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Projektu sprendZiamos problemos:

Viena i§ Lietuvos Respublikos Svietimo, mokslo ir sporto ministerijos mokslo plétros
programos pazangos priemoneés Nr. 12-001-01-02-01 problemy yra Gebéjimy ir paskaty rengti
tarptautines MTEP paraiskas trikumas. Siuo projektu prisidedama prie minétos problemos
sprendimo — buvo patikrinta idéja pagal ,,Europos horizontas® programos 2025-2027 m.
strategin] plang. Idéja apima fluorescuojan¢io baltymo jvedimg i sfingomonady grupés
bakterijas ir pritaikyma aromatiniais junginiais indukuojamy sistemy jvertinimui, bei pilnos
lastelés biojutikliy vystymui su galimybe kiekybiSkai jvertinti aromatinius junginius.
Sfingomonady bakterijy grupei priskiriamos alfaproteobakterijos esancios
Sphingomonadaceae ir Erythrobacteraceae Seimose. Gilinantis ] moksling literatiira buvo
pastebétas sfingomonady potencialas bioremediacijoje, Sios bakterijos daznai aptinkamos
uzterStoje aplinkoje ir gali metabolizuoti terSalus, tokius kaip pesticidai (Sharma, et al. 2021,
Li, et al. 2020), policikliniai aromatiniai junginiai (Jiang, et al. 2022, Al Farraj, et al. 2021, Li,
et al. 2023, Dinh, Nguyen and Nguyen 2023, Mutter and Zylstra 2021), bisfenolis A (Jung, et
al. 2021), organofosfatai (Yu, et al. 2023), sunkieji metalai (Mahbub, et al. 2016, Lee, Lee and
Cho 2023) ar kiti lakieji organiniai junginiai (Singh, Pandey and Dubey 2023, Larke-Mejia, et
al. 2020). Paminéti terSalai yra kenksmingi Zmogaus ir gyviny sveikatai, kai kurie i$ jy yra
jvardinti kaip kancerogenai, kaip pvz. policiklinis aromatinis junginys benzopirenas ar

pesticidai pentachlorofenolis ir gamma-heksachlorocikloheksanas. Sie terSalai yra tirpas ir



labai stabiltis vandenyje, gali lengvai paplisti aplinkoje, patekti j vandens telkinius (IARC
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans 2018, Flood and Copley
2018). Iki Siol buvo pasiektas ne mazas progresas siekiant suprasti aromatiniy junginiy
katabolizmg sfingomonadose, taciau genetinés inzinerijos ir biotechnologijos pritaikymas iki
Sios néra iSplétotas Siose bakterijose, lyginant su tokiais modeliniais mikroorganizmas, kaip E.
coli ar S. cerevisiae. Taip pat néra sukurta sintetinés biologijos jrankiy sfingomonadoms,
paremty indukuojamomis geny ekspresijos sistemomis ir tinkamy stebéti ir kontroliuoti geny
ekspresijg ir aromatiniy junginiy metabolizmg. Sphingobium sp. SYK-6 kamienas yra
placiausiai iStyrinétas i§ sfingomonady grupés bakterijy (Kamimura, Takamura, et al. 2010,
Kasai, et al. 2012, Kamimura, Takahashi, et al. 2017, Araki, Umeda, et al. 2019, Araki,
Tanatani, et al. 2020, Bleem, et al. 2023) ir yra artimas auks$ta bioremediacijos potencialg
turintiems sfingomonadoms Sphingomonas wittichiit RW1 (Mutter and Zylstra 2021) ir
Sphingobium indicum UT26S (Nagata, et al. 2011). D¢l Siy priezasCiy, Siame projekte
pasirinkta dirbti su Sphingobium sp. SYK-6, kaip modeliniu mikroorganizmu sfingomonady
grupei. Norime patikrinti id¢ja, kad sfingomonady grupés bakterijoms galima i§vystyti metoda
reporterinio geno jvedimui | genomg ir pritaikymui kaip visos Igstelés biojutiklio aromatiniy

junginiy kataboliniy keliy nagrin¢jimui ir aromatiniy junginiy jvertinimui
Tyrimo tikslas:

Patikrinti id¢ja, kad galima sukurti metoda, skirtg jterpti fluorescuojantj baltyma i
sfingomonady grupés bakterijas aromatiniy junginiy aptikimui ir bioremediacijos procesy

gerinimui
Tyrimo uzZdaviniai:

1. Identifikuoti fluorescuojantj baltymg tinkamg ekspresijai alphaproteobakterijose,
iskaitant sfingomonady grupés atstovus.

2. Identifikuoti geneting vieta ir indukuojamg geny ekspresijos sistema tinkamag
fluorescejuocio baltymo jterpimui.

3. Optimizuoti konjugacijos metoda, tinkantj sfingomonady grupés bakterijoms,
atsizvelgiant ] jy nattiraly atsparumg ir geneting indZinerija apsunkinancius veiksnius.

4. Charakterizuoti modifikuotas sfingomonadas, jvertinant fluorescencijos intensyvuma,
stabiluma ir poveik] Igsteliy augimui.

5. Jvertinti genetiSkai modifikuoty bakterijy gebéjima aptikti aromatinius junginius,

naudojant fluorescencijos poky¢ius.



Hipotezés:

Sfingomonady grupés bakterijoms galima stabiliai jterpti ir ekspresuoti fluorescuojantj
baltyma, kuris, sujungtas su specifiniais promotoriais, reaguojanciais j aromatinius junginius,
leis sukurti biosensorinj jrankj, gebantj aptikti Siuos junginius bei pagerinti bioremediacijos

procesy efektyvuma.
Tyrimo objektas:

Sfingomonady genties bakterijos, turin¢ios potencialg biodegraduoti aromatinius junginius,
kuriose kuriamas ir tiriamas fluorescencinio reporterinio geno integravimo metodas, siekiant:
sukurti biologinj jutiklj, gebantj fluorescenciniu signalu reaguoti j aromatinius junginius
aplinkoje, Sfingomonady grupés bakterija Sphingobium sp. SYK-6 priklauso sfingomonady
grupei — tai gramneigiamos, acrobinés bakterijos, pasizymincios i$skirtiniu gebéjimu skaidyti
aromatinius junginius, ypac kylancius i§ lignino degradacijos. SYK-6 padermé issiskiria tuo,
kad jos genomu koduojami platis kataboliniai keliai, leidziantys efektyviai detoksikuoti
jvairius fenoliniy junginiy darinius, jskaitant vanilino rugstj, ferulatus, sinapatus, p-kumaratus
bei jy konjuguotas formas. D¢l Sios savybés SYK-6 laikomas vienu geriausiai charakterizuoty

modeliniy mikroorganizmy lignino dariniais grindziamy bioprocesy tyrimuose.
1. Teorinis-metodinis pagrindimas:

Sfingomonados i§ alfaproteobakterijy Sphingomonadaceae ir Erythrobacteraceae Seimy
yra gerai Zinomos dél savo gebéjimo skaidyti aromatinius junginius, jskaitant i§ lignino gautus
biarilus ir monoarilus, sintetines chemines medziagas ir organinius terSalus (Zhao, et al. 2017,
Asaf, etal. 2020, Song, Chen and Xu 2022). Sphingobium sp. SYK-6 (Bleem, et al. 2023, Kato,
et al. 2025) ir Novosphingobium aromaticivorans (Cecil, et al. 2018) patrauké démesj dél savo
gebéjimo skaidyti 1§ lignino gautus fenolio junginius. Be to, policiklinius aromatinius
angliavandenilius pireng, antraceng, naftaleng, karbazolg ir dibenzo-p-dioksing gali atitinkamai
skaidyti Sphingomonas sp. YT1005 (Jiang, et al. 2022), Sphingomonas sp. KSUO5 (Al Farraj,
et al. 2021), Sphingobium sp. JS3065 (Li, et al. 2023), Sphingomonas sp. KA1 (Dinh, Nguyen
and Nguyen 2023)10 ir S. wittichii RW1 (Mutter and Zylstra 2021), o pesticidus
heksachlorocikloheksang ir dikambg sunaudoja Sphingobium indicum B90A (Sharma, et al.
2021) ir Rhizorhabdus dicambivorans Ndbn-20 (Li, et al. 2020). Sie pavyzdziai pabrézia
sfingomonady svarba lignoceluliozés biomasés biokonversijoje ir jy galimg pritaikyma

bioremediacijoje.



Nors padaryta didelé pazanga suprantant aromatiniy junginiy metabolizmag
sfingomonadose, $iy rasiy bioinzinerija ir biotechnologijy taikymams yra riboti. Visy pirma,
nebuvo sukurti sintetinés biologijos jrankiai, tokie kaip metabolity ir produkty stebéjimo
prietaisai. Jrodyta, kad metabolity indukuojamos geny ekspresijos sistemos yra tinkamos geny
ekspresijos ir metabolizmo kontrolei ir stebéjimui (Brecht and Marjan 2025, Kim, Sinnott and
Sandoval 2020, Mitchler, et al. 2021). Anksc¢iau tokios sistemos buvo identifikuotos, o neseniai
buvo sukurti atitinkami transkripcijos faktoriaus (TF) pagrindu veikiantys biosensoriai
daugumai natiiraliai susidaranciy fenolio riig§¢iy (Augustiniene, Kutraite, et al., Transcription
factor-based biosensors for detection of naturally occurring phenolic acids 2023, Kutraite and
Malys 2023, Kutraite, Augustiniene and Malys 2024). Nepaisant $iy pastangy, né vienas i$
tokio tipo prietaisy nebuvo sukurtas ir pritaikytas sfingomonadose. Be to, iki Siol nebuvo
sukurtas biosensorius, reaguojantis j siringo ragstj.

Siringo riigStis yra zinoma kaip 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzenkarboksirtigstis,
pasizyminti antioksidacinémis, antimikrobinémis, prieSuzdegiminémis, prieSvézinémis ir
antidiabetinémis savybémis, ir yra svarbus kaip pirmtakas siringato dariniy gamybai
(Cheemanapalli, et al. 2018, Gomes da Silva, et al. 2025). Naujausi tyrimai parodé siring0
rugsSties fotochemoprotekcinj aktyvuma, silpninant; ultravioletiniy B (UVB) spinduliy
citotoksiSkumg (Nunes, et al. 2025). Ji buvo pasitlyta kaip tinkamas komponentas odos
sveikatai, odos vézio apsaugai ir prevencijai (Ha, et al. 2018). Jrodyta, kad siringo ragstis
slopina Cronobacter sakazakii augimag (Shi, et al. 2016) ir pasizymi aktyvumu prie$
Staphylococcus epidermidis (Minich, et al. 2022), o tai rodo jos, kaip konservanto, potencialg
gerinti maisto saugg. Pasauliné siringo ruigsties rinka 2022 m. buvo jvertinta 0,15 mlrd. JAV
doleriy ir tikimasi, kad 1ki 2030 m. ji pasieks 0,25 mlrd. JAV doleriy, o bendras metinis augimo
tempas nuo 2024 iki 2030 m. sieks 7 % (Verified Market Reports 2024). Be to, siringinés
rigsties dariniai, tokie kaip siringaldehidas, naudojami kaip maisto priedas ir turi didel;
farmacinj potenciala (Wu, et al. 2022), o siringinés riigSties esteriai naudojami kaip danty
cemento pirmtakai (Cheemanapalli, et al. 2018).

Siringo rtgstis gaunama ekstrahuojant jg i augaly lasteliy, kur ji sintetinama $ikimato
rugsties keliu (Valanciene, et al. 2020). Taciau nattraliai susidaran¢iy junginiy ekstrakcijai i$
augaly reikalingi organiniai tirpikliai arba sudeétingi metodai, jskaitant ekstrakcija
mikrobangomis arba ultragarsu (Jesus, et al. 2023, Tapia-Quiros, et al. 2024, de Faria, et al.
2019). Mikrobiniy lasteliy fabriky naudojimas tapo pageidaujamu biotechnologiniu metodu
pridétinés vertés junginiy gamybai ir galéty buti taikomas siringinés rugsties biosintezeje.

Kamimura ir kt. anks€iau pademonstravo siringaldehido biotransformacijg j siringing rugstj



Sphingobium sp. SYK-6 (Kamimura, Goto, et al. 2017), o Mukherjee ir kt. pranesé apie sinapo
rugsties pavertimg siringine ragstimi, kurig atlicka sitlinis grybas Paecilomyces variotii
(Mukherjee, et al. 2006). Taciau abiem atvejais pasiekti titrai iSliko mazesni nei 0,1 ¢/l
(Kamimura, Goto, et al. 2017, Mukherjee, et al. 2006, Kutraite, Augustiniene and Malys,
Hydroxybenzoic acids: Microbial metabolism, pathway engineering and products 2025).
Siekiant geriau suprasti siringo riigsties metabolizmg ir tobulinti mikroby inZinerijg, didelis
démesys buvo skirtas lignino skaidymui ir susijusiam kataboliniy geny transkripcijos
reguliavimui Sphingobium sp. SYK-6 (Kato, et al. 2025, Araki, Tanatani, et al. 2020, Araki,
Umeda, et al. 2019). Araki ir kolegos nustaté IcIR tipo transkripcijos reguliatoriy DesX, kuris
kontroliuoja desA geno, koduojancio tetrahidrofolato priklausomg O-demetilazg, fermenta,
katalizuojantj siringo rtgsties O-demetilinima 3-O-metilgalate (Araki, Tanatani, et al. 2020),
transkripcija.

Siame tyrime jvertinome siringo riigities indukuojama sistemg ir integravome
fluorescencinj reporterinj gena, kontroliuojamag desA indukuojamo promotoriaus Sphingobium
sp. SYK-6. Tai leido mums sukurti pirmajj fluorescencinio reporterio pagrindu veikiantj visos
lastelés biosensoriy siringo riigSties aptikimui sfingomonadose. Siekdami geriau suprasti
fenoliniy junginiy skaidyma Sphingobium sp. SYK-6, naudojome Sphingobium sp. SYK-6
pagrindu sukurtas visos lastelés biojutiklis, skirtas dozés ir atsako sary$iui, dinaminiam
diapazonui ir veikimo diapazonui nustatyti naudojant siringata, vanilata, sinapatg ir ferulata.
Be to, §is biojutiklis buvo panaudotas siekiant jvertinti Sphingobium sp. SYK-6 fenolio rtigs¢iy

pasisavinimo eiliSkuma.
2. Tyrimo metodai ir priemonés
Bakterijy kamienai ir terpés

Siame tyrime naudoti bakterijy kamienai pateikti 1 lenteléje. Klonavimui ir plazmidziy
dauginimui buvo naudojama E. coli Top10 (Invitrogen, JAV), kaip apraSyta (Sambrook and
Russell 2001). E. coli S17-1 buvo naudojamas kaip konjugacijos donoras. E. coli padermés
buvo auginamos Luria—Bertani (LB) terpéje. Sphingobium sp. SYK-6 lastelés buvo auginamos
30 °C temperatiiroje kratant (200 aps./min.) LB arba Wx-SEMP terpéje (minimali terpé,
papildyta 10 mM sacharozés, 10 mM glutamato, 0,34 mM metionino ir 10 mM prolino), kaip
aprasyta (Kasai, et al. 2012). Kai reikalinga, E. coli terpé buvo papildyta 12,5 pg/ml
tetraciklino, SYK-6 ir jo mutanty terpé — 12,5 pg/ml tetraciklino arba 12,5 pg/ml
chloramfenikolio.



Klonavimas ir transformacija

Sphingobium sp. SYK-6 ir jos mutanty genominé DNR buvo iSskirta naudojant
,GenElute Bacterial Genomic DNA Extraction Kit“ (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija). Plazmidés
DNR buvo isskirta naudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*“ (,,Thermo Fisher Scientific*,
Lietuva). Oligonukleotidy pradmenis susintetino ,,Metabion® (Vokietija), o jy sekos pateiktos
2 lenteléje. Klonavimui skirta DNR buvo amplifikuota PGR metodu, naudojant ,,Phusion High-
Fidelity DNA* polimeraze (,,Thermo Fisher Scientific®, Lietuva). Bakterijy kolonijy atranka
buvo atlikta naudojant ,,DreamTaq Green PCR Master Mix*“ (,,Thermo Fisher Scientific®,
Lietuva). Linearizuoti DNR fragmentai i§ elektroforezés gelio buvo i$skirti naudojant
,Zymoclean Gel DNA Recovery Kit“ (,,Zymo Research®, JAV). Restrikcijos fermentai buvo
isigyti 1§ ,,Thermo Fisher Scientific* (Lietuva). PGR reakcijos buvo atliktos pagal gamintojo
protokolg. Kompetentinés E. coli TOP10 ir S17-1 Igstelés buvo paruostos ir transformuotos
Silumos $oko metodu (Sambrook and Russell 2001). Sphingobium sp. SYK-6 kompetentinés
lastelés buvo paruostos ir transformuotos naudojant elektroporacijos metoda, kaip apraSyta
(Masai, Katayama ir Fukuda, Genetic and biochemical investigations on bacterial catabolic

pathways for lignin-derived aromatic compounds 2007).
Plazmidziy konstravimas

Visos plazmidés buvo sukonstruotos naudojant NEBuilder HiFi DNR surinkimo
metodg (New England Biolabs, JK). pBRC1 vektorius (Augustiniene and Malys 2022) buvo
sukonstruotas, kaip aprasyta pEH006 (Hanko, Minton and Malys 2017). pAJ144 buvo
aprasytas (Kasari, et al. 2022). pEA074 buvo sukonstruotas naudojant oligonukleotidy
pradmenis EA322B ir EA323, siekiant amplifikuoti Psig 2501018 pEA056, ir klonuotas j pAJ144
vektoriy naudojant Xhol ir EcoRI restrikcijos vietas. pPEA056 buvo sukonstruotas naudojant
oligonukleotidy pradmenis EA146 ir EA147, siekiant amplifikuoti Psic 25010 1§ Sphingobium
sp. SYK-6 genominés DNR, ir klonuotas j pBRC1 vektoriy naudojant Aatll ir Ndel restrikcijos
vietas. pEA072 buvo sukonstruotas naudojant oligonukleotidy pradmenis EA322B ir EA323,
siekiant amplifikuoti tariamg siringo rtigsties indukuojama sistemg i§ pEA056 2, ir klonuotas
1 pAJ144 vektoriy per Xhol ir EcoRI restrikcijos vietas. pEA056 2 buvo sukonstruotas
naudojant oligonukleotidy pradmeny poras EA148 ir EA151A, EA320 ir EA321, EA147 ir
EA150, siekiant amplifikuoti atitinkamai desX, PsLc_24900 i PsLc 2501018 Sphingobium sp. SYK-
6 genominés DNR, ir klonuotas ] pPBRC1 vektoriy per Aatll ir Ndel restrikcijos vietas.



pLO3 buvo sukarpytas su Sbfl ir Sacl restrikcijos endonukleazémis ir panaudotas kaip
klonavimo vektorius plo3-KB1, plo3-DesX ir plo3-DesA konstravimui. Plazmidés plo3-KB1
konstravimui buvo panaudoti oligonukleotidy susintetinti pradmenys KBO0O1 ir KB003,
siekiant amplifikuoti rfp i§ pBRCI1, oligonukleotidy pradmeny poros KBO004/KBO0O0S5 ir
KB007/KB008, siekiant amplifikuoti atitinkamai kair¢ ir deSing homologines rankas is
Sphingobium sp. SYK-6 genominés DNR. Plazmidés plo3-DesX konstravimui buvo
panaudotos  oligonukleotidy = pradmeny  poros  EG301 desX/EG302 desX  ir
EG303 desX/EG304 desX, siekiant amplifikuoti atitinkamai kair¢ ir deSing homologijos
rankas i§ Sphingobium sp. SYK-6 genominés DNR. Plazmidés plo3-DesA konstravimui buvo
panaudotos oligonukleotidy = pradmeny  poros EG305 desX/EG306 desX  ir
EG307_desX/EG308_desX, sickiant amplifikuoti atitinkamai kair¢ ir deSing homologijos
rankas i§ Sphingobium sp. SYK-6 genominés DNR.

Geny isjungimas ir jterpimas j Sphingobium sp. SYK-6

pLO3 vektoriaus pagrindu sukurtos plazmidés (plo3-KB1, plo3-DesX ir plo3-DesA)
buvo transformuotos j E. coli S17-1. E. coli S17-1 ir Sphingobium sp. SYK-6 arba jy mutantai
buvo kultivuojami per naktj LB terpéje, papildytoje atitinkamais antibiotikais; E. coli S17-1
atveju kulttiros terpé buvo papildyta 12,5 pg/ml tetraciklino, 0 SYK-6 atveju kultiiros terpé
buvo papildyta 12,5 pg/ml chloramfenikolio. Po inkubacijos lastelés buvo surinktos
centrifuguojant (5000 x g 4 min.) ir kelis kartus plaunamos LB terpe. E. coli S17-1 ir
Sphingobium sp. SYK-6 lastelés buvo praskiestos atitinkamai santykiu 1:1000 ir panaudotos
konjugacijai LB agaro 1éksteléje 16 val. kambario temperatiiroje. Sphingobium sp. SYK-6
transkonjugantai, gauti po pirmosios homologinés rekombinacijos, buvo i8skirti paséjant juos
ant LB agaro ploksteliy, papildyty 12,5 pg/ml tetraciklinu ir 12,5 pg/ml chloramfenikoliu.
Gautos kolonijos buvo perskirstytos ant LB agaro terpés su 12,5 pg/ml tetraciklinu ir 12,5
pg/ml chloramfenikoliu ir atrinktos kolonijy PGR metodu, siekiant patvirtinti viengubg
rekombinacijg. Pavienés kolonijos buvo inokuliuotos ; 5 ml LB terpés, kurioje yra 10 %
sacharozés. Mutanty kandidatés buvo iSskirtos ant LB agaro plokstelés, kurioje yra 10 %
sacharozés ir 12,5 pg/ml chloramfenikolio. Gautos kolonijos buvo perskirstytos ant LB agaro
ploksteles su 12,5 pg/ml tetraciklinu ir kitos LB agaro ploksteles su 12,5 pg/ml
chloramfenikoliu, siekiant patvirtinti pLO3 vektoriaus pagrindu sukurtos plazmidés praradima.

Atliktas kolonijy PGR tyrimas, siekiant patvirtinti dvigubg rekombinacija.

RFP fluorescencijos matavimai



RFP fluorescencijos matavimai, absoliuc¢ios normalizuotos fluorescencijos ir dozés-
atsako kreiviy skai¢iavimai atlikti, kaip aprasyta (Augustiniene, Kutraite, et al. 2023, Hanko,
Minton and Malys 2019).

Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklio sekvenavimas

Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA genominés DNR skaitymy Zemélapio sudarymas

(sekvenavimas) pagal etaloninj Sphingobium sp. SYK-6 genoma.
3. Rezultatai ir diskusija

3.1 Plazmidziy pagrindu sukurtos reporterinés sistemos, reaguojancios j siringo ragsti,

sukiuirimas ir jvertinimas

Ankstesniuose tyrimuose Sphingobium sp. SYK-6 kataboliniai keliai ir reguliavimo
mechanizmai, susij¢ su siringo riugsties skaidymu, buvo apraSyti (Masai, Katayama ir Fukuda
2007, Kamimura, Takahashi, et al. 2017), o uz §j skaidyma atsakingas geny klasteris buvo
identifikuotas (Araki, Umeda, et al. 2019, Araki, Tanatani, et al. 2020) (1A pav.). Siame tyrime
sickéme jvertinti SpDesX/PsLc 25010 indukuojamos geny ekspresijos sistemos atsakg j siringo
rigsti, naudodami plazmidémis pagrista reportering sistema. Buvo surinktos dvi konstruktai ir
klonuoti j RFP reporterinj vektoriy: pirmasis turéjo indukuojama promotoriy PsLc 25010 pries
desA, o antrasis — indukuojamus promotorius PsLc 25010 It PsLc 24900 atitinkamai prie§ desA ir
SLG_24900, bei TF geng desX (1B pav.). Gautos konstrukcijos SpPsic 25010 (PEAQ74) ir
SpDesX/PsLc_25010 (pEA072) buvo iSbandytos su Sphingobium sp. SYK-6 laukinio tipo (wt) ir
AdesX truikumg turin€ia mutantine paderme (4desX), esant siringo rigsciai ir struktiiriSkai
artimai giminingai vanilino rugsc¢iai (1C, D pav.). Sphingobium sp. SYK-6, turinti plazmide
pEAO074, parod¢ iki 2,5 karto padidéjusiag RFP sintezg pra¢jus 6 val. po 5 mM siringo rtigsties
papildymo. 1,8 karto padidéjes rfp geno ekspresijos aktyvumas taip pat buvo pastebétas esant
vanilino rtig§ciai. Sphingobium sp. SYK-6 AdesX truikumg turinti mutantiné padermé, turinti
PEAQ74 vektoriy, neparodé reikSmingo aktyvavimo nei siringo, nei vanilino rigstims; tac¢iau
absoliu¢ios normalizuotos fluorescencijos vertés isliko padidéjusios, mazdaug 5000 A.U. Sie
rezultatai patvirtino, kad TF desX veikia kaip represorius, kontroliuojantis desA geno raiska,
papildydamas Araki ir kt. pateiktus rezultatus (Araki, Tanatani, et al. 2020). Pateiktame tyrime
taip pat buvo nustatyta desA promotoriaus vieta, tac¢iau desX promotoriaus regionas dar nebuvo
nenustatytas. Misy tyrimas parodé, kad pEA072 konstrukcija, kurioje yra PsLg_24900 prie$ desX,

buvo indukuota syringo ir vanilinpo rtugstimis, tiek laukinio tipo, tiek desX neturinCiose



mutantinése padermése. Sie rezultatai patvirtino, kad tarpgeninis regionas prie§ SLG_24900
yra desX promotorius.

Be to, 4desX neturintis mutantas, turintis plazmide pEA072, neindukuotame méginyje
parodé 1,5 karto didesne absoliucigja normalizuotg fluorescencijg nei tas pats konstruktas
laukinio tipo kamiene (1C ir D pav.). Sphingobium sp. SYK-6 laukinio tipo kamienas, turintis
plazmide pEAQ72, turi dvi desX TF kopijas, vieng esancig genominéje DNR, o kitag —-pEAQ72
plazmidéje. Dviejy desX kopijy buvimas gali sustiprinti desA represija. Be to, Sphingobium sp.
SYK-6, turintis plazmid¢ pEA072, parodé RFP sintezes padidéjima iki 137,7 ir 68,2 karto, o
AdesX mutantas — atitinkamai 37,0 ir 15,5 karto praéjus 6 val. po papildymo 5 mM siringo ir
vanilo rogstimis (1C ir D pav.). Pazymétina, kad E. coli lgstelés, turinios reportering
konstrukcijg su SpDesX/PsLc 25010 sistema, neparodé reikSmingo fluorescencijos padidéjimo
esant siringo arba vanilo rtugstims. Tai rodo, kad Sios indukuojamos sistemos aktyvavimui E.
coli reikalingas papildomas, Sphingobium sp. SYK-6 kilmés faktorius. Pavyzdziui,
struktiiriniai skirtumai tarp E. coli ir Sphingobium sp. SYK-6 RNR polimerazés holofermenty,
iskaitant sigma faktorius, gali lemti neefektyvy Ps.g 25010 promotoriaus atpazinimg ir sutrikusig

transkripcijos inicijavimg E. coli (Browning and Busby 2016).

3.2 Fluorescencinio reporterinio geno integravimas j Sphingobium sp. SYK-6 genoma

siringo rugsties aptikimui

Norint sukurti visos Igstelés biojuntikli siringo riigSties aptikimui, homologinés
rekombinacijos biidu pasroviui nuo desA geno j Sphingobium sp. SYK-6 lasteles buvo jvestas
pBRC1 plazmidéje esantis (Augustiniene and Malys 2022, Hanko, Minton and Malys 2017)
RFP koduojantis genas (2A pav.). Gautas biojutiklis, pavadintas Sphingobium sp. SYK-6-rfp,
buvo jvertintas pagal atsaka ] siringo ir vanilo riigStis. Logaritmiskai auganciy lasteliy RFP
fluorescencijos iSeiga Wx-SEMP terpéje buvo matuojama praéjus 8 val. po 5 mM induktoriaus
papildymo. Sphingobium sp. SYK-6-rfp parodé atitinkamai 13 ir 10 karty didesng
fluorescencijg esant siringo ir vanilo rigstis (2B pav.).

Siekiant dar labiau iSaiSkinti TR DesX vaidmenj kontroliuojant geny raiska, desX genas
buvo pasalintas Sphingobium sp. SYK-6-rfp kamiene (2A pav.). Gautas Sphingobium sp. SYK-
6-rfpAdesX kamienas neindukuojan¢iomis sglygomis parodé 55 kartus didesne fluorescencija,
palyginti su Sphingobium sp. SYK-6-rfp paderme (2B pav.). Sie rezultatai papildo auks¢iau ir
(Araki, Tanatani, et al. 2020) straipsnyje pateiktus duomenis, patvirtindami, kad DesX veikia
kaip transkripcijos represorius ir kad nuo DesX priklausoma geny raiska yra aktyvuojama esant

arba siringo, arba vanilo rtigsciai.



3.3 Sphingobium sp. SYK-6 pagrindu sukurto biojutiklio tobulinimas ir jvertinimas

Siekiant nustatyti, ar Sphingobium sp. SYK-6-rfp biojutiklj galima patobulinti iStrynus
desA geng, buvo sukonstruotas kamienas, turintis rfp reporterj ir neturinti $io geno, biojutiklis
pavadintas Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdes4A (3A pav.). Sphingobium sp. SYK-6-rfp
biojutikljo sekvenavimo rezultatai patvirtino, desA geno delecija (5 pav.). Biojutikliai
Sphingobium sp. SYK-6-rfp ir Sphingobium sp. SYK-6-rfpA4desA fluorescencijos matavimai
atlikti Wx-SEMP terpéje, papildytoje siringo ir vanilino riig§timis. Absoliu¢ios normalizuotos
fluorescencijos vertés parodé padidéjimg nuo 13 iki 17 karty (3B, E ir G pav.) su Sphingobium
sp. SYK-6-rfpAdesA, lyginant su Sphingobium sp. SYK-6-rfp, praéjus 8 val. po siringo riigsties
prid¢jimo iki 5 mM galutinés koncentracijos. Taip pat pastebétas dinaminiy diapazony
padidéjimas nuo 9 iki 12 karty (1 lentelé). Tuo tarpu desA delecija nepadidino biojutiklio atsako
1 vanilino riig8ti nei indukcijos karty (3B pav.), nei dinaminio diapazono (1 lentel¢).

Dozés ir atsako santykis tarp uzlasteliniu biidu pridétos siringo arba vanilino riigsties
koncentracijos ir fluorescencijos i$vesties buvo tiriamas naudojant abu biojutiklius —
Sphingobium sp. SYK-6-rfp ir Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA (3C ir D pav.). Sphingobium
sp. SYK-6-rfpAdesA parodé 22 kartus mazesng Km vert¢ su siringo ragstimi, lyginant su
Sphingobium sp. SYK-6-rfp, bet abu biojutikliai parodé panasias Km vertes su vanilino
ragstimi (1 lentelé, 3C ir D pav.). Sphingobium sp. SYK-6-rfp dozés ir atsako kreivé parodé,
kad geny raiska gali buti stebima nuo 39 puM iki S mM diapazone, reaguojant  siringo ragstj.
Palyginimui, Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis pasizyméjo veikimo diapazonu
esant Zymiai mazesnéms koncentracijoms — nuo 2,4 uM iki 0,625 mM. Be to, desA iStrynimas
sukelé nedidelj, bet iSmatuojamg veikimo diapazono poslinkj, sumazindamas ji nuo 0,625-5
mM iki 0,3125-2,5 mM, naudojant vanilino rtigstj (1 lentelé, 3D pav.). Sis veikimo diapazono
sumazéjimas greiCiausiai susijes su tuo, kad vanilino ragstis, veikia kaip DesA substratas
(Masai, Katayama ir Fukuda 2007, Abe, et al. 2005).

Augimo kreivés parodé, kad Sphingobium sp. SYK-6-rfp rodo padidéjusj augima
pridéjus ir siringo, ir vanilino riigsties (3F pav.). Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis
parodé panasy augimg kaip ir Sphingobium sp. SYK-6-rfp, esant vanilino riigséiai, taciau
siringo ragsties pridéjimas augimo nepagerino, jis isliko panasus j kontrolinj (3H pav.). Sie
rezultatai rodo, kad desA geno iStrynimas panaikino siringo rigsties skaidyma (3H pav.) ir 1émé
siringato kaupimasi lgstelése, o tai greiCiausiai lémée padidéjusig geny raiSkos derepresijg dél

efektyvesnio DesX iSskyrimo i§ genominés DNR (3G pav.).



3.4 Fenoliniy junginiy metabolizmo Sphingobium sp. SYK-6 ifaiSkinimas,

parametrizuojant Sphingobium sp. SYK-6 pagrindu veikiantj viso l1astelés biojutiklj

Sphingobium sp. SYK-6 gali paversti ferulatg vanilatu, naudodamas ferA ir ferB genus,
kurie koduoja atitinkamai feruloil-KoA sintetazés ir feruloil-KoA hidratazés/liazés fermentus
(5A pav.) (Masai, Harada, et al. 2002). Mes iskéléme hipotezg, kad ferAB koduojantys
fermentai taip pat gali paversti sinapatg siringatu, kaip aprasyta N. aromaticivorans DSM12444
(Cecil, et al. 2018) (4A pav.). Feruloil-CoA sintetazés aktyvumas ferulato, kaip substrato,
atzvilgiu anks¢iau buvo parodytas (Masai, Harada, et al. 2002, Kasali, et al. 2012), taciau
sinapato skaidymo tarpinis produktas Sphingobium sp. SYK-6 iki Siol nebuvo patvirtintas ar
apraSytas. Mes samprotavome, kad Siame darbe sukurtas biojutiklis galéty biiti naudojamas
vanilato ir siringato skaidymo taky metabolitams, jskaitant vaniling ir siringaldehida, aptikti ir
kiekybiskai jvertinti.

Siame darbe buvo isbandytas Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis su
skirtingomis sinapo ir siringo riig§¢iy koncentracijomis nuo 0 iki 0,3125 mM ir ferulo bei
vanilo rigstimis nuo 0 iki 5 mM. 4B paveiksle ir 2 lenteléje pateiktos dozés ir atsako kreivés
bei atitinkami biojutiklio parametrai, i§matuoti praéjus 8 valandoms po atitinkamy fenoliniy
ragséiy pridéjimo. Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis parodé kelis kartus didesnj
dinaminj diapazong su sinapatu ir siringatu nei su ferulatu ir vanilatu. Biojutiklio dozés ir
atsako kreivés parodé atsako diapazong atitinkamai nuo 0,078 iki 5 mM ir nuo 0,3125 iki 2,5
mM su ferulatu ir vanilatu, o sinapatui ir sirigatui atsakas buvo stebimas atitinkamai nuo 9,7
iki 78 pumol ir nuo 2,4 iki 78 umol. Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis gali aptikti
umol lygio sinapo ir siringo riig8¢iy koncentracijas ir pademonstravo Km vertes, atitinkamai
lygias 9,7 ir 2,4 umol. 4C pav. parodyta, kad Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis rodo
1,22 pmol siringo rtigsties aptikimo riba.

Sis biojutiklis taip pat buvo i$bandytas su sinapato ir ferulato katabolizmo tarpiniais
produktais — siringaldehidu ir vanilinu (4D pav.). RFP fluorescencijos i§vestis parodé, kad
siringaldehidas ir vanilinas atitinkamai paver¢iami siringatu ir vanilatu, tarpininkaujant 8 ir 2
kartus aktyvinant reporterio geno ekspresija. Véliau indukcijos kinetika (4E-J pav.), indukcijos
pasikartojimas (4D pav.) ir dozés ir atsako duomenys (4B pav.), kartu su kelio analize ir
ankstesnémis ataskaitomis, rodo, kad sinapatas SYK-6 yra paverCiamas siringatu per
siringaldehidg kaip tarpinj produkta. Nors Siame tyrime siringaldehidas nebuvo tiesiogiai
aptiktas, jo, kaip tarpinio produkto sinapato katabolizme bakterijose, vaidmuo jau buvo

anksc¢iau aprasytas (Cecil, et al. 2018, Kamimura, Goto, et al. 2017). Pazymétina, kad



biojutiklis parodé pana$ius indukcijos lygius (1000-2000 vienety), reaguodamas | sinapatg,

siringadehidg ir siringatg, o tai dar labiau patvirtina jy nuosekly rysj skaidymo kelyje.

Organinés anglies Saltiniy panaudojimas ir pirmenybé teikiama jy pasisavinimui buvo
iSsamiai tirti tokiuose modeliniuose mikroorganizmuose kaip E. coli (Fox and Prather 2020),
B. subtilis (Stulke 2000), P. aeruginosa ir P. putida (Park, et al. 2020). Pavyzdziui, anglies
kataboliné represijos analizés parodé, kad E. coli ir B. subtilis pirmiausia katabolizuoja
gliukoze, o P. aeruginosa ir P. putida — organines riigstis ir aminortgstis (Fox and Prather
2020, Stulke 2000, Park, et al. 2020). Nors zinoma, kad Sphingobium sp. SYK-6 kaip anglies
Saltinius naudoja fenolio rugstis (Kamimura, Takahashi, et al. 2017), informacija apie jos
pirmenybe teikianciy skirtingy fenolio rtigsciy pasisavinimg lieka ribota. Ankstesné srauto
analizé parodé, kad Sphingobium sp. SYK-6 pirmenybe teikia fenolio junginiams, tokiems kaip
vanilino roigstis arba vanilinas, palyginti su kitais organiniais substratais (Varman, et al. 2016),
taciau iSsamesnés informacijos apie §] metabolinj pasirinkimg lieka nedaug.

Mes iskéléme hipoteze, kad Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA biojutiklis gali bati
naudojamas tiriant preferencing fenoliniy junginiy pasisavinimo strategija Sphingobium sp.
SYK-6 lastelése. Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA buvo auginamos su skirtingomis
fenolinémis riigstimis ir jy misiniais Wx-SEMP terpéje, o RFP fluorescencijos ir absorbcijos
1Svestys buvo nustatytos laikui bégant (4E—J pav.). Absoliuc¢ios normalizuotos fluorescencijos
kreives parodé reikSmingg fluorescencijos sumaz¢jimg meéginiuose, kuriuose buvo siringato ir
vanilato arba sinapato ir ferulato misiniai, palyginti su méginiais, kuriuose buvo tik siringatas
arba sinapatas (4E ir F pav.). Be to, fluorescencija buvo mazdaug 500 vienety mazesné po 8
valandy, kai j terpe buvo jdéta siringato ir protokatechuato misinio, palyginti su vien tik
siringatu (4G pav.). Augimo kreivés rodé padidéjusj bakterijy augimg terpése, papildytose
vanilatu, ferulatu arba protokatechuta, o tai rodo, kad $ie substratai labiau pasisavinami nei
siringatas ir sinapatas (4H-J pav.). Be to, duomenys taip pat rodo, kad vanilatas ir siringatas
konkuruoja dél prisijungimo prie DesX. Sis stebéjimas atitinka Araki ir kt. i§vadas, kurie
parodé¢, kad DesX atpazjsta ir vanilata, ir siringatg kaip efektorines molekules, pasizymincias
didesniu afinitetu siringato rtigsciai nei vanilino riig§ciai (Araki, Tanatani, et al. 2020), Sia
tendencijg patvirtina ir misy rezultatai (3B pav.).

Iki Siol Sphingobium sp. SYK-6 apibtdinti tik keli transporteriai, dalyvaujantys
fenoliniy ragséiy jsisavinime (Fujita, et al. 2021, Mori, Kamimura and Masai 2018).
Protokatechuato transporterio genas pcaK gali pernesti protokatechuata, vanilata, siringatg, 4-

hidroksibenzoata ir 3-hidroksibenzoatg. Be to, §is tyrimas parod¢, kad protokatechuatas slopina



pcaK transporterio ekspresija, o vanilato transporterio geno ekspresija yra indukuojama
vanilato katabolizmo metu (Mori, Kamimura and Masai 2018). Sie rezultatai rodo, kad vanilino
rugsties jsisavinime gali dalyvauti kiti transporteriai, nors tokie transporteriai dar nebuvo
apibudinti Sphingobium sp. SYK-6 (Fujita, et al. 2021). Be to, Mori ir kt. tyrimas parodé, kad
protokatechuato buvimas terpé€je sumazina vanilato ir siringato jsisavinimg. Panasiai nustatyta,
kad terpéje esantis vanilatas sumazina tiek siringato, tick protokatechuato (Mori, Kamimura
and Masai 2018) pasisavinimg. Misy rezultatai atitinka Siuos rezultatus: su siringatu stebétas
fluorescencijos signalas sumaz¢jo, kai buvo pridétas siringato ir vanilato misinys (4E pav.). Be
to, su miSiniu stebétas augimo profilis buvo panasus j ta, kuris buvo stebimas su vien vanilino
rigstimi, o tai rodo, kad vanilatas gali trukdyti siringato riigSties pasisavinimui (4H pav.).
Kadangi duomenys apie hidroksicinamono rigsc¢iy pasisavinimg lieka nei§samis, Siame tyrime
sukurtas biojutiklis galéty bati naudojamas pasisavinimo trukdziams matuoti arba fenoliniy
junginiy pernasos hierarchijai nustatyti.
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5 pav. Sphingobium sp. SYK-6-rfpA4desA biojutiklio sekvenavimo rezultatai.

4. ISvados

Visy lgsteliy biojutikliai sitilo perspektyvias priemones fenolio rags$ciy pasisavinimui
lastelése stebéti. Susieje transkripcijos atsako elementg su reporteriniu genu, tokie biojutikliai
paveréia fenolio junginiy kaupimasi lastelése j kiekybiskai jvertinama rezultatg. Siame tyrime

pademonstravome ,,Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA* biojutiklj, skirtg siringatui ir vanilatui,



konstrukcija, kuris taip pat gali biiti naudojamas jy prieSsrovinio kelio metabolitams, tokiems
kaip sinapatas ir ferulatas, aptikti (5 pav.). Masy Ziniomis, genetiSkai uzkoduotas siringo
rugsties biojutiklis dar néra sukurtas. Miisy biojutiklis suteikia nauja ir patikima platforma
siringo riigsciai — pagrindiniam lignino kilmés junginiui — aptikti, kuri gali buti vertinga
priemoné pramoniniam pritaikymui. Svarbu tai, kad ,,Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA*
biojutiklis aptinka platesnj substraty spektrg, padidindamas jo potencialy naudingumg stebint
jvairius tarpinius produktus lignino ir aromatiniy junginiy skaidymo keliuose. Sis biojutiklis
leidzia analizuoti hidroksicinamoniniy riig§¢iy jsisavinima, jskaitant interferencinius efektus ir
substraty hierarchijg tarp fenoliniy junginiy. Be to, Sphingobium sp. SYK-6-rfpAdesA gali biiti
naudojama kaip platforma kuriant labiau specializuotas biojutikliy versijas, iStrinant genus,
dalyvaujancius prieSsrovinio kelio tarpiniy junginiy formavime.

Siame darbe buvo patvirtinta, kad sfingomonady grupés bakterijos gali biti genetiskai
modifikuotos stabiliai ekspresuoti fluorescuojantj baltyma, o pasirinkty promotoriy pagalba
imanoma sukurti biojutikling sistema, jautriai reaguojancig i aromatinius terSalus. Sukurtos
konstruotos bakterijos demonstravo tiek gebéjima nustatyti tikslinius junginius fluorescencijos
poky¢iais, tiek iSlaiké bioremediacinius gebéjimus, nepazeidziant augimo ar metabolinio
aktyvumo. Gauti rezultatai pagrindzia $io metodo potencialg kurti pazangias mikrobinés

bioremediacijos sistemas, pritaikomas aplinkos tarSos monitoringui ir Salinimui.
Rezultaty panaudojamumas:

Gauti rezultatai naudoti rengiant publikacija pavadinimu ,,Integration of the fluorescent
reporter into Sphingobium sp. SYK-6 genome enables development of biosensor for detection
of syringic acid”, kuris §iuo metu yra jteiktas j ACS Synthetic Biology (Q1 IF 3.9) zurnala.

Patikrinta ir pasitvirtinusi mokslin¢ idéja prisidés prie planuojamy rengti moksliniy
projekty paraiSky, jskaitant paraiSkas dalyvavimui Europos Sajungos moksliniy tyrimy ir
inovacijy programos ,,Europos horizontas* kvietimuose.

Gauti rezultatai taip pat turi reik§mingg pritaikomaja verte biotechnologijose ir
biojutikliy ktrime. Sukurtas metodas, leidzia jterpti ir fluorescuojantj baltyma sfingomonady

grupés bakterijose, atveria kelig pla¢iam taikymui:

1. Aplinkos tarSos monitoringui;
2. Bioremediacijos procesy optimizavimui;

3. Modulinés biosintetinés platformos kiirimui.
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