakii toksinas pasiiilytas naudoti kaip prieSgrybelinis vaistas pries
Candida spp. (Walker, Mcleod & Hodgson, 1995; Hodgson, Button & Walker, 1995). Mieliy
Zygosaccharomyces bailii iSskiriamas toksinas Zigocinas zudo Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei ir Sporothrix schenckii mieles. Sig savybe galima pritaikyti kuriant
vaistus pries§ patogeniniy mieliy sukeliamas infekcijas (Hatoum et al.,2012).

Norint mieliy toksinus tiesiogiai taikyti kaip vaistus, susiduriama su isSiikiais. Mieliy
toksinai yra nestabillis arba neaktyviis 37 °C temperatiroje bei neutraliame pH, kuris budingas
zmogaus organizmui (Schaffrath, et al., 2018). Kita problema — j Zzmogaus organizmg patekes
toksinas gali sukelti stipry imuninj atsaka. Tod¢l mokslininkai susintetino mazus ne antigeninius
peptidus, pasizymincius toksiny aktyvumu, jrodytu prie§ patogenus Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii (Magliani, Conti,
Travassos & Polonelli, 2008). Taip pat panaudojo W. anomalus iSskiriamo toksino anti-
idiotipinius antikiinus, kurie Zudo patogenus sgveikaudami su receptoriais — [-gliukanais
(Hatoum et al., 2012; Schaffrath et. al.,, 2018; Polonelli, Magliani, Ciociola, Giovati & Conti,
1991).

Biocidinés mieliy sistemos — efektyvus ir nebrangus jrankis mieliy identifikavimui bei
biotipavimui. Pirma karta biocidinés mielés panaudotos Candida albicans atpazinimui (Polonelli
et al., 1991). Sukurti metodai Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces
cerevisiae, Pseudallescheria boydii mieles, taip pat preS Penicillium camembertii, Aspergillus
niger gybus ir Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Mycobacterium tuberculosis

bakterijas (Meinhardt & Klassen, 2009).
1.3. Toksiny gryninimas

Siekiant panaudoti toksiny savybes medicinoje, biotechnologijoje, Zemés ikyje,
moksliniuose tyrimuose ir kitose srityse, svarbu gauti iSgrynintg ir aktyvy baltyma. Jau yra
i8gryninti jiros mieliy Mrakia frigida (Liu, Wang, Hua, Buzdar & Chi, 2012), Williopsis
saturnus (Wang et al., 2012), Metschnikowia saccharicola (Tan et al., 2018) i$skiriami toksinai.
Jy panaudojimas aktualus jliriniy gyviiny ligy prevencijoje. ISgrynintas halotolerantiniy mieliy
Pichia farinosa SMKT toksinas (Suzuki & Shima, 1989) naudingas sojos, darZoviy
fermentacijose. ISgryninti ant uogy, vaisiy, dirvoZzemiuose randamy mieliy toksinai: Pichia
anomala WC65 iSskiriamas toksinas (Sawant et al., 1989), Pichia anomala K5 toksinas (Izgi &
Altibay, 2004), Schwanniomyces occidentalis ATCC 44252 toksinas (Chen et al, 2000),
Zygosaccharomyces bailii i$skiriamas Zigocinas (Weiler, Rehfeldt, Bautz & Schmitt, 2002),
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Kluyveromyces phaffii Kpkt toksinas (Cominiti, 2004) ir Kluyveromyces wickerhamii Kwkt
toksinas (Comitini & Ciani, 2011), S. cerevisiae iSskiriami K28 (Pfeiffer & Radler, 1982) ir K1
(Hutchins & Bussey, 1983) toksinai. Jy panaudojimas aktualus jvairiose maisto, gérimy, zemes
tikio, medicinos srityse.

Toksiny gryninimas glaudziai susijgs su baltymo savybémis, jo struktiira, sgveika su
lasteliy receptoriais, Zudymo mechanizmais, veikimo salygomis. Gryninimo metu svarbu
parinkti salygas, kurios nesutrukdyty baltymo stabilumui bei aktyvumo pasireiSkimui (Schaffrath
et al., 2018).

1.3.1. Sal&iui atspariy mieliy Mrakia frigida i§skiriamo toksino savybés ir gryninimas

Saléiui atsparios Mrakia frigida 2E00797 mielés, isskirtos i§ Antarktikos jiiros nuosédy,
sintetina 55,6 kDa dyzio toksing. DidZiausias toksino aktyvumas pasireiSkia 3 % NaCl
koncentracijoje, pH 4,5 bei 16 °C temperatiiroje. Baltymas islieka stabilus 10 — 25 °C
temperatiiroje. Baltymo pl ir veikimo mechanizmas kol kas neistirti. Mokslininkai i§gryninino

toksing anijony chromatografijos ir gelfiltracijos metu (1 pav.) (Liu et al., 2012).

s 0T 0T

Lasteliy kultaros Koncentravimas DEAE-Sepharose Fast Koncentravimas (10 Sephadex G-75
supernatantas (tangentinio filtravimo Flow chromatografija kDa, Amicon YM3) gelfiltracija
sistema, 10 kDa, Millipore)

1 pav. Mrakia frigida 2E00797 toksino gryninimo schema (pagal Liu et al., 2012)

Pirmiausia lasteliy kultiros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas ultrafiltracijos
metu. Toksinas grynintas naudojant anijonito DEAE Sepharose Fast Flow kolonéle, pries tai
nulygsvarintg 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Eksperimento metu buferinio tirpalo
pH 4,5, esant kuriam pasireiSkia didziausias toksino aktyvumas. Aktyvumg turinCios frakcijos
sujungtos, sukoncentruotos ultrafiltracijos metu ir toliau grynintos gelfiltracijos btdu.
Eksperimento metu naudojama Sephadex G-75 kolonélé, nulygsvarinta 0,02 M citratiniu-
fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,5). IS 750 mL terpés gauta 5,75 mg baltymo, kurio grynuma
mokslininkai patvirtinto elektroforetiskai. ISgrynintas toksinas gali biiti panaudojamas pries
patogeniniy Metschnikowia bicuspidata, Candida tropicalis ir Candida albicans mieliy

sukeliamas ligas (Liu et al., 2012).

19



1.3.2. Williopsis saturnus iSskiriamo toksino savybés ir gryninimas

Jury mielés Williopsis saturnus WC91-2 isskiria 11 kDa dydzio toksing. Didziausias
toksino aktyvumas stebimas pH 3 — 3,5, 16 °C temperatiiroje ir esant 10 % NaCl. Baltymo
veikimo mechanizmas nezinomas (Wang et al, 2012). Toksinas iSgrynintas trijy

chromatografiniy zingsniy metu (2 pav.).

TIT

) B Koncentravimas
Lasteliy kultiiros DEAE-Sepharose Fast Sephadex TM G-50 CM-Sepharose Fast (tangentinio
supernatantas Flow chromatografija gelfiltracija Flow chromatografija filtravimo sistema,

Amicon)

2 pav. Williopsis saturnus WC91-2 toksino gryninimo schema (pagal Wang et al., 2012)

Lasteliy kultiiros supernatantas sukoncentruotas ultrafiltracijos metu per membrang
(pralaidumas nuo 5 kDa) toliau grynintas anijony mainy chromatografijos metu. Naudojama
DEAE Sepharose Fast Flow kolon¢l¢, nulygsvarinta 20 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu
tirpalu. Buferinio tirpalo pH 4,5 — optimalus toksino aktyvumui. Toksinas prie sorbento
neprisikabino, todél surinktas eliuatas toliau grynintas gelfiltracijos budu. Sephadex G-50
kolon¢lé prie§ tai nulygsvarinta 50 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,5).
Aktyvuma turinCios frakcijos apjungtos, o likusios priemaiSos paSalintos gryninant per katijonito
CM-Sepharose Fast Flow kolonéle, nulygsvarinta 20 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu
tirpalu (pH 4,5). Frakcijos, turinios aktyvuma, sukoncentruotos filtruojant per membrang
(pralaidumas nuo 3 kDa). IS 5 L terpés mokslininkai iSgrynino 0,5 mg elektroforetiskai
homogeninio baltymo, aktyvaus pries kraby ligas sukelianc¢ias Metschnikowia bicuspidata WCY
mieles (Wang et al., 2012).

1.3.3. Metschnikowia saccharicola i$skiriamo toksino savybés ir gryninimas

Jurinés mielés Metschnikowia saccharicola DD21-2, isskirtos i§ Yalu upés nuosédy,
sintetina 47 kDa dydzio toksing. Optimali toksino aktyvumo temperatira 16 °C, o pH 5,5.
Baltymas stabilus pH 4,0 — 6,5 ir 0 — 40 °C temperaturoje. Toksinas veikia jautrias lasteles
prisijungdamas prie lgsteliy receptoriy, pazeisdamas Igstelés vientisumg (Tan et al., 2018).

Mokslininkai i§grynino toksing trijy chromatografiniy zingsniy metu (3 pav.).
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Lasteliy kulttros Koncentravimas DEAE-Sepharose Fast Sephadex TM G-50 CM-Sepharose Fast
supernatantas (tangentinio filtravimo Flow chromatografija gelfiltracija Flow chromatografija
sistema, Amicon)

3 pav. Metschnikowia saccharicola DD21-2 toksino gryninimo schema (pagal Tan ef al., 2018)

PrieS gryninima lasteliy kultiros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas
ultrafiltracijos metu. Toksinas grynintas anijony mainy chromatografijos metu su DEAE-
Sepharose Fast Flow kolonéle, nulygsvarinta 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu.
Gryninimo metu buferinio tirpalo pH 5,0, kuriam esant toksinas nepraranda aktyvumo. Toksinas
neprisikabino prie sorbento ir eliuavosi su lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Frakcijos surinktos ir
dializuotos per zarnelg (pralaidumas nuo 7 kDa). Toksinas toliau grynintas gelfiltracijos metu
naudojant Sephadex TM G-50 kolonéle, nulygsvarintg 0,05 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu
tirpalu (pH 5,0). Siekiant atsikratyti priemaiSy, aktyvuma turinios frakcijos sujungtos ir
grynintos katijony mainy chromatografijos metu naudojant CM-Sepharose Fast Flow kolonélg,
nulygsvarintg 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 5,0). Toksinas eliuotas pritaikius
linijinj NaCl gradienta 0 — 1 M koncentracijos. IS 1,5 L terpés gauta 3,8 mg baltymo. Straipsnio
autoriai iSgrynino ir charakterizavo Metschnikowia saccharicola DD21-2 mieliy iSskiriama
toksing, kuris gali biiti panaudojamas jiiros gyviiny patogeniniy ligy biokontroléje (Tan et al.,
2018).

1.3.4. Pichia farinosa iSskiriamo SMKT toksino savybés ir gryninimas

Halotolerantiniy mieliy Pichia farinosa KKI1 kamieno iSskiriamas SMKT toksinas
pasizymi didziausiu aktyvumu esant aukStoms drusky koncentracijoms (2 M NaCl/KaCl).
Chromosomoje koduojamas 222 aminorigs¢iy SMKT preprotoksinas, sudarytas i hidrofobinio
a subvieneto (63 aminoriig§¢iy), vidinio y fragmento (62 aminortig§¢iy) ir hidrofilinio P
subvieneto (77 aminoriig§¢iy). Subrendes toksinas — a (6,6 kDa) ir B (7,9 kDa) heterodimeras.
Baltymo pl = 6,4. Toksinas islieka stabilus pH 2,0 — 5,0, temperatiiroje nuo 5 iki 30 °C (Suzuki
& Nikkuni, 1994). Néra zinoma su kokiais lgstelés receptoriais sgveikauja toksinas, tacCiau
siilomas Zudymo mechanizmas — membranos laidumo keitimas (Suziki & Nikkuni, 1999).

Pichia farinosa mieliy iSskiriamas mikocinas iSgrynintas trijy zingsniy chromatografijy

metu (4 pav.).
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Precipitacija
amonio sulfatu ﬁ

i 1 . Koncentravimas 3x . .
Lasteliy kultiiros Toyopearl HW-55S SP-Toyopearl katijony ' ! ’ Toyopearl HW-558
- .. . .. (Advantec ultrafilter Ifiltraciiz
supernatantas gelfiltracya mainy chromatografija UK10) gelliltracyja

4 pav. SMKT toksino gryninimo schema (pagal Suzuki & Shima, 1989)

Prie§ chromatografinj gryninima, lasteliy kultiros supernatantas nufiltruotas ir toksinas
i$sodintas su amonio sulfatu. Susidariusios nuosédos iStirpintos 20 mM citratiniame-fosfatiniame
buferiniame tirpale (pH 3,5). Chromatografija vykdoma trim etapais i§ pradziy naudojant
Toyopearl HW-55S sorbentg, parinkus optimalias salygas (pH 3,5) kolonélés veikimui ir toksino
aktyvumui (pH 2,5 — 4,0). Toksinas eliuojamas 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu su
0,15 M NaCl (pH 3,5). Antrame gryninimo etape aktyvumg turincios frakcijos grynintos SP-
Toyopearl katijony mainy chromatografijos metu. Siekiant toksino prisijungimo prie katijonito,
naudojamas pH 3,5. Baltymas eliuojamas pritaikius linijinj NaCl gradientg nuo 0,15 iki 0,8 M
koncentracijos. Aktyvumas aptiktas 0,43 — 0,53 M NacCl frakcijose. Toksino frakcijos 3 kartus
sukoncentruotos ultrafiltravimo sistema ir grynintos gelfiltracijos biidu per Toyopearl HW-55S
kolonéle, nulygsvarinta 0,1 M amonio acetato buferiniu tirpalu (pH 3,5). Toksino eliucija
vykdoma tuo paciu buferiniu tirpalu. Po trijy gryninimo etapy mokslininkai i§grynino toksina,
nustaté jo Svarumg ir dydj elektroforetinés analizés metu (25 kDa). IS 1,5 L lasteliy kultiiros

supernatanto iSgryninta 6,2 mg aktyvaus baltymo (Suzuki & Shima, 1989).
1.3.5. Pichia anomala WC 65 iSskiriamo toksino savybés ir gryninimas

Mielés Pichia anomala WC 65 isskiria chromosominéje DNR koduojama toksing.
Toksinas yra stabilus pH intervale 2,0 — 5,0. Izoelektrinio fokusavimo metu gautas baltymo pl =
5,0. Toksino dydis 83,3 kDa. Toksinas veikia jungdamasis prie l1gstelés sienelés receptoriy B-1,6-
gliukany, o tikslus zudymo mechanizmas néra Zinomas (Sawant ef al., 1989).

Pichia anomala toksino gryninimui pritaikyti anijony mainy chromatografijos ir
gelfiltracijos metodai (5 pav.). PrieS chromatografinj gryninimg lasteliy kultiiros supernatantas
nufiltruotas ir sukoncetruotas 50 karty su Millipore PTGC ultrafiltravimo sistema. Toksino
koncentratas precipituojamas etanoliu, o susidariusios nuosédos istirpintos 20 mM piperazino

buferiniame tirpale (pH 5,0).

22



Precipitacija Precipitacija
etanoliu etanoliu
U

v

Lasteliy kultiiros Koncentravimas 50x FPLC Mono Q HR 10/10 Superose 12 gelfiltracija
supernatantas (PTGC tipo kasete, chromatografija e
Millipore)

5 pav. Pichia anomala WC 65 isskiriamo toksino gryninimo schema (pagal Sawant et al., 1989)

PrieS gryninimo eksperimentus, baltymo aminortigsciy seka ir jo pl nebuvo zinomi, todél
eksperimento salygos buvo parinktos remiantis baltymo stabilumu. Naudojama paruosta FPLC
Mono Q HR 10/10 anijonito kolon¢lé, kuriai budinga didelé skiriamoji geba. Kolonélé
nulygsvarinta 0,1 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu, kurio pH 4,6, optimalus kolonélés
veikimui ir tinkantis baltymo stabilumui (pH 2,0 — 5,0). Gryninimo metu taikytas linijinis NaCl
gradientas nuo 0 iki 1 M koncentracijos. Atrinktos aktyvumg turinCios frakcijos sujungtos ir
toksinas precipituojamas etanoliu. Nuosédos istirpintos 500 pL. 0,1 M citratiniame-fosfatiniame
buferiniame tirpale (pH 4,6). Siekiant atsikratyti likusiy priemaiSy atliktas antras gryninimo
zingsnis — Superose 12 gelfiltracija. IS 10 L lasteliy kultiiros supernatanto iSgryninta 0,36 mg
baltymo. Platus toksino aktyvumo spektras prie§ jvairius mieliy Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Pichia anomala kamienus bei prie§ Candida albicans patogenines mieles

sitilo galimg toksino panaudojimg chemoterapijoje (Sawant et al., 1989).
1.3.6. Pichia anomala iSskiriamo KS toksino savybés ir gryninimas

Pichia anomala NCYC 434 mieliy i$skiriamas K5 toksinas — 49 kDa dydzio baltymas.
Toksinas aktyvus pH 3 — 5,5 ribose, Zemesnéje nei 37 °C temperatiroje. Izoelektrinio
fokusavimo metu jvertintas baltymo pl = 3,7. Toksinas jungiasi prie Iastelés sienelés B-1,3-
gliukany. Prisijunges prie receptoriy, toksinas pasizymi B-1,3-egzogliukanazés aktyvumu —
hidrolizuoja Iastelés sienelés kompenentus. Lastelei praradus vientisumg, ji zista. Stebimas
toksino aktyvumo padidéjimas pridéjus dvivalenciy metalo jony (Izgii & Altibay, 2004).

K5 toksinas iSgrynintas dviejy zingsniy chromatografijy metu (6 pav.). Pries
chromatografinj gryninimg Pichia anomala NCYC 43 lasteliy kultiiros supernatantas nufiltruotas
ir 50 karty sukoncentruotas naudojant centrifugavimo meégintuvélius (pralaidumas nuo 30 kDa)

(Izgii & Altibay, 2004).
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Lasteliy kultiiros Konce'thraVimas o . HPLC POROS HQM Gelfiltracija su TSK
supernatantas (centrifugavimo megintuvélial anijony mamy G2000SW kolonéle
30 kDa-cutoff. Sartorius) chromatografija

6 pav. K5 toksino gryninimo schema (pagal Izgii & Altinbay, 2004)

Vykdoma anijony mainy chromatografija su paruosta HPLC POROS HQ/M kolonéle,
nulygsvarinta 30 mM N-metil piperazino-HCI buferiniu tirpalu. Gryninimo metu buferinio
tirpalo pH 4,8, tinkamas toksino aktyvumui (pH 3,0 — 5,5) ir kolonélés veikimui. Baltymas
eliuojamas taikant linijinj NaCl gradientag nuo 0 iki 500 mM. Aktyvuma turinCios frakcijos
sujungtos, buferinis tirpalas pakeistas ] 100 mM citratinj-fosfatinj buferinj tirpalag (pH 4,5),
ultrafiltravimo metu (pralaidumas nuo 5 kDa). Antrame gryninimo etape, vykdoma gelfiltracija
su TSK G2000SW koloné¢le, nulygsvarinta 100 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu,
turin¢iu 100 mM NaxSO4. Toksinas eliuojamas tuo paciu buferiniu tirpalu. Aktyvumg turincios
frakcijos sujungtos, o buferinis tirpalas pakeic¢iamas j 20 % glicerolj saugojimui tolimesniems
tyrimams. IS 10 L Igsteliy kultiiros gauta 6 mg aktyvaus baltymo (Izgii & Altinbay, 2004). K5
toksinas pasizymi placiu aktyvumo spektru pries jvairius grybus ir lasteles, kuriy struktiiroje yra
B-1,3-gliukany: Candida albicans, Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces marxianus. Sia
savybe sitiloma panaudoti aplinkos ir pramonés biotechnologijy srityse, taip pat kaip
prieSgrybelinj vaista (Kagiyama, Aiba, Kadowaki & Mogi, 1988; Walker et al., 1995; Yap, de
Barros Lopes, Langridge & Henschke, 2000).

1.3.7. Schwanniomyces occidentalis iSskiriamo toksino savybés ir gryninimas

2000 metais iSgrynintas Schwanniomyces occidentalis ATCC 44252 toksinas.
Chromosomoje koduojamas mikocinas sudarytas i§ dviejy 7,4 ir 4,9 kDa dydzio subvienety.
Baltymas stabilus pH 3,8 — 5,0 reik§mése. Didziausiu aktyvumu pasizymi pH 4,2 — 4,8, 20 — 30
°C temperatiroje. Teigiama, jog S. occidentalis toksinas jungiasi prie jautriy mieliy lgsteliy
sieneliy manoproteiny. Toksinas pazeidzia plazming membrang, pakeisdamas jos pralaidumg ir
sukeldamas citoplazmos komponenty pratekéjima (Chen et al. 2000).

PrieS grynininat baltyma, lasteliy kultiiros supernatantas sukoncentruotas 11 karty su

Amicon spiralinés membranos kasete (7 pav.).
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Koncentravimas 11x QAE-Sephadex A-25 Hidrofobiné butyl- Fractogel EMD COO
(spiralinés membranos anijony mainy Toyopearl 650M katijony mainy
kasete, Amicon) chromatografija chromatografija chromatografija

Lasteliy kultiiros
supernatantas

7 pav. S. occidentalis ATCC 44252 toksino gryninimo schema (pagal Chen et al., 2000)

Pirmam toksino gryninimo Zingsniui mokslininkai panaudojo anijonita QAE-Sephadex A-
25. Kolonélé pries tai nulygsvarinta 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Parenkamas
buferinio tirpalo pH 4,4, kuriam esant toksinas pasizymi didziausiu aktyvumu. Prie QAE-
Sephadex A-25 sorbento toksinas neprisikabino, todél per kolong pragjusios, aktyvumag
turéjusios frakcijos, surinktos ir toliau grynintos hidrofobinés chromatografijos metu. Naudojama
butyl-Toyopearl 650 M kolonéle, nulygsvarinta 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH
4,4) turin¢iu 0,7 M amonio sulfato. Siekiant atsikratyti likusiy priemaiSy, vykdytas trecias
gryninimo etapas su katijonitu Fractogel EMD COOQO?2 650, pH nekei¢iamas. Toksinas eliuojamas
su 3 M NaCl. Is 10 L lgsteliy kulttiros supernatanto gauta 1,5 mg baltymo. Toksinas gali buti
panaudojamas pramonin¢je fermentacijoje siekiant iSvengti uzsikrétimo laukinémis mielémis

(Chen et al., 2000).
1.3.8. Zygosaccharomyces bailii i$skiriamo toksino Zigocino savybés ir gryninimas

Osmotolerantinés mielés Zygosaccharomyces bailii iSskiria monomerinj toksing —
Zigocing. Dvigrandéje RNR koduojamas 239 aminortigSCiy preprotoksinas subrendes
sekretuojamas | iSor¢ kaip aktyvus 10,4 kDa dydzio baltymas (Weiler et al., 2002). Didziausias
toksino aktyvumas stebimas pH 4,0, 20 °C temperatiiroje (Weiler & Schmitt, 2003). Zigocinas
zudo jautrias Igsteles dviem etapais. Pirmame etape Zigocinas jungiasi prie lastelés sienelés
manoproteiny. Antrame etape toksinas jsiterpia i plazming membrang, pakeicia jos pralaidumag
sutrikdydamas transmembraninj gradientg (Schmitt & Breinig, 2006).

2002 metais apraSytas efektyvus vieno zingsnio gryninimo metodas, pasinaudojant
biospecifine sgveika tarp baltymo ir jo receptoriy — manoproteiny (8 pav.). Mokslininkai i§skyre
Zigocino  receptorius 1§  mieliy lasteliy  frakcionavimo su  cetavlonu  (angl.
cetyltrimethylammonium bromide) metu ir prijungé juos prie Sepharose 6B sorbento (Weiler et

al., 2002).
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dializé

Lasteliy kultiros Koncentravimas Afininé chromatografija
supernatantas (Amicon PM10) Sepharose 6B, manoproteinai

8 pav. Zigocino gryninimo schema (pagal Weiler et al., 2002)

PrieS chromatografinj gryninimg lasteliy kultiros supernatantas sukoncentruotas su
Amicon PMI0 ultrafiltravimo sistema ir dializuotas 10 mM citratiniame-fosfatiniame
buferiniame tirpale. Afininés chromatografijos metu buferinio tirpalo pH 4,0, kuriam esant
pasireiskia didziausias toksino aktyvumas. Toksinas eliuojamas su 1 M NaCl. Zigocinas
sékmingai iSgrynintas vieno zingsnio chromatografijos metu.

Dél plataus aktyvumo spektro pries jvairias zmogui kenksmingas ir fitopatogenines mieles,
iSgrynintas baltymas gali buti pritaikytas Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata,
Sporothrix schenckii sukeliamy infekcijy gydymui (Weiler ef al., 2002).

1.3.9. Kluyveromyces phaffii iSskiriamo Kpkt toksino savybés ir gryninimas

Kluyveromyces phaffii chromosomoje koduojamas 33 kDa dydzio baltymas — Kpkt
toksinas. Mikocinas stabilus pH 3 — 5, < 40 °C temperaturoje. Atsizvelgiant j Kpkt toksino
panaSuma su S. cerevisiae B-1,3-gliukanaze bei Candida albicans [-1,3-transferaze, manoma,
kad toksinas veikia jautrias lgsteles prisijungdamas prie sienelés receptoriy B-1,6/ B-1,3-gliukany
ir suardydamas jy sienele (Comitini et al., 2004).

Toksinas iSgrynintas vieno zingsnio chromatografinio gryninimo metu (9 pav.).

Filtravimas Dializé

—_— R

Lastely kultiros Koncentravimas 130x Q-Sepharose Fast Flow IEX
supernatantas (Amicon PM10) anijony mainy chromatografija

9 pav. Kpkt toksino gryninimo schema (pagal Comitini ef al., 2004)
Lasteliy kultiros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas 130 karty su Amicon PM10
ultrafiltravimo sistema. Toksinas dializuotas 10 mM citratiniame-fosfatiniame buferiniame
tirpale, pH 4,5. Baltymas grynintas anijony mainy chromatografijos metu su Q-Sepharose Fast

Flow IEX kolon¢le, nulygsvarinta tuo paciu buferiniu tirpalu. Buferinio tirpalo pH 4,5 optimalus
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kolon¢lés veikimui ir baltymo stabilumui. Toksino eliucijai pritaikytas zingsninis NaCl
gradientas (0, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500 mM). Toksinas eliuojasi ties 125 mM NaCl
koncentracija. IS 18 L Igsteliy kultiiros supernatanto iSgryninta 0,06 mg baltymo. Kadangi KpKt
toksinas aktyvus prieS vyng gadinanCias mieles, gali buti panaudojamas nepageidaujamy
mikroorganizmy kontrolei vyno gamyboje. Mokslininkai i§grynino aktyvy toksing ir nustaté jo
molekuling mas¢ (33 kDa), glikozilinimg bei aktyvuma prie§ laminaring ir gliukang (Comitini e?
al., 2004).

1.3.10. Kluyveromyces wickerhamii iSskiriamo Kwkt toksino savybés ir gryninimas

Chromosomoje koduojmas, Kluyveromyces wickerhamii iSskiriamas mikocinas — 72 kDa
dydzio baltymas, stabilus pH 3,8 — 4,6. Didziausiu aktyvumu toksinas pasizymi pH 4,4 ir 20 °C
temperatiiroje (Comitini & Ciani, 2011). Néra zinoma, kaip toksinas veikia jautrias lgsteles,
taciau remiantis tyrimais su B. bruxellensis D46 mielémis, manoma, jog jas nuzudo blokuodamas
lastelés ciklg (Oro, Ciani, Bizzaro & Comitini, 2016).

Prie§ gryninima lasteliy kultliros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas 153 kartus
naudojant Cross-Flow aparatag (PM10, Schrei Shell & Schuell). Toksinas dializuotas j 10 mM
citratinj-fosfatinj buferin; tirpala (pH 4,4) (10 pav.) (Comitini & Ciani, 2011).

Filtravimas Dializé

. e

Koncentravimas 153x
Cross-Flow aparatas (PM10,
Schrei Shell & Schuell)

Lasteliy kultiiros
supernatantas

DEAE-Sepharose Fast Flow IEX
anijony mainy chromatografija

10 pav. Kwkt toksino gryninimo schema (pagal Comitini & Ciani, 2011)

Toksinas grynintas naudojant anijonito DEAE-Sepharose Fast Flow IEX kolonéle,
nulygsvarinta 10 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Eksperimento metu buferinio tirpalo
pH 4,4, kuriam eant pasireiSkia didziausias toksino aktyvumas. Baltymo eliucijai pritaikytas
zingsninis NaCl gradientas (0, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300 mM). Toksinas eliuojasi ties 75
mM NaCl koncentracija. IS 10 L lgsteliy kultiiros supernatanto gauta 2,86 mg baltymo, kurio
dydis nustatytas elektroforetiSkai (72 kDa). ISgrynintas toksinas panaudotas tolimesniems
veikimo mechanizmy tyrimams (Comitini & Ciani, 2011). Vynuogése auganc¢iy mieliy
Kluyveromyces wickerhamii toksinas pasizymi toksiSkumu Brettanomyces/Dekkera mieléms,

kurios yra nepageidaujamos vyno gamyboje, nes sukelia drumstuma, nemalony kvapg ir padidina
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vyno rugstingumg. ISgrynintas Kwkt toksinas gali buti panaudotas nepageidaujamiems

mikroorganizmams sustabdyti vyno gamyboje (Comitini et al., 2004).
1.3.11. Saccharomyces cerevisiae iSskiriamo K28 toksino savybés ir gryninimas

Saccharomyces cerevisiae kamieno i$skiriamas K28 toksinas koduojamas virusinés kilmés
dvigrandinéje RNR. IS pradziy batymas yra sintetinamas kaip 345 aminortigsciy preprotoksinas
(11 pav.), kuris subresta sekrecijos kelyje ir yra iSskiriamas kaip funkcionalus baltymas (Gier,

Schmitt & Breinig, 2017; Meinhardt & Klassen, 2009).
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11 pav. K28 preprotoksino struktiira (pagal Santos ef al., 2015)
Brendimo metu endoplazminiame tinkle pasSalinama signaliné seka ir pretoksinas
pernesamas | GoldZzio aparatg tolesniam brendimui. Pasalinus y segmentg ir likusig galing N dalj
gaunamas aktyvus toksinas (Santos ef al., 2015). Subrendusj mikocing sudaro a (11 kDa) ir (10

kDa) subvienetai, kovalentiskai sujungti viena disulfidine jungtimi (Meinhardt & Klassen, 2009;

Shmitt & Tipper, 1995).
K28 toksinas veikia blokuodamas DNR replikacija (12 pav.) (Gier et al., 2017).

@
|

Manoproteinai

|

P N

Lastelés membrana —@2 3\
DNR
replikacija J Branduolys

Lasteles sienelé

12 pav. K28 toksino veikimo mechanizmas (pagal Schaffrath et al., 2018)
Mikocino veikima sudaro du etapai. Pirmiausia, toksinas prisijungia prie lastelés sienelés
a-1,3-manoproteiny, tuomet riSasi prie plazminés membranos receptoriaus Erd2. Tuomet
kompleksas yra monoubikvitilinamas ir j lgstele patenka endocitozés biidu (Schitt & Breinig,

2006). Lastelés viduje susidaro ptslelés, vyksta transportavimas atgaliniu sekrecijos keliu per
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Goldzio kompleksg ir endoplazminj tinklg. Toksinas keliauja j branduolj, blokuoja DNR sintez¢
(Gier et al., 2017). Kol kas, K28 toksinas yra vienintelis Zinomas toksinas, patenkantis j lastele
endocitozés biidu, atgaliniu sekrecijos keliu (Schaffrath ef al., 2018). Tai stabilus glikoproteinas,
kurio optimalus veikimas stebimas pH 5,8 ir iki 42 °C temperatiiroje, baltymo pl = 4,37 (Schmitt
& Tipper, 1995).

Mokslingje literattiroje apraSyti keli K28 toksino gryninimo metodai. Pirmg kartg toksinas
grynintas taikant gelfiltracijos metodg. Prie§ chromatografinj gryninimg toksinas iSsodintas su
amonio sulfatu, gautos nuosédos iStirpintos citratiniame-fosfatiniame buferiniame tirpale (pH
4,8) ir méginys dializuotas. Toksinas grynintas Sephadex G-150 gelfitracijos metu. Eliucija
vykdyta citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu, turin¢iu 0,008 M Mg SO4, (pH 4,8). Taciau
baltymas stipriai sorbavosi ant Sephadex sorbento ir toksino iSgryninti nepavyko (Woods &
Bevan, 1968).

Kitas bandymas iSgryninti K28 toksing, buvo sé¢kmingas. Mokslininkai i§gryninino K28
toksing pritaike jony mainy chromatografijg (13 pav).

Lasteliy kultiiros Koncentravimas 2000x Servacel P23 celiuliozés
supernatantas (Amicon PM10) chromatografija

13 pav. K28 toksino gryninimo schema (pagal Pfeiffer & Radler, 1982)

Prie§ chromatografinj gryninima lasteliy kultiros supernatantas nufiltruotas ir
sukoncentruotas 2000 karty su Amicon PMI10 ultrafiltravimo sistema. Chromatografiniam
gryninimui pasirinktas katijonitas P23 celiuliozés sorbentas (Servacel). Siekiant baltymo
prisijungimo prie katijonito, eksperimento metu naudojamas pH 3,5. Toksinas eliuavosi
pritaikius linijinj KCI koncetracijos gradienta 0 — 2 M. I§ 20 L lasteliy kultiiros supernatanto
gauta 6,5 mg aktyvaus baltymo, kuris panaudotas sgveikos su receptoriais tyrimams. Sukurta
veiksminga S. cerevisiae K28 toksino gryninimo schema, kurioje iSvengiama Siurks¢iy salygy,

ivariy detergenty panaudojimo (Pfeiffer & Radler, 1982).
1.3.12. Saccharomyces cerevisiae iSskiriamo K1 toksino savybés ir gryninimas

Kitas S. cerevisiae i$skiriamas toksinas K1 — dimeras, sudarytas i§ dviejy subvienety (a 9,5
kDa ir B 9,0 kDa), sujungty trimis disulfidiniais tilteliais (Meinhardt & Klassen, 2009). Baltymo
pl = 4,78. Toksinas aktyvus 4,2 — 4,7 pH intervale, o stabilumg praranda pH reikSmei esant
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didesnei nei 5. Toksinas inaktyvuojasi aplinkos temperatiirai esant virS 30 °C. K1 toksino

pirmtakas — 316 aminortigsciy preprotoksinas ) (14 pav.) (Santos, ef al., 2015).

1 45 147 234 316
T T HERY H IR |
N- i (it oy p -C
SP Kexl Kex2
Kex2

14 pav. K1 preprotoksino struktiira (pagal Santos et al., 2015)

Brendimo metu susintetintas K1 preprotoksinas nukreipiamas } endoplazminj tinkla,
kuriame peptidaz¢ paSalina signalinj peptida. Goldzio aparate peptidazés paSalina likus; N —
galinj segmentg ir sukarpo toksing j a, B ir y segmentus. Pasalinus y regiong, gaunamas
subrendes o/p heterodimerinis toksinas (Santos ef al., 2015).

Literatiroje sitilomas dviejy zingsniy K1 toksino veikimo mechanizmas. Pirmiausia,
toksinas prisiriSa prie pirminiy receptoriy [-1,6-gliukany. Tuomet aktyvios pernasSos metu
toksinas pereina per plazming membrang, kur sgveikauja su antriniu receptoriumi Krel. Dél
toksino susirisimo su Krel receptoriumi, pasikei¢ia membranos laidumas ir tai sukelia lgsteliy
mirt]. Manoma, jog toksinas membranoje suformuoja jony kanalus arba aktyvuoja joje jau
esancius jony kanalus (Gier ef al., 2017; Santos et al., 2015; Schaffrath et al., 2018).

Mokslininkai sukiiré¢ vieno Zzingsnio chromatografinio gryninimo metoda K1 toksinui
iSgryninti, remiantis biospecifine baltymo sgveika su receptoriais (15 pav.) (Hutchins & Bussey,

1983).

Lasteliy kultiiros Koncentravimas 22x Afininé chromatografija,
supernatantas (Amicon PM10) pustulano — Sepharose 6B
kolonélé

15 pav. K1 toksino gryninimo schema (pagal Hutchins & Bussey, 1983)

Lasteliy supernantantas nufiltruotas ir 22 kartus sukoncentruotas iki 45 mL naudojant
Amicon PM10 ultrafiltravimo sistemg. Toksinas iSgrynintas afininés chromatografijos metu
naudojant Sepharose 6B sorbenta su prijungtu pustulanu (B-1,6-gliukanu). Kolonélé pries
gryninimg nulygsvarinta 0,1 M natrio acetato buferiniu tirpalu su 15 % glicerolio. Buferinio
tirpalo pH 4,7 tinkamas toksino aktyvumo pasireiskimui. Toksinas eliuavosi pakeitus buferinj

tirpalg 1 0,1 M Tris buferinj tirpala su 15 % glicerolio (pH 7.5). Frakcijos, turin¢ios didziausia
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aktyvumg, surinktos, dializuotos ir sukoncentruotos elektroforetinei analizei. Gautas
elektroforetiSkai homogeninis baltymas (molekulinis svoris 11 kDa). Darbo metu buvo
patvirtinta, kad B-1,6-gliukanai yra toksino receptoriai mieliy lgsteliy sienelé¢je (Hutchins &

Bussey, 1983).

1.3.13. Saccharomyces cerevisiae i$skiriamo K2 toksino struktiira ir gryninimas

Vyno mieliy S. cerevisiae sintetinamas K2 toksinas pasizymi dideliu aktyvumu zemuose
pH (Esser & Lemke, 1995). Toksino dydis — 38,7 kDa, ji sudaro a (18,9 kDa) ir B (15,4 kDa)
subvienetai. Baltymo teorinis pl = 4,7. K2 toksino optimalus veikimo pH 4,0 (16 pav.) (Esser &
Lemke, 1995; Luksa, Serva & Serviené, 2015; Meinhardt & Klassen, 2009).
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16 pav. pH jtaka toksino funkcionalumui (pagal Luksa ez al., 2015)
K2 ypac aktyvus rugstiniame pH (2,5 — 4,5), o inaktyvuojasi Sarmingesnéje nei pH 5,5
aplinkoje. Didziausias toksino aktyvumas stebimas aplinkos temperatiirai esant 20 — 25 °C (17

pav.) (Luksa et al., 2015).
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17 pav. Temperatiiros jtaka K2 toksino aktyvumui (pagal Luksa et al., 2015)

Toksinas, laikomas nuo 4 iki -70 °C temperatiroje, nepraranda aktyvumo meénesiais, o
laikomas 20 °C temperatiiroje, po 10 dieny praranda daugiau nei 50 % aktyvumo (Luksa ef al.,
2015).

M2 viruso dgRNR, koduojancios K2 toksing, pirminis produktas yra 362 aminoriigsciy
preprotoksinas (18 pav.).
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18 pav. K2 preprotoksino struktiira (SP — signalinis peptidas, G — glikozilinimo vietos) (pagal Dignard et
al., 1991)

Preprotoksinui brestant, paSalinama N-galiné signaliné seka peptidazei kerpant ties Ala43
(Meskauskas & Citavi¢ius, 1992). Aktyvaus toksino i$skyrimas priklauso nuo Kex1 ir Kex2
proteaziy, kurios kerpa ties Arg221, padalindamos baltyma j o (172 aminoriigsciy) ir B (140
aminortigs$¢iy) subvienetus (Dignard, Whiteway, Germain, Tessier & Thomas, 1991; Magliani,
Conti, Gerloni, Bertolotti & Polonelli, 1997). Ivardinama ir kita galima Kex2 proteazés kirpimo
vieta — Lys267Arg268, taciau tyrimais jrodyta, jog Sios sekos pasalinimas neturi jtakos toksino
aktyvumo pasireiskimui (Dignard et al., 1991). Nustatyta, kad paSalinus i§ lasteleés KEXI gena,
10 karty sumazéja sekretuojamo toksino aktyvumas (Servien¢, Ceponyté, Lebionka & Melvydas,
2007).

K2 toksinas turi tris galimas glikozilinimo vietas: dvi a srityje (177, 214 padétyse) ir viena
B srityje (261 padétyje) (Dignard et al., 1991). Remiantis baltymo aminorugsciy seka, nustatyta,
jog N-galiné baltymo dalis (o subvieneto) yra hidrofobiné. Siame regione palankiausia signalinio
peptido skilimo vieta yra o subvienete, tarp dviejy alaniny, 43 ir 44 pozicijose (von Heijne,
1986). Konstruktuose, kuriuose netoli signalinio peptido (tarp 38 ir 39 aminoriigsciy) jterptos dvi
aminoriigsStys (fenilalaninas ir prolinas), buvo prarastas imunitetas, taCiau iSlaikytas aktyvumas.
Sis jvykis lemia “savizudybés” fenotipg — kai zemose pH reikimése, tokie mieliy konstruktai
iSskiria aktyvy toksing, kuriam néra atspartis, ir d¢l to yra nuzudomi savo paties iSskiriamo
baltymo (Dignard et al., 1991).

K2 toksino veikimas néra tiksliai zinomas, taCiau remiantis panaSia K1 ir K2 toksiny
struktiirine domeny organizacija, manoma, kad Zudymo mechanizmas yra panaSus (19 pav.)

(Novotna, Flegelova & Janderova, 2004).
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19 pav. K1/K2 toksiny veikimo mechanizmas (pagal Luksa et al., 2015)

Analogiskai K1 toksinui, K2 paveikia lgstele prisijungdamas prie pirminiy sienelés
pavirSiaus receptoriy -1,6-gliukany ir prie antriniy — membranos Krel baltymy. Tikétina, kad
K2 baltymas keicia lastelés — taikinio membranos laidumg. Nustatyta, jog prie vienos mieliy
lastelés prisijungia apie 460 K2 molekuliy, tuo tarpy K1 prisijungia 555 (Luksa et al., 2015).

Dvigrandéje RNR koduojamas S. cerevisiae iSskiriamas K2 toksinas grynintas keliais

etapais (20 pav.) (Lebionka, Serviené & Melvydas, 2002).

07 'D'

Lasteliy kultiiros Filtravimas (PVDF Koncentravimas Nuosedy pasalinimas Drusky pasalinimas
supernatantas 0.22 um) (Amicon PM10) Eppendorf 3 kDa Sephadex G25

20 pav. K2 toksino gryninimo schema (pagal Lebionka et al., 2002)

Siekiant geriausio toksino iSskyrimo, S. cerevisiae Rom K-100 mielés augintos
mineralin¢je augimo terpéje (pH 4,0). Lasteliy supernatantas nufiltruotas per Amicon PM-10
membrang ir sukoncentruotas naudojant Amicon PM10 ultrafiltravimo sistemg. PriemaiSos ir
druskos pasalintos centrifuguojant koncentrata Ependorf koncentravimo mégintuvéliuose,
supernatanto nudruskinamui pasirinkta Sephadex G25 kolonéle. IS trijy litry Igsteliy kulttiros
supernatanto gauta 1 ug baltymo. Taciau Siuo metodu gautas aktyvus toksinas su priemaiSomis,
kurio kiekiai yra per mazi tolimesniems toksino funkciniams tyrimams (Lebionka et al., 2002),
todél yra svarbu sukurti efektyvig gryninimo schema.

Apibendrinus mokslingje literatiiroje apraSytus jvariy toksiny gryninimo eksperimentus,
norint iSgryninti aktyvy baltyma susiduriama su 2 pagrindinémis problemomis. Toksiny

aktyvumas pasireiskia ribotame pH intervale — tai apsunkina jonity ir chromatografinio
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gryninimo sglygy pasirinkimg. Kita problema — gaunami nedideli toksiny kiekiai. Pavyzdziui,
iSgryninta 6,5 mg K28 toksino i§ 20 L lasteliy kultiiros supernatanto (Pfeiffer & Radler, 1982),
Williopsis saturnus mieliy iSskiriamo toksino iSgryninta 0,5 mg i§ 5 L terpés (Wang et al., 2012),
Pichia anomala WC 65 isskiriamo toksino iSgryninta 0,36 mg i§ 10 L lasteliy kultiiros
supernatanto, Kpkt toksino i§gryninta 0,06 mg 1§ 18 L Igsteliy kultiiros supernatanto (Comitini et
al., 2004) ir kt.

Mokslinéje literatiroje néra aprasyto veiksmingo K2 toksino gryninimo biido. K2 baltymo
gryninimo eksperimenetuose gauti per mazi aktyvaus produkto kiekiai (1 pg i§ 3 L terpés). Be
to, po gryninimo toksinas lieka su priemaiSomis, kas apsunkina tolimesnius baltymo analizés
etapus (Lebionka et al., 2002).

Siame darbe vykdomi toksino gryninimo optimizavimo darbai, siekiant parinkti geriausig
gryninimo schemg aktyvaus ir $varaus baltymo gavimui, tinkamo panaudoti tolimesniuose

struktiiriniuose tyrimuose.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos, tirpalai, prietaisai

2.1.1. Medziagos

2 lentelé. Darbe panaudotos medziagos

MedZziaga Gamintojas
Acto riigstis, 99,8 % Roth
Agaras Merk
Agaroze Serva
Akrilamidas Roth
Amonio persulfatas (APS) Fluka

Amonio sulfatas (NH4)2SO.

Aeros Organics

Blue-Sepharose CL6B GE Healthcare
Butyl-Sepharose GE Healthcare
CM Sephadex C-50 Pharmacia
Chimotripsinogenas Sigma
Citochromas C Serva

Citrinos rugstis Chempur
ConCanavalin A Sepharose 4B GE Healthcare
DEAE-Sepharose GE Healthcare
Dikalio fosfatas (KoHPO4) Chempur

Druskos rtigstis, 37 %

Riedel-de-Haén

Etilenglikolis Sigma
Glicerolis Roth
Glicinas Roth
Gliukoze Merk
Jaucio serumo albuminas (BSA) Sigma
Kalcio chloridas (CaCly) Roth
L-Histidinas Roth
Mangano chloridas (MnCl») Sigma
Metileno mélis Bio-Rad

MgS0O4 x 12H,0

Aeros Organics

Mieliy ekstraktas

Difco
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2 lentelé. (tesinys)

Medziaga Gamintojas
Molekuliniai baltymy standartai elektroforezei | ThermoFisher Scientific
N,N'-Metilen-bis-akrilamidas (BIS) Serva

Na;HPOg4 x 12 H,O Chempur

NaxS>03 x SH,0 Sigma

Natrio chloridas (NaCl) Fluka

Natrio dodeliclsulfatas (SDS) Bio-Rad

Natrio Sarmas (NaOH) Lachema

Nizinas Handary

Ovalbuminas GE Healthcare
Peptonas Bakto
Phenyl-Sepharose GE Healthcare
Q-Sepharose GE Healthcare
Sephadex G75 Pharmacia
SilverExpress elektroforezés dazymo rinkinys | ThermoFisher Scientific
SP-Sepharose GE Healthcare
Tetrametilendiaminas (TEMED) Fluka

Tricinas Roth

Tris (hidroksimetil) aminometanas (TRIS) Rieder-de-Haén

2.1.2. Terpés, tirpalai

MB terpé (pH 4,0): 0,5 % mieliy ekstrakto, 4 % gliukozés, 0,5 % peptono, 1,05 % citrinos
ragsties, 3,53 % NacHPO4 x 12 H20, 0,003 % metileno mélio, 2 % agaro. Terpés pH iki
reikiamos vertés reguliuojama citrinos riigSties arba natrio Sarmo tirpalu (Naumova & Naumoyv,
1973).

YEPD terpé: 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 2 % gliukozés; | agarizuota terpe
pridedama 2 % agaro (Ausubel, 1999).

Mieliy toksino iSskyrimo terpé (SC), pH 4,0: 2 % gliukozés, 0,2 % KoHPOs, 0,1 %
MgSO4 x 12H20, 0,1 % (NH4)2SO04, 1,29 % citrinos riigsties, 2,76 % Na,HPO4 x 12 H>O
(Naumova & Naumov, 1973).

30 % akrilamidas + BIS: 29,2 g akrilamido, 0,8 g BIS (N,N'-metilen-bis-akrilamidas)

iStirpinama dejonizuotame vandenyje ir praskiedziama matavimo kolboje iki 100 mL.
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1,5 M TRIS, pH 8,8: 18,17 g tris (hidroksimetil) aminometano (TRIS) iStirpinama 70 mL
dejonizuoto vandens. Tirpalo pH koreguojamas 3x skiesta druskos rigstimi iki 8.8.
Praskiedziama matavimo kolboje iki 100 mL.

0,5 M TRIS, pH 6,8: 6,06 g TRIS istirpinama 70 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreguojamas 3x skiesta druskos riig§timi iki 6,8. PraskiedZiama matavimo kolboje iki 100 mL.

3 M TRIS, pH 8,45: 36,342 g TRIS ir 0,4 g SDS istirpinami 70 mL distiliuoto vandens,
pH privedamas iki 8,45 palaikant kambario temperatiira, tiiris privedamas iki 100 mL.

40 % 19:1 skiriamasis gelis: 38 g akrilamido, 2 g BIS iStirpinama 100 mL distiliuoto
vandens.

40 % 29:1 skiriamasis gelis: 38,67 g akrilamido, 1,33 g BIS iStirpinama 100 mL
distiliuoto vandens.

10 % SDS: 5,0 g natrio dodecilsulfato tirpinama 50 mL dejonizuoto vandens, laikoma
kambario temperatiiroje.

10 % APS: 0,1 g amonio persulfato (APS) iStirpinama 1 mL vandens.

40 % APS: 0,4 g amonio persulfato istirpinama 1 mL vandens.

Tris-Glicino elektrodinis buferinis tirpalas, 5 kartus koncentruotas: 30 g TRIS, 144 g
glicino ir 10 g natrio dodecilsulfato iStirpinama dejonizuotame vandenyje ir praskiedziama iki 2
L. Laikoma Saldytuve. Tirpalo pH turi biiti 8,3 — 8,6, taciau koreguoti negalima. Prie§ naudojima
tirpalas skiedziamas 5x dejonizuotu vandeniu iki 500 mL.

Tris-Tricino elektrodinis buferinis tirpalas, 10 karty koncentruotas: 24,23 g TRIS,
35,84 g tricino, 2 g SDS istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 200 mL. Elektroforezei imama
50 mL buferinio tirpalo ir skiedziama iki 500 mL.

Pavyzdzio buferinis tirpalas Sample, 4 kartus koncentruotas: 0,8 g SDS iStirpinama 2,5
mL 1 M TRIS-HCI (pH 6,8) ir 4 mL glicerolio. Pridedama 0,1 mL 0,5 % bromfenolio mélio
tirpalo (0,5 g /100 mL; 0,005 g 1 mL vandens). Skiedziama distiliuotu vandeniu iki 8 mL.

2.1.3. Mikroorganizmai

Saccharomyces cerevisiae o‘l, Saccharomyces cerevisiae Klus, Saccharomyces cerevisiae
K1, Saccharomyces cerevisiae K28, Saccharomyces cerevisiae K2, Candida argentea, Candida
boidinii, Candida californica, Candida oleophila, Candida zemplinina, Hanseniaspora
osmophila, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania africana, Kazachstania aerobia, Kazachstania
bulderii, Kazachstania servazzi, Kluyveromyces thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima,
Pichia anomala, Pichia kluyveri, Pichia fermentans, Pichia kudriavzevii, Pichia terricola,

Saccharomyces paradoxus, Torulaspora delbrueckii.
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2.1.4. Prietaisai

3 lentelé. Darbe panaudoti prietaisai

Pavadinimas Gamintojas
Analitinés svarstyklés ,,SBA 31 (Max 220 g, d = 0,1 mg) Scaltec
Automatinés pipetes Eppendorf
Centrifuga ,,Beckman J2-21M/E* Beckman
Centrifuga ,,Eppendorf™ Eppendorf
Centrifuga ,,Rotina 35R* Hettich
Chromatografiné sistema AKTA prime plus GE Healthcare
Chromatografiné kolonélé (10 mm x 16 cm) su adapteriais GE Healthcare
Chromatografiné kolonélé (15 mm x 20 cm) su adapteriais GE Healthcare
Chromatografiné kolonélé (16 mm x 40 cm) su adapteriais GE Healthcare
Dializés zarnelé (ZelluTrans, MWCO: 12,000-14,000) Roth
Elektroforezés aparatas Labtech
Elektroforezés srovés Saltinis Amersham
Filtravimo sistema — vakuuminis filtras (Millipore, 0,22 pm) Millipore
Koncentravimo mégintuvéliai (3000 MWCD) Millipore
Magnetiné maisykle ,,MS 3000 BIOSAN
Magnetiné maiSyklé ,,REO Basic C* IKA

Peristaltinis siurblys 120U/DV

Watson-Marlow

pH-metras Mettler-Toledo
Svarstyklés ,,SPO 61 (Max 3100 g, d =0,1 g) Scaltec
Saldiklis Snaigé
Saldytuvas Snaigé
Saldymo spinta Lab Line
Svirkstai ,,Hamilton* Sigma
Ultrafiltravimo sistema Amicon PM-10 Millipore
Vienkartiniai Svirkstai Neomedic

2.2. Metodai

2.2.1. Spektrofotometrinis Iasteliy tankio nustatymas

Mieliy lasteliy tankis matuojamas spektrofotometriskai ties 600 nm bangos ilgiu (0,1 OTe0o

atitinka ~ 3 x 10% Iast./mL) (Sherman, 2002).
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2.2.2. Toksino iSskyrimo terpés koncentravimas

K2 toksing produkuojantis mieliy S. cerevisiae kamienas uzsé¢jamas j 1 L skystos toksino
18skyrimo terpés (pH 4,0). Lastelés inkubuojamos 4 paras 18 °C temperatiiroje silpnai aeruojant
(40 aps./min.). Lastelés pasalinamos centrifuguojant 5000 aps./min. grei¢iu 10 min.,
supernatantas filtruojamas per vakuuminj filtrg (Millipore Express Plus, 0,22um). Filtruotas
toksinas koncentruojamas 20 karty pritaikius Amicon PM-10 (Millipore) ultrafiltravmo sistema

ir iki panaudojimo laikomas 4 °C temperatiiroje.

2.2.3. SP-Sepharose jony mainy chromatografija

Jony mainy chromatografija vykdoma naudojant ,,AKTA Prime Plus®“ chromatografine
sistemg. SP-Sepharose kolon¢lé (15 mm x 130 mm) lygsvarinama 10 kolonos tiiriy 50 mM
acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2), 1,5 mL/min greiciu. Sukoncentruota toksino terpé
skiedziama 12 karty tuo paciu buferiniu tirpalu. Praskiestos terpés laidumas 2,00 mS/cm.
Meéginys siurbiamas 1,5 mL/min greiCiu. Neprisijunge prie kolonélés junginiai nuplaunami
lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Toksino eliuavimui kolonél¢ plaunama taikant NaCl linijinj
gradientg nuo 0 iki 0,4 M 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2) (plaunama 7 kolonos
tiriais). Toksinas ir kitos méginyje esancCios medziagos detektuojamos esant 280 nm bangos

ilgiui. Surenkamos frakcijos, matuojamas aktyvumas.

2.2.4. Dialize

Po pirmo gryninimo etapo aktyvumg tuinCios frakcijos apjungiamos ir dializuojamas per
ZelluTrans dializés zarnele (pralaidumas 12,000 — 14,000 Da). Méginys dializuojamas 50 mM
acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2) per naktj, ant magnetinés maiSyklés. Po dializés

méginys gryninamas antrame chromatografijos etape.

2.2.5. CM-Sephadex C-50 jony mainy chromatografija

CM-Sephadex C-50 sorbentu uzpildyta kolon¢lé (10 mm X 120 mm) lygsvarinama 10
kolonos tiriy 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pirmo gryninimo etapo metu gautas ir
per naktj dializuotas méginys siurbiamas 0,2 mL/min grei¢iu. Neprisijunge prie kolonélés
junginiai nuplaunami lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Toksino elivavimui kolonélé plaunama
taikant NaCl linijinj gradientg nuo 0 iki 0,3 M 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2)
(plaunama 4 kolonos turiais). Toksinas ir kitos méginyje esancios medziagos detektuojamos

esant 280 nm bangos ilgiui. Surenkamos frakcijos, matuojamas aktyvumas.
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2.2.6. Sephadex G75 gelfiltracija

Gelfiltracija vykdoma naudojant junginius pagal molekuling mase skirstantj Sephadex G75
sorbentg, kurio frakcionavimo ribos yra 3 000 — 80 000 Da. Sephadex G75 sorbentu uzpildyta
kolon¢lé (16 mm x 340 mm) lygsvarinama 3 kolonos tiiriais 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu
su 0,1 M NaCl (pH 4,2) 0,2 mL/min greiciu.

Siekiant jvertinti analizuojamos medziagos molekulinj dydj, gelfiltracin¢ kolonélé
kalibruojama su zinomos molekulinés masés baltymais: nizinu (M = 3 354), citochromu ¢ (M =
12 384 Da), chimotripsinogenu (M = 25 000 Da), karboanhidraze (M = 29 000 Da), ovalbuminu
(M = 45 000), jaucio serumo albuminu (M = 67 000 Da). Paruosiami baltymy tirpalai, kuriy
koncentracija 0,5 mg/mL. | kilpg suleidZiama 250 pL méginio ir jis susiurbiamas ant Sephadex
G75 sorbento. IS gauty smailiy, kurios atitinka konkretaus baltymo eliucijos laika, “Microsoft
Excel” programa bréziama kalibraciné kreivé, kur abscisiy asyje atidedamos sulaikymo trukmes
minutémis, o ordinaciy aSyje — baltymy molekuliniy masiy deSimtainiai logaritmai. Gaunama
tiesés lygtis, kuri véliau panaudojama analizuojamos medziagos molekulinei masei apskaiciuoti.

Surinkti trys dviem zingsniais (SP-Sepharose ir CM-Sephadex) iSgryninti meéginiai
koncentruojami iki 250 pL. Sukoncentruotas méginys Svirkstu suleidziamas j 500 pL dydzio
kilpa (angl. sample loop) per kurig susiurbiamas ant sorbento 0,2 mL/min grei¢iu. Kolon¢lé
plaunama lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Junginiai detektuojami esant 280 nm bangos ilgiui,

renkamos frakcijos, tikrinamas jy aktyvumas.

2.2.7. Baltymuy elektroforezé

Po kiekvieno gryninimo etapo siekiant jvertinti méginio grynuma bei molekuling masg,
atlickama baltymy elektroforezé¢ denatiiruojanciomis sglygomis: Tris-Tricino elektroforeze (16
%) poliakrilamidiniame gelyje (Zr. 4 lentele) ir Tris-Glicino elektroforeze (15 %) poliakrilamido

gelyje (zr. 5 lentelg).

4 lentelé. Tris-Tricino elektroforezés skiriamojo ir koncentruojamojo gelio paruosimas

Sudétis Skiriamasis gelis Koncentruojantis gelis
16 %) (5 %)
Etilenglikolis 1,2mL -
3 M Tris-HCI buf. tirp., pH 8,45 I mL I mL
40 % akrilamidas/bisakrilamidas 1,8 mL (19:1) 0,5 mL (29:1)
dH20 - 2,5 mL
40 % APS 4 uL 4 uL
TEMED 12 pL 16 uL
Galutinis taris ~4 mL ~4 mL
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I paruosta gelio formga pilamas skiriamasis gelis (16 %), ant virSaus uZpilama vandens ir
laukiama, kol gelis susipolimerizuos. Geliui sustingus, nupilamas vanduo ir uZzpilamas
koncentruojantis gelis (5 %). | dar nesustingusj koncentruojantj gelj jstatomos Sukos —
suformuojami Sulinéliai. VirSutiniam geliui sustingus iSimamos Sukos ir Sulinéliai praplaunami
10x skiestu Tris-Tricino elektroforezés buferiniu tirpalu. Gelio forma jstatoma j aparatg, formos
ir aparato rezervuarai uZpildomi elektroforezés buferiniu tirpalu. | Sulinélius jneSami
analizuojami méginiai ir molekuliniy svoriy standartas. Elektroforezé vykdoma pastovia 20 mA
srove, kol dazo frontas iSeina i§ gelio (~3,5 val.). Elektroforezei pasibaigus, iSjungiamas sroves

Saltinis, gelis iSimamas i§ formos. Prie§ dazyma gelis praplaunamas distiliuotu vandeniu.

5 lentelé. Tris-Glicino elektroforezés skiriamojo ir koncentruojamojo gelio paruo$imas

Sudétis Skiriamasis gelis Koncentruojantis gelis
15 %) 4 %)
30 % akrilamido/BIS 5 mL 1,3 mL
1,5 M Tris-HCI buf. tirp., pH 8,8 2,5 mL -
0,5 M Tris-HCI buf. tirp., pH 6,8 - 2,5mL
dH20 2,3 mL 6,1 mL
10 % SDS 100 pL 100 pL
10 % APS 100 puL 50 uL
TEMED 10 uL 10 uL
Galutinis taris ~ 10 mL ~ 10 mL

Geliy polimerizacija ir elektroforezé vykdoma analogiskai skyrelio virSuje aprasytam
metodui. Naudojamas 5 kartus skiestas Tris-Glicino elektrodinis buferinis tirpalas. Elektroforezé

koncentruojanc¢iame gelyje vykdoma 20 mA srove, o skiriamajame 25 mA srove, ~ 2 val.

2.2.8. Dazymas su SilverExpress staining rinkiniu

Gelis dazomas naudojant komercinj SilverExpress staining rinkinj. Elektroforezés gelis 10
minuciy fiksuojamas fiksavimo tirpale (200 mL). Fiksavimo tirpalas nupilamas ir uzpilama 100
mL jautrumg didinantis tirpalas (angl. Sensitizer). Po 10 min tirpalas nupilamas, uzpilama nauja
tirpalo porcija ir laikoma 10 minuciy. Gelis du kartus plaunamas dejonizuotu vandeniu (200 mL)
po 5 min. Vanduo nupilamas ir uzpilamas dazantis tirpalas (angl. Staining solution),
inkubuojama 15 min. Nupylus dazymo tirpalg gelis du kartus plaunamas su dejonizuotu
vandeniu (200 mL) po 5 min. Vanduo nupilamas, gelis inkubuojamas ryskinimo tirpale (angl.
Developer) iki kol pradeda matytis juostos. Kai pasiekiamas norimas juosteliy rySkumas ant
gelio uzpilama 5 mL reakcija stabdancio tirpalo (angl. Stop solution). Stabdymo tirpalas

nupilamas ir gelis plaunamas 3 kartus su dejonizuotu vandeniu po 10 min (200 mL).
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2.2.9. S. cerevisiae K2 toksino biocidiSkumo jvertinimas

MB terpé¢ (pH 4,0) iSlydoma, atvésinama ir plonu sluoksniu uzpilama j Petri 1¢kstele.
Sluoksnis i§dZziovinamas ir formuojamas antras sluoksnis 1§ MB terpéje (pH 4,0) giluminiu biidu
uzséto toksinams jautraus a‘l kamieno. Sluoksniams sustingus formuojami 10 mm skersmens
Sulinéliai, | kuriuos jneSama po 100 pl tiriamojo méginio. Inkubuojama 2 paras 25 °C
temperatiiroje ir matuojamas aplink duobute susidariusios lizés zonos dydis. Toksino aktyvumas

apskai¢iuojamas pagal formulg:

-
"

ui |
[en]

ey

s
I
[y
bl
[y

kur R — lizés zonos spindulys (mm), A — toksino aktyvumas, iSreikStas santykiniais
vienetais (U/mL) (Schmitt & Tipper, 1990; Gulbiniené et al., 2004; Kurzweilova & Sigler,
1995).

2.2.10. Biocidinio profilio nustatymas

I Petri léksteles plonu sluoksniu iSpilstoma MB terpé, tokiu biidu suformuojamas pirmas
sluoksnis. ISdzitivus apatiniam sluoksniui, formuojamas antras sluoksnis i§ MB terpéje (pH 4,0)
giluminiu biidu uzséto testuojamo mieliy kamieno. Sluoksniams sustingus suformuojami 10 mm
skersmens Sulinéliai, j kuriuos jneSama po 100 ul K2 toksino. LéksStelés 2 paras inkubuojamos
25 °C temperatiiroje ir vertinamas toksino biocidisSkumas prie§ kity mieliy kamienus pagal

susidariusias aplink duobutes lizés zonas (Somers & Bevan, 1969; Naumova & Naumov, 1973).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Susidomé¢jimg toksiny gryninimu ir savybiy tyrimu skatina galimi medicininiai bei
pramoniniai pritaikymai. Siekiant panaudoti toksiny savybes, svarbu gauti i1Sgrynintg ir aktyvy
baltyma (Santos et al., 2015). Siuo darbu siekiama sukurti optimalia S. cerevisiae K2 toksino

gryninimo schema bei istirti biocidines savybes prie§ gamtoje sutinkamas mieles.

3.1. Pirmas chromatografinio gryninimo etapas

Mieliy S. cerevisiae kamienas 4 paras auginamas toksino isskyrimo terpéje (pH 4,0) 18 °C
temperatiiroje. Tokiomis sglygomis ] terpe iSskiriama daugiausia toksino, o pH 4,0 aplinkoje, K2
toksino aktyvumas yra didZiausias (Lebionka, et al., 2002). Visi chromatografinio gryninimo
zingsniai atliekami Saldymo spintoje, 4 °C temperatiiroje, siekiant i§saugoti baltymo struktiira.
K2 mikocinas yra aktyvus, taCiau jo iSskiriama mazais kiekiais. Mieliy iSskiriamo toksino iSeiga
i§ 3 litry sekrecinés terpés yra mazesné nei 1pug (Podoliankaité er al., 2014; Lebionka et al.
2002). Todél pries chromatografinj gryninima, 1 litras sekrecinés terpés filtruojamas ir
sukoncentruojamas iki 40 mL. Pirmam gryninimo etapui i§ pradziy pasirenkamas anijonitas Q-
Sepharose sorbentas, remiantis kito anijonito Mono Q sékmingu panaudojimu Pichia anomala
WC 65 toksino gryninimui (Sawant et al., 1989). Gryninimo metu naudojama Q-Sepharose
kolon¢l¢, nulygsvarinta 20 mM L-His buferiniu tirpalu, pH 5,4. Taciau toksinas prie sorbento
nesisorbavo. Be to, gryninimo metu naudojamas per didelis pH, kuriame toksinas neaktyvus,
todél sorbentas pakeistas ] prieSingo kriivio SP-Sepharose jonitg. Siekiant atskirti Igsteliy
sekretuojamas baltymines priemaiSas nuo toksino, pritaikyti skirtingi sorbavimo ir eliuavimo

budai (21 pav).

SORBAVIMO SALYGOS ] | ELIUCIJOS SALYGOS ] REZULTATAS

pH 5,4 S
rautu 0,5M NacCl,
Q-Sepharose » | buf. tirp. 20mM L-His | — > »| NESISORBAVO |

1 M NacCl
Méginio o = 3,65 mS/cm

«

//( _______________________________________________________________________________________________
pH 4,2
1 ETAPAS 1) | buf. tirp. 50 mM acetat. . i’:ﬂ“:‘ ::llJ O/5M1 Nacl, *.I DALINAI SORBAVOSI ]
a
Méginio o = 5,18 mS/cm
N P
N
PH & P - DVI SMAILES NEPILNAI
SP-Sepharose ___, 3 | buf. tirp. 50 mM acetat. ____, | Uinijinis gradientas > ATSISIVRE
Méginio o = 3,01 mS/cm 00,6 M NaCl, 5CV
Sa
Pl Linijinis gradient DALINAI I5GRYNINTAS
3 buf. tirp. 50 mM acetat. » [N Rraciciioy >
il 0— 0,4 M NaCl, 7 CV TOKSINAS
Méginio o = 2,00 mS/cm

21 pav. Pirmo gryninimo etapo optimaliy salygy parinkimo schema

43



Pirmiausia sukoncentruota toksino iSskyrimo terpé 3 kartus praskiedziama 50 mM
acetatiniu buferiniu tirpalu. Terpés laidumas sumazinamas nuo 9,9 mS/cm iki 5,18 mS/cm.
Eksperimento metu naudojamas pH 4,2, tinkamas toksino aktyvumo pasireiSkimui. Toksino
eliucija vykdoma srautu su 0,5 M NaCl, po to su 1 M NaCl. Siomis eksperimento salygomis
toksinas neprisijungé prie sorbento, dél terpéje esanciy priemaiSiniy jony. Eksperimentas
kartojamas sumazinus terpés laiduma iki 3,01 mS/cm. Toksinas eliuojamas linijiniu gradientu
nuo 0 iki 0,6 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale 5 kolonos tiiriais. Gautos dvi
sunkiai atsiskirianCios smailés, todél nuspresta dar kartg pakeisti eliucijos salygas. Méginys
sorbuojamas ant SP-Sepharose jonito esant pH 4,2 ir méginio laidumui 2,00 mS/cm. Toksinas
eliuojamas taikant linijinj gradienta nuo O iki 0,4 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame

tirpale 7 kolonos tiiriais. Gryninimo metu renkamos frakcijos po 15 mL ir tikrinamas jy

aktyvumas (22 ir 23 pav.).
S Ay;‘.n NaCl koncentracija
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22 pav. SP-Sepharose gryninimo metu gauta chromatograma. SP-Sepharose kolonélé (15 mm x 130
mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pilka spalva pazyméta didZiausia
aktyvuma turinti frakcija

Toksinas eliuojasi pasiekus 0,2 M NaCl koncentracijg, laidumui kei¢iantis nuo 6,5 mS/cm
iki 11,5 mS/cm. Gryninimo metu atsiskiria dvi smailés, o didziausiu aktyvumu (100 U/mL)

pasizymi frakcija, chromatogramoje atitinkanti 3 numeriu pazymétg smaile (23 pav.).
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23 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas. 1, 2, 3, 4, 5 — chromatografinio gryninimo frakcijos, 6 - K2
toksinas prie§ chromatografinj gryninima

Paveiksle 1 ir 2 numeriu pazymétos frakcijos aktyvumo neturi. Chromatogramos smailés
nuolydzio 4 numeriu pazymétoje duobutéje aktyvumas 25,1 U/mL. Kitos smailés frakcija
atitinka Nr.5 pazyméta duobute — joje aktyvumas yra mazas (15,9 U/mL). Nr.6 pazymétoje
duobutéje K2 toksinas prie§ chromatografinj gryninima (100 U/mL). DidZiausig aktyvuma turinti
frakcija Nr.3 sukoncentruojama 20 karty centrifuguojant mégintuvélivose su 3 kDa pralaidzia
membrana ir patikrinamas supernatanto grynumas (24 pav.).

180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55kDa
40 kDa

35kDa
25kDa

10 kDa

24 pav. Tris-Glicino SDS poliakrilamidinio gelio (15 %) elektroforezé neredukuojanciomis salygomis
(zvaigzdute pazymétos atsiskyrusios juostos)

Elektroforetinés analizés metu paaiskéjo, jog po SP-Sepharose chromatografijos toksinas
nebuvo pilnai iSgrynintas — méginyje buvo priemaisy. Gautos didelio molekulinio svorio (apie
180 kDa, 50 kDa, 60 kDa, 40 kDa) juostos ir mazo molekulinio svorio (apie 15 kDa, 10 kDa)

juostos. Norint sumazinti priemaisas reikalingas dar vienas gryninimo etapas.
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3.2. Antras chromatografinio gryninimo etapas

Po jony mainy chromatografijos méginyje liecka NaCl perteklius ir priemaisos, siekiant jas
sumazinti optimizuojama antra gryninimo stadija (26 pav.). Remiantis baltymo aminortigsciy
seka, baltymo a subvieneto N-galin¢ dalis yra hidrofobiné (Dignard et al., 1991; von Heijne,
1986), todél nuspresta antrame etape pritaikyti hidrofobinés sgveikos chromatografija. Baltymo
gryninimui iSbandytos Phenyl-Sepharose ir Butyl-Sepharose kolonélés, nulygsvarintos 50 mM
acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2), turin¢iu 2 M NaCl. Toksino eliucijai pritaikytas linijinis
gradientas nuo 2 M iki 0 M NaCl lygsvarinimo buferiniame tirpale. Toksinas prie hidrofobiniy
sorbenty jungési tik dalinai — biocidinis aktyvumas aptiktas prie sorbento nesisorbavusiuose (nr.

1, 2, 3) ir sorbavusiuose (nr. 4, 5, 6) méginiuose (25 pav.).

25 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas po hidrofobinés chromatografijos. a - Phenyl-Sepharose, b -
Butyl-Sepharose (1,2,3,4,5,6 — chromatografinio gryninimo frakcijos, 7 — K2 toksinas pries§
chromatografinj gryninima)

Prie Phenyl-Sepharose sorbento nesisorbavusiy frakcijy (25 pav. a) nr. 1, 2 ir 3 aktyvumas
maziausias — 25,1 U/mL. Didesniu aktyvumu (39,8 U/mL) pasizymi prie sorbento sorbavusios
frakcijos nr. 4, 5, 6. Butyl-Sepharose chromatografijos metu (25 pav. b) didziausig aktyvuma taip
pat tur¢jo prie sorbento sorbavusios frakcijos —nr. 5 (63,1 U/mL) bei nr. 4 ir nr. 6 (50,0 U/mL).
Nesisorbavusios frakcijos pasizyméjo mazesniu aktyvumu — nr. 1, 3 aktyvumas 25,1 U/mL, o nr.
2 aktyvumas 39,8 U/mL. LeékStuciy duobutése, pazymétose nr. 7, K2 toksinas pries
chromatografinj gryninima, kurio aktyvumas 100,0 U/mL. Toksino aktyvumas stebimas visose
frakcijose, tod¢l Sis metodas néra tinkamas toksino i§gryninimui.

Pritaikyta jony mainy chromatografija naudojant DEAE-Sepharose jonita, Sis sorbentas
buvo sékmingai panaudotas mieliy Kluyveromyces wickerhamii Kwkt toksino iSgryninimui
(Comitini & Ciani, 2011), bet kadangi gryninimo metu naudojamas aukstas pH (pH 6,2) toksinas

denattiruoja ir praranda aktyvuma.
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26 pav. Antro gryninimo etapo optimaliy salygy parinkimo schema

K2 toksinas yra glikoproteinas, todé¢l iSbandyta afinininé chromatografija, kuriai biidinga
stipri biospecifiné sgveika tarp receptoriy (glikoproteiny) ir jvairiy ligandy. Pritaikydami afining
chromatografija mokslininkai sékmingai iSgrynino Zigocing (Weiler et al., 2002), K1 toksing
(Hutchins & Bussey, 1983). K2 toksino gryninimui parenkama ConCanavalin A Sepharose
kolonéle, nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2) turin¢iu 1 mM CaCl; ir 1
mM MnCl,. Toksino eliucija vykdoma linijiniu gradientu nuo 0 iki 0,6 M gliukozés 50 mM
acetatiniame buferiniame tirpale 5 kolonos tiiriais. Prie sorbento toksinas jungési tik i§ dalies, nes
biocidinis aktyvumas pastebétas prie sorbento nesisorbavusiose (nr. 2, 3, 4, 5, 6) ir sorbavusiose

frakcijose (nr. 7, 8, 9, 10) (27 pav.).

27 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas po afininés chromatografijos. 1 — K2 toksing sekretuojanciy S.
cerevisiae mieliy kolonija, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 — chromatografinio gryninimo frakcijos

Didziausig aktyvumg turi sorbavusi frakcija nr. 7 (25,1 U/mL), mazesnis aktyvumas (19,9
U/mL) nr. 8, 9, 10 frakcijose ir nesisorbavusioje nr. 4 frakcijoje. Kitose frakcijose aktyvumas
mazesnis — nr. 3, 5, 6 aktyvumas 15,9 U/mL, o nr. 2 — 12,6 U/mL. Afininés chromatografijos

metodas nebuvo tinkamas toksino iSgryninimui, nes toksinas issiskirsté visose frakcijose.
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ISbandytas giminingumo chromatografijos Blue-Sepharose CL-6B sorbentas pasizymi
afiniSkumu daugeliui biomolekuliy. Baltymai gali sgveikauti su Cibacron Blue 3G-A dazu ir
prisijungti per elektrostating bei hidrofobing saveika su aromatiniu anijoniniu ligandu
(Subramanian & Ross, 1984). K2 toksino gryninimui parinktos sglygos pH 4,2 ir joniné jéga
19,8 mS/cm. Naudojama Blue-Sepharose CL-6B kolonélé nulygsvarinama su 50 mM acetatiniu
buferiniu tirpalu (pH 4,2). Toksinas eliuojamas taikant linijinj gradientg nuo 0 iki 1 M NaCl
lygsvarinimo buferiniame tirpale 5 kolonos tiirius. Toksinas prisijungé prie sorbento, taciau po

chromatografinio gryninimo priemaiSos nepasisalino (28 ir 29 pav.).

28 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas po Blue-Sepharose CL-6B chromatografijos (1, 2, 3,4, 5, 6 —
chromatografinio gryninimo frakcijos, 7 — K2 toksinas prie§ chromatografinj gryninima)

Prie sorbento sorbavusios frakcijos nr. 5 aktyvumas 50,1 U/mL. Kontrolinio méginio (K2
toksino prie§ chromatografinj gryninimg) aktyvumas 100,0 U/mL. Kitose frakcijose aktyvumo
nebuvo. Méginys su didziausiu aktyvumu sukoncentruojamas 20 karty centrifuguojant
(membranos pralaidumas nuo 3 kDa) ir jo grynumas jvertinamas elektroforetiskai (29 pav.).

100 kDa

30 kDa
25kDa
20 kDa

10kDa [ R*

SkDa -
3.4 kDa -

29 pav. Tris-Tricino SDS poliakrilamidinio gelio (16 %) elektroforezé neredukuojanciomis salygomis
(zvaigzdute pazymétos atsiskyrusios juostos)

48



Elektroforezés metu paaiskéjo, jog nr. 5 méginyje buvo priemaisy. Gautos apie 80 kDa, 50
kDa, 30 kDa, 20 kDa, 10 kDa dydZzio juostos. Todé¢l $is metodas nebuvo tinkamas.

Toliau baltymas gryninamas su CM-Sephadex C50 sorbentu, skirstan¢iu junginius pagal
joning jéga ir molekulinj svorj. Po SP-Sepharose chromatografinio gryninimo aktyvuma turintis
meginys (15 mL) dializuojamas 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2), siekiant
paSalinti NaCl. Susorbavus méginj i§ pradziy toksinas eliuojamas srautu su 0,3 M NaCl, tada
linijiniu gradientu nuo 0,3 iki 0,5 M NaCl 4 kolonos tiirius ir srautu su 1 M NaCl. Pastebéta, jog
méginys elivavosi ties 0,3 M NaCl koncentracija ir neatsiskyré priemaiSos. Nutarta taikyti linijinj
4 kolonos turiy gradienta nuo 0 iki 0,3 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH
4,2). Sios optimalios gryninimo salygos ir CM-Sephadex C50 sorbentas pasirenkamas kaip

galutinis antros stadijos metodas, toliau gryninant pirmo etapo metu gauta méginj (30 pav.).

— Ay, MAU  —NaCl koncentracija, M
2,50 0,35

2,00

1,50

Ao, MAU
NaCl koncentracija, M

1,00

0,50

30 pav. CM-Sephadex gryninimo metu gauta chromatograma. Naudojama CM-Sephadex C-50 sorbentu
uzpildyta kolonélé (10 mm x 120 mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pilka
spalva paZymétos aktyvumga turinios frakcijos

Toksinas eliuojamas pasiekus 0,3 M NaCl koncentracijg. Gryninimo metu renkamos
frakcijos ir tikrinamas jy aktyvumas. Aktyvumu pasizymi frakcijos chromatogramoje

atitinkancios 4, 5, 6 ir 7 numeriais pazyméta pikg (31 pav.).
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31 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 — chromatografinio gryninimo frakcijos, 8 — K2
toksinas po pirmos chromatografijos stadijos ir dializés, 9 — K2 toksinas prie§ gryninima

Didziausias aktyvumas (50,1 U/mL) 5 numeriu pazytoje duobutéje. Kitos piko frakcijos
atitinka nr. 4, 6 ir 7 duobutes — jose aktyvumas mazesnis (39,8 U/mL). Nr. 8 duobutéje — K2
toksinas po pirmo SP-Sepharose gryninimo ir dializés (79,4 U/mL), o nr. 9 duobutéje — K2
toksinas prie§ chromatografinj gryninima (100,0 U/mL). Nuo 1 iki 3 numerio pazymétos
frakcijos aktyvumo neturi. Chromatogramoje (30 pav.) pilka spalva pazymétos, didziausig
aktyvumg turinios frakcijos apjungiamos ir sukoncentruojamos apie 100 karty per 3 kDa
pralaidzia membrang. Sukoncentruoto méginio grynumas tikrinamas elektroforezés metu (32
pav.).

100 kDa

30 kDa
25 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

5 kDa

3,4 kDa

32 pav. Tris-Tricino SDS poliakrilamidinio gelio (16 %) elektroforezé neredukuojanciomis salygomis
(zvaigzdute pazymétos atsiskyrusios juostos)

Elektroforetinés analizés metu pastebéta, jog méginyje yra skirtingy dydziy junginiai.
Elektroforez¢je atsiskyré dvi juostos (viena didelio, o kita mazo molekulinio svorio). Norint
jvertinti toksino dydj bei atskirti didelés molekulinés masés junginj nuo mazos toliau vykdoma

gelfiltracija.
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3.3. Tredias chromatografinio gryninimo etapas

Siekiant atskirti didelés molekulinés masés junginj nuo mazos bei patikslinti medziagos
dydj, po dviejy gryninimo etapy vykdoma gelfiltracija. Naudojamas Sephadex G-75 sorbentas,
kurio atskyrimo riba yra nuo 3 000 — 80 000 Da. Prie§ gryninimg kolona nulygsvarinama 50 mM
acetatiniu buferiniu tirpalu, turin¢iu 0,1 M NaCl (pH 4,2) ir kalibruojama su standartiniais
zinomos molekulinés masés baltymy tirpalais: nizinu, citochromu c, chimotripsinogenu,
karboanhidraze, ovalbuminu, jau¢io serumo albuminu. [ kilpg suleidziama 250 pL baltymo
tirpalo (koncentracija 0,5 mg/mL) ir jis susiurbiamas ant Sephadex G75 sorbento. Baltymas
eliuvojamas 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2) esant 0,1 M NaCl koncentracijai.
Baltymy chromatogramose gaunama viena smailé, kurig integruojant nustatoma baltymo
sulaikymo trukmé. Nizinas, kurio molekuliné masé¢ 3 354 Da, eliuavosi ties 65,0 mL,
citochromas ¢ (M = 12 384 Da) eliuavosi ties 44,3 mL, chimotripsinogenas (M = 25 000 Da)
eliuavosi ties 39,9 mL, karboanhidrazés (M = 29 000 Da) eliucijos turis — 40,0 mL, ovalbumino
(M = 45000 Da) — 32,5 mL, o jaucio serumo albumino (M = 67 000 Da) — 27,4 mlL.
Suintegruojamos visos penkios chromatogramos ir nubréziama kalibracing kreive. Atlikus tiesine

aproksimacija, gaunama tiesés lygtis ir tiesinés korealiacijos koeficientas (33 pav.)

70
o
60 | el
Nizinas e Chimotripsinogenas
a5 T
e
o o e Karboanhidrazé
‘= 40 . ““"0._ L
.E Citochromas C .,
9 Mg
o e, ..
= 30 g JauCio
2 Ovalbuminas serumo
w 20 albuminas
RZ2=0,9756
10 y=-27,67x+ 161,24
0
3,40 3,60 3,80 4,00 4,20 4,40 4,60 4,80 5,00

log (molekuliné masé)

33 pav. Baltymo molekulinés masés nustatymas gelfiltracijos metodu. Naudojama Sephadex G75
sorbentu uzpildyta kolonélé (16 mm x 340 mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu su 0,1
M NaCl (pH 4,2) (nizino eliucijos ttiris — 65,0 mL, citochromo ¢ — 44,3 mL, chimotripsinogeno — 39,9
mL, karboanhidrazés — 40,0 mL, ovalbumino — 32,5 mL, jaucio serumo albumino — 27,4 mL)

Tiesés korealiacijos koeficientas R yra artimas vienetui, todél galima teigti, jog tarp

molekuliniy masiy deSimtainiy logaritmy reikSmiy ir sulaikymo trukmés reikSmiy yra tiesiné
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priklausomybé. Zinant baltymo sulaikymo trukme ir pasinaudojant kalibracinés kreivés tiesine
lygtimi, galima nustatyti jo molekuling masg.

PrieS atliekant gelfiltracijg, yra surenkami trys dviem zingsniais iS§gryninti méginiai, jie
apjungiami, koncentruojami iki 250 pL. Meéginys suleidZziamas j kilpg ir susiurbiamas ant
Sephadex G75 sobento. Baltymas eliuojamas su 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2)
esant 0,1 M NaCl koncentracijai. Gelfiltracijos metu renkamos frakcijos ir tikrinamas jy
aktyvumas (34 ir 35 pav.).

080

0,70

0,60

0,0 10,0 20,0 | 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
! Taris, mL
V.=22,7mL

34 pav. Gelfiltracijos metu su Sephadex G75 sorbentu gauta chromatograma. Sephadex G75 sorbento
kolonélé (16 mm % 340 mm) nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu su 0,1 M NaCl (pH 4,2).
Pilka spalva pazyméta aktyvuma turinti smailé, kurios eliucijos tiiris — 22,7 mL

Sephadex G75 gelfiltracijos metu atsiskyré dvi smailés, kuriy eliucijos tiiriai — 22,7 mL ir
47,5 mL. Didziausig aktyvumg turi chromatogramoje pilka spalva pazyméta smailé (eliucijos

taris 22,7 mL) (35 pav.).

35 pav. Toksino aktyvumo jvertinimas. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 — chromatografinio gryninimo metu rinkti
méginiai, 10 - K2 toksing sekretuojanciy S. cerevisiae mieliy kolonija
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Paveiksle nr. 2, 3 ir 4 pazymétose duobutése esantys méginiai atitinka chromatogramoje
(34 pav.) pilka spalva pazyméta smaile (Ve 22,7 mL). Kituose chromatografijos metu rinktuose
méginiuose (pazyméti nr. 1, 5 — 6) aktyvumo nebuvo. Didziausiu aktyvumu pasizymi nr. 2 ir 3
pazymétose duobutése esantys méginiai (31,63 U/mL), nr. 4 pazymétoje duobutéje aktyvumas
mazesnis (15,89 U/mL). Aktyvuma turintys méginiai apjungiami (10 mL) ir sukoncentruojami
centrifuguojant meégintuveliuose (per 3 kDa pralaidZzig membrang). Sukoncentruotas meginys
analizuojamas elektroforetiSkai (36 pav.). Elektroforezé atlickama neredukuotomis salygomis.
Norint jvertinti baltymo dydj redukuojanciomis sglygomis, reikalinga daugiau medziagos.
Kadangi K2 toksino iSskiriama mazais kiekiais (1 pg i§ 3 L terpés) norint pamatyti baltymo

juosta, méginys sukoncentruojamas apie 130 karty. Maksimaliai sukoncentuoto méginio pakanka

170 kDal
130 kDal
95kDa
72kDa

55kDa M -

43 kDa

vienam elektroforezés eksperimentui.

34kDa

26 kDa

10 kDa

36 pav. Tris-Glicino SDS poliakrilamidinio gelio (15 %) elektroforezé neredukuojanciomis sglygomis

Atlikus elektroforeting analize, gauta 55 kDa dydzio juosta. Literatiiroje minimas toksino
dydis — 38,7 kDa (Dignard et al., 1991). Elektroforezéje dydzio neatitikimas galimas dél baltymo
struktiiriniy savybiy — toksinas yra glikoproteinas, turintis 3 galimas glikozilinimo vietas
(Dignard et al., 1991). Pastebétas mazesnis natrio dodecilsulfato (SDS) prisijungimas prie
glikozilinty baltymy — 1 g Zzmogaus eritrocito membranos glikoproteinas prisijungia 0,38 g SDS,
tuo tarpu 1 g jaucio serumo albumino prisijungia 0,73 g SDS. Maziau SDS prisijungus prie
glikoproteino, gaunamas mazesnis kriivio/masés santykis, nei standartiniy polipeptidy. Todél
polipeptidai, turintys prisijungusiy angliavandeniy, elektroforezés gelyje eina greiciu,
neproporcingu jy molekulinei masei (Segrest, Jackson, Andrews, & Marchesi, 1971).

Naudojantis kalibracinés kreivés lygtimi apskai¢iuojama analizuojamos medZziagos
molekuliné masé — 103 kDa. Neatitikimai galimi dél K2 toksino aminoriigsciy sekoje esanciy

cisteiny, kurie gali lemti oligomeriniy struktiry formavimasi tirpale, agregacija, todél
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gelfiltracijos metu elivojamos didelés molekulinés masés molekulés. Be to, toksinas gali

formuoti nekovalentines oligomerines formas tirpale dél hidrofobinés ar elektrostatinés sgveikos.

3.4. K2 toksino biocidinio aktyvumo profilis

K2 toksino aktyvumas jau jrodytas prie§ zmogaus patogenines Candida tropicalis mieles,
patogenines Aspergillus flavus dirvozemo mieles, Rhizopus gryba, parazituojantj augalus, vaisius
bei darzoves, Penicillium pelésius (Parveen & Begum, 2010). Taip pat K2 aktyvus prie§ Candida
utilis, Kluyweromyces lactis bei kity S. cerevisiae kamieny sferoplastus. PanaSaus veikimo
mechanizmo toksinas K1 pasizymi panaSiu mikroorganizmy zudymo profiliu, taciau, priesingai
K2 toksinui, néra aktyvus prie§ Candida tropicalis (Zhu & Bussey, 1989). Kadangi K2 toksinas
aktyvus prie$ jvairias patogenines zmogaus, augaly mieles, jj aktualu pritaikyti infekcijy
gydymui, augaly, griidy, dirvoZemio apsaugojimui ar kuriant priemones nuo pelésiy. Siuo tyrimu
siekiama praplésti K2 toksino biocidiniy savybiy pritaikymo galimybes jvairiose srityse.

K2 toksino aktyvumas jvertinamas pries jvairius mieliy kamienus. Tyrimas atliktas Gamtos
tyrimy centre, Genetikos laboratorijoje. K2 toksino poveikis tirtas 24 gamtiniams
mikroorganizmams: Candida argentea, Candida boidinii, Candida californica, Candida
oleophila, Candida zemplinina, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora uvarum,
Kazachstania aerobia, Kazachstania africana, Kazachstania bulderii, Kazachstania servazzi,
Kluyveromyces thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Pichia anomala, Pichia
fermentans, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia terricola, Torulaspora delbrueckii,
Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces cerevisiae a‘l, bei skirtingus toksinus (K1, K2, K28,
Klus) sintetinantiems Saccharomyces cerevisiae kamienams.

K2 toksino biocidinis aktyvumas testuojamas ant MB léksteliy (pH 4,0) su uzsétu
giluminiu tiriamos kulttros sluoksniu. Terpéje padaroma duobuté ir j ja jlaSinamas negrynintas
K2 toksinas. Aplink toksino méginj susidariusios skaidrios lizés zonos atitinka mieliy augimo
slopinimg. Tyrimy metu nustatyta, kad S. cerevisiae M437 kamieno iSskiriamas K2 toksinas
biocidiskai veikia 11 riisiy istirty mieliy (6 lentelé).

Eksperimento metu matuojamas susidariusios lizés zonos dydis (mm) ir apskai¢iuojamas
toksino aktyvumas, pagal 2.4.1 skyrelyje pateikta formule (1). K2 toksino aktyvumas pries§
kiekvieng mieliy ras] tikrinamas tris kartus, apskai¢iuojamas standartinis nuokrypis. Didziausias
toksino aktyvumas (63,2 £+ 4,7 U/mL) pasireiskia pries visy tipy toksinams jautry Saccharomyces
cerevisiae a1 kamieng. Pries kitas S. cerevisiae mieles ir jy iSskiriamus toksinus K2 aktyvumas
mazesnis. Prie§ K1 toksing iSskiriantj S. cerevisiae kamieng K2 aktyvumas 39,8 + 3,8 U/mL (37
% maziau nei pries§ S. cerevisiae al). Prie§ véliausiai aptikta S. cerevisiae dgRNR koduojama

Klus toksing K2 pasizymi 31,6 = 2,0 U/mL biocidiniu aktyvumu, 50 % mazesniu nei pries a1l
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kamieng. Prie§ K28 toksing K2 aktyvumas siekia 25,1 + 2,4 U/mL (tai 60 % maziau nei pries
a‘l).

Toksinas biocidiniu aktyvumu taip pat pasizymi prieS S. cerevisiae giminingas
Saccharomyces paradoxus mieles (20,0 £ 1,9 U/mL), prieS Kazachstania servazzi kamieng (25,1
+ 1,9 U/mL), Kazachstania africana (20,0 = 1,5 U/mL), Kazachstania aerobia (15,9 + 1,4
U/mL) ir Pichia terricola (15,9 = 1,5 U/mL). Maziausias K2 toksino aktyvumas (12,6 = 1,2

U/mL) pastebétas pries Candida zemplinina ir Kluyveromyces thermotolerans mikroorganizmus.

6 lentelé. K2 aktyvumo tyrimo pries§ jvairius gamtinius mikroorganizmus rezultatai (lizés zony dydziai,
diametras, mm: + + ++ (4), + + + (3), + + £ (2,5), + + (2), + £ (1,5), + (1), £ (0,5), - (0))

Mikroorganizmai K2 toksino
aktyvumas
Candida argentea -
Candida boidinii -
Candida californica -
Candida oleophila -
Candida zemplinina +
Hanseniaspora osmophila -
Hanseniaspora uvarum -
Kazachstania aerobia +
Kazachstania africana ++
Kazachstania bulderii -
Kazachstania servazzi ++
Kluyveromyces thermotolerans +
Metschnikowia pulcherrima -
Pichia anomala -
Pichia fermentans -
Pichia kluyveri -
Pichia kudriavzevii -
Pichia terricola +
Saccharomyces cerevisiae (K1) +++
Saccharomyces cerevisiae (K2) -
Saccharomyces cerevisiae (K28) ++
Saccharomyces cerevisiae (Klus) +++
Saccharomyces cerevisiae a1 ++++
Saccharomyces paradoxus ++
Torulaspora delbrueckii -

Remiantis §io tyrimo metu gautais toksino aktyvumo rezultatais, matyti, jog toksinas
pasizymi aktyvumu prie§ vyno mieles (Candida zemplinina, Pichia terricola, Kluyveromyces

thermotolerans). Sig savybe aktualu pritaikyti vyno gamyboje, siekiant i¥vengti mieliy

55



pertekliaus, uzsikrétimo nenaudingomis laukinémis mielémis, siekiant subalansuoti vyno kvapa,
skonj bei alkoholio kiekj (Padilla, Gil &Manzanares, 2016).

Atlikus biocidiniy savybiy tyrimg, K2 toksino poveikiui jautriis Sacharomyces genties
atstovai, maziau jautris poveikiui Kazachstania servazzi, Kazachstania africana, Kazachstania
aerobia, Pichia terricola, Candida zemplinina 1ir Kluyveromyces thermotolerans
mikroorganizmai. K2 toksinas nepasizymi aktyvumu pries: Candida argentea, Candida boidinii,
Candida californica, Candida oleophila, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora uvarum,
Kazachstania bulderii, Metschnikowia pulcherrima, Pichia anomala, Pichia fermentans, Pichia

kluyveri, Pichia kudriavzevii ir Torulaspora delbrueckii mieliy riisis.
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ISVADOS

1. SP-Sepharose sorbentas, taikant eliucijai linijjin; NaCl gradientg, tinkamas naudoti
pirmuoju K2 toksino gryninimo etapu.

2. IS antrame gryninimo etape taikyty hidrofobinés, afininés, jony mainy chromatografijos
sorbenty CM Sephadex C50 yra optimalus K2 toksinui gryninti.

3. Po trijy chromatografinio gryninimo etapy gaunamas aktyvus K2 baltymas.

4. K2 toksino poveikiui yra jautriis: Saccharomyces cerevisiae o1, bei K1, K2, K28, Klus
toksinus sintetinantys Saccharomyces cerevisiae kamienai, Saccharomyces paradoxus,
Kazachstania servazzi, Kazachstania africana, Kazachstania aerobia, Pichia terricola,

Candida zemplinina, Kluyveromyces thermotolerans mikroorganizmai.

Uw*&
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63. ISOLATION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE K2 TOXIN

Jovita Umbrasaité', Juliana Luk3a?, Jolanta Sereikaité? Elena
Serviené'-?

"Vilnius Gediminas Technical University, Vilnius, Lithuania
2Nature Research Centre, Vilnius, Lithuania

Killer yeasts secrete toxins lethal to sensitive yeasts but are immune to
their own toxins. S. cerevisiae produces nuclear-encoded killer toxins KHS,
KHR and double-stranded RNA virus-encoded killer toxins K1, K2, K28,
and Kilus. Killer proteins have been diverse in their chemical and physical
properties and can be used as a model system for investigating the
mechanisms of maturation, secretion and interaction of toxin with sensitive
cells or applied to medical, environmental and industrial biotechnology.
In order to use toxins in various fields and be able to characterize their
function, structure or interactions, it is important to obtain pure and
active protein,

In this study 5. cerevisige K2 toxin-producing strain was grown at the
optimal toxin-producing condition, the extracellular fraction was filterad
through a 0.22 pm polyvinylidene fluoride membrane and concentrated
by ultrafiltration through an Amicon PM-10 membrane. Then, the sample
was applied onto the 5P Sepharose column in 50 mM acetate buffer (pH 4.2)
and bound toxin was eluted by applying a linear gradient of 0-0.4 M Nacl.
The collected fractions were applied for PAGE analysis and measured for
toxin activity. It was determined that partially purified K2 toxin displayed
maximum killer activity between pH 4.0 and 4.4. The protein was stable
between pH 2.5 and 4.5 and inactivated at temperatures above 45°C.

To increase the yield and quality of K2 toxin, determine protein structure
additional purification steps are required.
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