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Santrumpos
ICTV — Tarptautinis virusy taksonomijos (nomenklattiros) komitetas
LPS — lipopolisacharidai
VgDNR — viengrandé DNR (deoksiribonukleartigsties) molekulé
VJRNR — viengrandé¢ RNR (ribonukleortigsties) molekulé
dgRNR — dvigrandé RNR (ribonukleortgsties) molekulé
gDNR — genomin¢ bakteriofagy DNR
16S rRNR — 16S (S — Svedbergo vienetai) ribosominé ribonukleurtigstis

CRISPR - taisyklingai pertraukti trumpi susitelke palindrominiai pasikartojimai (angl. Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

kb - kilobazé

UV — ultravioletiné spinduliuoté

Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis
EDTA — etilendiamintetraacto riigStis

PBS — fagy praskiedimo buferinis tirpalas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

aps. — apsisukimai

a.r — aminorugstys

LB — mitybiné terpé (angl. Luria-Bertani medium)

NCBI — nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National Center for
Biotechnology Information)

OD - optinis tankis (angl. optical density)

PFU — infekcinj centrg formuojantis vienetas (angl. plaque-forming unit)

mL — mililitras

CpG - citozinas, po kurio seka guaninas (angl. cytosine proceeded by guanine)

Dam / dcm — DNR adenino metiltransferazé arba DNR adenino metilinimas / citozino metilinimas

BLASTN — lokalaus nukleortigs¢iy sugretinimo paieskos jrankis (angl. basic local nucleotide
alignment search tool)

BLASTp — lokalaus baltymy sugretinimo paieSkos jrankis (angl. basic local protein alignment
search tool)

CPS / K antigenas — bakterijy kapsulés polisacharidai
EPS — bakterijos egzopolisacaharidai
O antigenas — glikano polimeras, esantis lipopolisacharidy sudétyje



IVADAS

Bakterijas uzkrecCiantys virusai vadinami bakteriofagais. Bakteriofagai yra skaitlingiausia
ir labiausiai paplitusi virusy grupé biosferoje (Harada, Silva et al. 2018). Naujausi metagenomikos
tyrimai rodo, jog 99% zeméje egzistuojanciy bakteriofagy yra neistirti, todél tiikstanciai naujai
izoliuoty bakteriofagy genomy neturi aptinkamos homologijos su Siuo metu duomeny bazése
pateiktais virusais (Gregory, Zayed et al. 2019). Daugelis $iuo metu zinomy bakteriofagy priklauso
uodeguotyjy fagy biriui — Caudovirales (Barylski, Enault et al. 2020). Siam biiriui, remiantis fagy
uodegélés morfologija, priskiriama bent 10 Seimy, i$ kuriy viena — Myoviridae, kurios atstovams
budingos ilgos, susitraukianios uodegélés (Adriaenssens, Sullivan et al. 2020), Siuo metu
Myoviridae Seimai priskiriama apie 17% identifikuoty uodeguotyjy bakteriofagy (Dion, Oechslin
et al. 2020).

Naujy miovirusy paieskos ir charakterizavimo svarbg rodo didéjantis patogenisky bakterijy
atsparumas antibiotikams, skatinantis ieskoti naujy antimikrobiniy medziagy. Miovirusai yra
potencialtis kandidatai naujy antimikrobiniy baltymy (pvz. endoliziny) paieskai (Matamp and Bhat
2020). Miovirusai dél savo grieztai virulentisko vystymosi ciklo bei didelio atsparumo jvairiems
aplinkos veiksniams galéty bati naudojami bakteriofagy terapijoje, zemés tkyje bei maisto
pramonéje (Kornienko, Kuptsov et al. 2020). Bakteriofagy pritaikyma Siose srityse i$§ dalies riboja
Siuolaikiniuose tyrimuose skiriamas santykinai didesnis démesys fagy genominei analizei, kuri
suteikia daugiau Ziniy apie bakteriofagy geneting jvairove bei filogenetinius rySius ir leidzia ieskoti
naujy fermenty, naudojamy biotechnologijose (Jurczak-Kurek, Gasior et al. 2016). Vis délto,
siekiant panaudoti bakteriofagus maisto pramonéje, zemés tikyje bei medicinoje reikéty jvertinti ir
aplinkos veiksnius, kurie gali turéti jtakos bakteriofagy stabilumui bei infekuojamos Igstelés
fiziologinei biiklei, nes abiotiniy veiksniy svyravimai gali sumazinti viruso infekcijos efektyvumag
(Fister, Robben et al. 2016). D¢l $ios priezasties aprasant naujus bakteriofagus rekomenduojama
atlikti issamesng¢ fiziocheminiy rodikliy analize¢ (Jurczak-Kurek, Gasior et al. 2016). Fiziocheminiy
veiksniy poveikio tyrimai leisty iSsamiau istirti bakteriofagy stabilumo ir infektyvumo rodiklius
atkuriant ribines bakteriofagy vystymosi salygas (Ali¢, Nagli¢ et al. 2017). Bakteriofagy-bakterijy
tarpusavio sgveikos tyrimai, kurie atliekami atsizvelgiant j galimus aplinkos salygy pokycius, gali
biiti naudingi ne tik plétojant bakteriofagy terapija, taciau siekiant sustabdyti patogenisky bakterijy
protriikius, prognozuojant bakterijy-virusy koevoliucijos kryptj bei nustatant bakteriofagy sukelty

infekcijy jtakg ekologiniams ciklams bei klimato kaitai (Surgucheva, Filippova et al. 2019).



Magistrinio darbo tikslas: istirti naujai izoliuoty Myoviridae Seimos virusy fiziochemines bei

genetines savybes.

Magistrinio darbo uzdaviniai:

1. Atlikti depolimerazinio aktyvumo bakteriofaguose analize;
2. Atlikti i§samig bakteriofagy infektyvumo rodikliy analizg;

3. Isaiskinti galimas bakteriofagy genomo modifikacijas panaudojant restrikcine fagy genominés

DNR analizg;

4. Istirti naujai izoliuoty fagy genomy seky gimininguma duomeny bazése esantiems virusams.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Bakteriofagy jvairovés tyrimai, reik§mé ir panaudojimas

Bakteriofagai, arba bakterijy virusai, sudaro gausiausig organizmy grup¢ Zzeméje (VIassov,
Tikunova et al. 2020). Daugelis Siuo mety zinomy fagy (>85%), turin¢iy ikosaedring galvutg bei
dgDNR molekulg, priklauso uodeguotyjy fagy biriui Caudovirales (Dion, Oechslin et al. 2020).
Remiantis naujausiais ICTV duomenimis, Caudovirales bariui priskiriama bent 10 Seimy, taciau
Siuo metu i$samiausiai istirtos 3 uodeguotyjy fagy Seimos: Siphoviridae (ilgos, nesusitraukiancios
uodegelés), Myoviridae (ilgos, susitraukiancios uodegelés) ir Podoviridae (trumpos uodegélés)
(Adriaenssens, Sullivan et al. 2020). Naujausi tyrimai rodo, jog vandenyno biomuose taip pat gausu
ir filamentiniy (Inoviridae), pleomorfiniy (Plasmaviridae) bei diaugiasieniy (Microviridae,
Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae ir Cystoviridae) bakteriofagy, kuriy genomai sudaryti is

vgDNR, vgRNR bei dgRNR molekuliy (Dion, Oechslin et al. 2020).

dgDNR

Soneguoticliiaga Tektivirusas ir

Miovirusas Podovirusas  Sifovirusas  kortikovirusas
(T4) (T7) (%)

(PRD1, PM2)

Membraninis
apvalkalélis
Plazmavirusas
(L2)
I
Membrana
vgDNR dgRNR vgRNR
Mikrovirusas  Inovirusas Cistovirusas Levivirusas
0X174 (M13y (phi6) (MS2)
g = (
D 2 g k J

1 pav. Bakteriofagy morfologiné bei genominé jvairové (Ofir and Sorek 2018).

Bakteriofagai pasiZzymi didele genetine jvairove bei sudétingais, fagy genomo
mozaikiSkumo nulemtais, tarpusavio evoliuciniais rysSiais, kuriy analizavimui negali biti
pasitelkiami standartiniai filogenetikos principai (Dion, Oechslin et al. 2020). Bakteriofagai
nepasizymi universaliais geny Zymekliais, analogiskais 16S rRNR genams bakterijose (LOpez-

Pérez, Haro-Moreno et al. 2017).

Pastaryjy mety metagenomikos tyrimai rodo, jog tiikstanciai naujai atrasty bakteriofagy
genomy seky neturi aptinkamos homologijos su duomeny bazése pateiktais virusais (Gregory,
Zayed et al. 2019). Sie rezulatai rodo, jog pagauséje bakteriofagy genomo seky nustatymo tyrimai

yra ribojami mazo kiekio virusy genomy, kurie $iuo metu pateikti duomeny bazése (Hurwitz,
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Ponsero et al. 2018). Mazdaug 60-99% naujai izoliuoty bakteriofagy genomo seky neturi
atitikmeny duomeny bazése nei aminortigsciy, nei nukleorig§éiy lygyje (Casey, Coffey et al.
2017). Nuo bakterijy kulttros nepriklausomi metagenominiai tyrimai su bakteriofagais nors ir
leidzia istirti labai dideles bakteriofagy populiacijas, taciau fagus bei jy genomus rekomenduojama

i8tirti jvairias metodais (1 lentelé) (Hurwitz, Ponsero et al. 2018).

1 lentelé. Bakteriofagy genomy analizés budai pagal (Hurwitz, Ponsero et al. 2018) ir (Dion,

Oechslin et al. 2020).

metagenomika

dirvoZemio,
zarnyno meginys
i§skiriant didelj

sekos, todél iSsamiau
tiriami | bakterijy
genoma Jsiterpe virusai.

Bakteriofagy | Metodo principas Metodo privalumai Metodo trikumai
genomy
analizés budai
Bakterijy DNR i$skiriama i§ | Aptinkamos profago Profaginés sekos gali turéti
genomo kultivuojamy sekos, todé¢l iSsamiau netiping G + C
tyrimai bakterijy ir tiriami ] bakterijy kompozicijg. Profago
analizuojama genoma jsiterpe paieskai gali prireikti i§
ieSkant profaginiy bakteriofagai. anksto nustatyty atviro
seky. skaitymo rémeliy.
Profaginiy seky aptikimo
programos néra tinkamos
metagenominei analizei.
Didelis kiekis bakterijy yra
nekultivuojamos.
Bakterijy Tiriamas vandens, Aptinkamos profaginés Profago paieskai gali

prireikti 1§ anksto
nustatyty bent 3 atviro
skaitymo rémeliy.

analizuojant pilng
viruso genomg arba
atsitiktines genomo
sekas.

izoliavimas leidzia atlikti
i§samesnius genetiniy,
biocheminiy savybiy
tyrimus, kurie prisideda
prie metagenomikos
tyrimy. Nustatomas
bakteriofagy
infekuojamy Seimininky
spektras.

kiekj bakterines Gali buti analizuojami Trumpesniy bakteriofagy
DNR, kurioje nekultivuojamy bakterijy | genomy seky lyginimas su
ieSkoma profaginiy | genomai. Zinomais virusais daznai
seky. nerodo jokios
homologijos.
Vieno viruso | DNR isskiriama i§ | Galimi vieno Trumpesniy bakteriofagy
genomo vieno bakterijose bakteriofago genomy seky lyginimas su
pagausinimo | pagausinto mikrojvairovés tyrimai. Zinomais virusais daznai
tyrimai bakteriofago, Pavieniy bakteriofagy nerodo jokios

homologijos. Didelis
kiekis bakterijy iSlieka
nekultivuojamos, todél
sudétinga pagausinti
virusus.




Virusy DNR isskiriama i§ | Suteikia labai iSsamig Analizei reikalingi ilgi
metagenomika | didelio kiekio kiekybine genomy genomo fragmentai.
(viriomas) virusy, surinkty i§ analize, todél leidzia tirti | Trumpesniy bakteriofagy
dirvozemio, fagy genotipy jvairove, genomy seky lyginimas su
vandens, zarnyno replikacijos zinomais virusais daznai
méginiy. mechanizmus, parodo nerodo jokios
Analizuojami bakteriofagy gausumag homologijos.
bakteriofagy skirtingose populiacijose.
genomai.

Manoma, jog bakteriofagy jvairovés tyrimus galéty pagerinti metagenomikos, pavieniy
virusy genomikos bei nuo bakterijy kultiiros priklausomy tyrimy su bakteriofagais tarpusavio
sujungimas (Dion, Oechslin et al. 2020). Metagenominiai tyrimai $iuo metu leidzia greitai
apibudinti labai didelj bakteriofagy skaiéiy, atskleidziant Siy virusy geneting jvairove bei gausumg
skirtingose populiacijose (Olsen, Forero-Junco et al. 2020). Vieno viruso genomika leidzia atlikti
pavieniy virusy genomo sekoskaita, todél, daugéjant duomeny apie genetinj heterogeniskuma
vienoje virusy populiacijoje, gali buti palengvinamas bakteriofagy genomy surinkimas
metagenominiuose tyrimuose (Imamovic, Ballesté et al. 2016). Nuo bakterijy kultiiros priklausomi
metodai leidZia izoliuoti virusus bei atlikti iSsamesnius genetinius, biocheminius ir fiziocheminius
tyrimus, kuriy mety gauti rezultatai reikSmingai prisideda prie bakteriofagy praktinio panaudojimo
fagy terapijoje, biotechnologijose bei Zemés tkyje (Jurczak-Kurek, Gasior et al. 2016). Nuo
bakterijy kultiros priklausomi tyrimai su fagais leido atrasti Siuo metu mokslinése laboratorijose
naudojamas genomo redagavimo bei hidrolizés priemones, pvz. restrikcijos endonukleazes ir

CRISPR-Cas sistemos baltymus (Rauch, Silvis et al. 2017).

Bakteriofagai ir i$ jy pagaminti produktai taip pat vis dazniau naudojami Zemés tikio, maisto
pramonés bei aplinkosaugos sektoriuose (Servick 2016). Bakteriofagus bei jy koduojamus
baltymus siekiama pritaikyti kovai prie§ patogeniskas bakterijy rusis, pvz. Agrobacterium sp,
Erwinia amylovoram Listeria sp ar Legionella sp, kurios sukelia jvairias augaly bei gyviiny ligas

(Vandamme and Mortelmans 2019).

Bakteriofagy aptinkama kiekviename bakterijy turiniame organizme ir visuose sausumos
bei vandenyno biomuose (Nigro, Jungbluth et al. 2017). Vandenyny ekosistemose dél bakterijoms
sukeliamos Zities fagai yra laikomi svarbiais ekologiniy cikly (pvz. fosforo, azoto, anglies ciklo)
dalyviais (WM Hassan, Abd-EINaby et al. 2020). Bakteriofagai j Seimininko Igsteles geba jterpti
pagalbinius metabolizmo genus AMG (angl. auxiliary metabolic genes), kurie nulemia glikolizés,

aminorigCiy sintezés, pentoziy fostato ciklo bei kity biocheminiy reakcijy greitj (Hurwitz and
10



U’Ren 2016). Vadinasi, bakteriofagy sukeliamos infekcijos ne tik kontroliuoja bakteriniy
populiacijy dydj, taciau taip pat paveikia jy metabolizma bei fiziologija, tokiu biidu nulemdamos

ir prokarioty evoliucijos kryptj (Vandamme and Mortelmans 2019).

Nepaisant fagy reikSmés ekosistemoms bei milZiniS8ko Siy viruso biotechnologinio bei
medicininio potencialio, bakteriofagy jvairové bei $iy virusy panaudojimo galimybés §iuo metu yra
nepakankamai istirtos. (Vandamme and Mortelmans 2019). Skai¢iuojama, jog bakteriofagy
biosferoje galéty biiti randama apie 10%, ta¢iau $iuo metu duomeny bazése publikuota tik virs
10000 bakteriofagy genomy, su kuriais yra lyginami naujai izoliuoti bakteriofagai (Olsen, Forero-
Junco et al. 2020). Kita vertus, tarptautinis virusy virusy nomenklatiiros komitetas (ICTV) nurodo,
jog Siuolaikiniuose tyrimuose su naujai izoliuotais bakteriofagais daznai jzvelgiamos
pasikartojanc¢ios fagy charakterizavimo problemos: neaprasomas fagy vystymosi ciklas,
neatlickama i$samesné morfologiné bei fiziologiniy rodikliy analizé (Aziz, Ackermann et al.
2018). Atsizvelgiant | tai, jog bakteriofagai vis dazniau naudojami maisto pramonéje, zemés tikyje
ir medicinoje, svarbu iSsamiau istirti ne tik bakteriofagy genomo savybes, taciau ir jvairius aplinkos
veiksnius, kurie gali turéti jtakos bakteriofagy stabilumui ir infekcijos efektyvumui (Fister, Robben
et al. 2016).

1.2 Myoviridae Seimos virusai

Remiantis naujausiais Caudovirales buriui priklausané¢iy virusy tyrimais, Myoviridae virusy
Seimai priskiriama apie 17% identifikuoty uodeguotyjy bakteriofagy (Dion, Oechslin et al. 2020).
Myoviridae Seimai priklausanc¢iy bakteriofagy morfotipui biidingos ilgos, susitraukti gebancios ir
santykinai storos (80455 x 16-20 nm) uodegélés (2 pav.) (Veesler and Cambillau 2011).
Pastaryjy mety metagenomikos tyrimai rodo, jog miovirusy morfotipas budingas ir
Herelleviridae virusy $eimos atstovams, Kurie pasiZymi grieztai virulentisku gyvenimo ciklu ir
turi mazdaug 125-170 kb dydzio genomus (Barylski, Kropinski et al. 2020). Taigi, klasifikuojant
naujai izoliuotus miovirusus rekomenduojama remtis ne tik viruso morfotipu, tadiau ir

lyginamosios genomikos bei viso genomo analizés duomenimis (Barylski, Enault et al. 2020).
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Myoviridae

- Kaklas

Kaklo ataugélés

Uodegélés vamzdelis
ir apvalkalélis

Uodegeélé A
2,
L j‘f’f\% ¥ ]
§  R—ligosios ataugélés
Trumposios ataugélés
Baziné plokstele — Centrinés ataugélés arba
spygliukai

2 pav. Myoviridae seimai priklausanciy virusy morfologija (Nobrega, Vlot et al. 2018).

Miovirusy uodegélé yra prisitvirtinusi prie kapsidés bei bazinés plokstelés. Miovirusy
uodegélés turi susitraukti gebantj apvalkalélj, kuris palengvina Seimininko lgstelés pradiirima
infekcijos metu (Novéagek, Siborova et al. 2016). Uodegélés apatinéje dalyje yra baziné plokstelé,
prie kurios prisitvirtinusios Sesios ilgosios ir trumposios ataugélés (Francki, Fauquet et al. 2012).
Zinoma, jog saveika tarp miovirusy ilgyjy bei trumpyjy ataugéliy su bakterijos pavirsiuje esanéiais
receptoriais (pvz. LPS) skatina uodegélés susitraukima (Nobrega, Vlot et al. 2018). Miovirusams
budingos susitraukian¢ios uodegeélés yra laikomos sudétingiausiomis genomo perdavimo

struktliromis i§ visy bakteriofagy (Nobrega, Vlot et al. 2018).

Miovirusai infekuoja plataus spektro bakterijy risis, gyvenancias ir vandens (pvz.
cianobakterijos), ir sausumos ekosistemose, taip pat patogeniskas bakterijas, kurios siejamos su
jvairiomis zmogaus ir gyviny ligomis (pvz. patogeniski Escherichia coli, Pseudomonas, Shigella,
Klebsiella kamienai) (Simolitinas, Kaliniene et al. 2013). Miovirusai gali infekuoti ir gram-

teigiamas, ir gram-neigiamas bakterijy rasis (O'Flaherty, Coffey et al. 2004).

Pasitelkus kiekybine elektroning mikroskopija nustatyta, jog skirtinguose vandenyno
regionuose miovirusai yra santykinai gausiausia uodeguotyjy bakteriofagy grupé (Lopez-Pérez,
Haro-Moreno et al. 2017). Sausumos ekosistemose (pvz. arktiniame dirvoZzemyje) miovirusy
paplitimas priklauso nuo dirvozemio pH bei kity, Siphoviridae Seimai priklausanciy, bakteriofagy

kiekio (Adriaenssens, Kramer et al. 2017).
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1.2.1 Miovirusy paieskos ir charakterizavimo svarba

Tikimasi, jog per artimiausius kelerius metus smarkiai iSaugs bakteriofagy pagrindu
pagaminty produkty komercializacija, nes bakteriofagus siekiama panaudoti infekciniy ligy
gydymui bei antimikrobiniy medziagy kirimui maisto pramonéje (Gonzalez-Menendez, Fernandez
et al. 2018). Naujai izoliuotus bakteriofagus siekiama pritaikyti maiste esanciy patogeny kontrolei,
fermose esanciy zoonotiniy bakterijy skaiiaus mazinimui ir biopléveliy, susiformuojanciy ant

pramonés jrenginiy, suardymui (Gonzalez-Menendez, Fernandez et al. 2018).

Miovirusy paieskos ir charakterizavimo svarba rodo didéjantis patogenisky bakterijy
atsparumas antibiotikams, kuris skatina ieSkoti naujy antimikrobiniy medziagy. Nustatyta, jog
Myoviridae seimos virusy koduojami endolizinai (pvz. LysAm24, LysECD7, ir LysSi3) pasizymi
baktericidiniu poveikiu prie§ patogeniskus Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, ir Salmonella typhi kamienus (Antonova, Vasina et al.
2019). Miovirusai dél savo grieztai virulentisko vystymosi ciklo, kuris lemia aukstg bakterijy lizés
efektyvuma, gali biiti naudojami bakteriofagy terapijoje prie§ daugybinj atsparumg antibiotikams
turin¢ius Staphylococcus aureus kamienus (Kornienko, Kuptsov et al. 2020). Naujausi tyrimai
rodo, jog miovirusy koduojami baltymai geba suardyti patogenisky bakterijy (pvz. Vibrio
parahaemolyticus) formuojamas biopléveles (Matamp and Bhat 2020).

Naujai izoliuoty miovirusy charakterizavimas taip pat gali prisidéti prie virusy-bakterijy
koevoliucijos tyrimy, nes antagonistiné bakterijy-virusy koevoliucija yra pagrindinis Siy
organizmy geneting jvairove nulemiantis veiksnys, leidZiantis tiksliau nustatyti ne tik
mikroorganizmy kilme, taciau taip pat iSsamiau iStirti biojvairovés palaikymo mechanizmus
skirtingose ekosistemose (Svircev, Roach et al. 2018). Bakterijy koevoliucija su bakteriofagais
lemia svarbius fenotipo pokycius, susijusius su priesvirusiniy sistemy susiformavimu (Scanlan,
Hall et al. 2015). Nors zinomos daugiau nei 9 prie$virusinés sistemos, $iuo metu i§samiau istirtos
tik 3 prieSfaginés sistemos: restrikcijos endonukleaziy sistema, leidZiant hidrolizuoti bakteriofagy
genomg, CRISPR-Cas, leidzianti apsisaugoti nuo pakartotinés bakteriofago infekcijos, bei
nutrauktos infekcijos sistema Abi (angl. abortive infection system), leidZianti virusinés infekcijos
metu sukelti lgstelés zatj (Doron, Melamed et al. 2018). PrieSvirusinés sistemos nulemia
bakteriofagy genomo evoliucijos kryptj, todél tiriant naujai izoliuotus bakteriofagus
rekomenduojama jvertinti ne tik galimas bakterofagy genomo modifikacijas, ta¢iau iSsamiau istirti
bakteriofagy genomos sekas, nes fagai gali koduoti atsparumg antibiotikams suteikiancius genus

ar integracija j bakterijos chromosoma lemian¢ius genus (Colavecchio, Cadieux et al. 2017). Sios
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genomo savybés riboja bakteriofagy pritaikyma medicinoje, zemés iikyje bei biotechnologijose,

todél turi buti jvertintos eksperimentiskai (Svircev, Roach et al. 2018).

1.2.2 Myoviridae Seimos virusy genomai

Myoviridae Seimai priklausantys bakteriofagai apibiidinami kaip nesegmentuota, linijing
dgDNR turintys virusai (Accetto and Janez 2018). Lyginant su kitais uodeguotaisiais fagais,
Myoviridae Seimos virusams budingos didziausio skermens kapsidés. Dél Sios priezasties
miovirusy galvutése gali biiti talpinami didesni nei 200 kb dydzio genomai. Miovirusai, turintys
didesnius nei 200 kb dydzio genomus, formuoja atskirg bakteriofagy grupg, kuri vadinama jumbo
fagais (Hua, Huet et al. 2017). Siai virusy grupei priskiriamas G bakteriofagas, kurio kapsidés
diametras yra 180 nm, o genomo dydis siekia 626 kb, laikomas vienu didziausiu Myoviridae seimos
atstovu (Gonzalez, Monroe et al. 2020). Maziausias §iuo metu zinomas miovirusas ¢1402,
uzkreciantis Bdellovibrio bacteriovorus bakterijas turi 23 kb dydzio genoma (Ackermann, Krisch
et al. 2011). Bakteriofagai, lyginant su kitais organizmais, pasizymi didziausia genetine jvairove,
todél naujai izoliuoty miovirusy genomo tyrimai leidzia ieSkoti ne tik naujy geny, taciau taip pat ir
naujy fermenty, kurie galéty bati panaudojami biotechnologijose. Siuo metu daugelis mokslinése
laboratorijose naudojamy fermenty yra gauti i§ nedidelio kiekio kultivuojamy bakteriofagy, pvz.
T4, T7, A, ir ®29 (Schoenfeld, Liles et al. 2010). Tyrimai su Siais bakteriofagais leido geny
inzinerijoje panaudoti tokius fermentus kaip T4 DNR ligazé ar DNR polimerazé. Siuo metu
mokslininkai yra iStyre tik apie 1% bakteriofagy genomy, todé¢l naujai izoliuoti bakteriofagai turi
milZini§kg potenciala naujy fermenty paieSkai (Kropinski 2018). Metagenominiuose tyrimuose
dazniausiai analizuojamos geresnémis savybémis (pvz. didesniu termostabilumu) pasiZymincios
DNR ar RNR polimerazés, taciau naujy fermenty paieska neturéty apsiriboti tik su replikacija
susijusiais genais ar baltymais (Hayes, Mahony et al. 2017). Siuo metu siekiama itirti bei atrasti
daugiau baltymy, pvz. fagy koduojamy liziny, kurie galéty biiti panaudojami kaip antimikrobiniai
vaistai (Vazquez, Garcia et al. 2018). Miovirusai yra potencialiis kandidatai naujy liziny paieskai
(Antonova, Vasina et al. 2019).

1.2.3 Miovirusy fiziocheminés savybés

Myoviridae seimai priklausantys fagai, lyginat su sifovirusais ir podovirusais, yra jautresni
uzsaldymui ir osmosiniam Sokui (King, Lefkowitz et al. 2011). Uzsaldymo metu susidarg ledo
kristalai gali mechaniSkai pazeisti bakteriofagus (Ali¢, Nagli¢ et al. 2017). Naujesni tyrimai rodo,

jog kai kurie Myoviridae seimai priklausantys virusai gali bati visiS$kai atspariis osmosiniam Sokui
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(Jurczak-Kurek, Gasior et al. 2016). Miovirusai taip pat pasizymi dideliu jautrumu UV
spinduliuotei. Nustatyta, jog kai kurie miovirusai praranda gebéjimg infekuoti Igsteles, jei yra
veikiami UV spinduliuote 5-10 minuciy (Czajkowski, Ozymko et al. 2014). Lyginant su
Siphoviridae seimos bakteriofagais, miovirusai yra atsparesni ragstims (Brown, Ku et al. 2020).
Nors bakteriofagy stabilumo rodikliai skirtingose Caudovirales biirio Seimose yra labai skirtingi,
18 visy uodeguotyjy fagy miovirusai i$siskiria didZiausiu stabilumu ir atsparumu keiciantis aplinkos

saglygoms (Hassim, Lekota et al. 2020).

1.3 Fiziocheminiy savybiy tyrimy reik§mé

Skirtingi fiziniai ir cheminiai veiksniai, pvz. temperatiira, riigS§tingumas ir druskingumas
gali sukelti neigiamus pokycius viruso strukttrinése dalyse (pvz. galvutéje bei uodegéléje) ar
viruso genome, todél bakteriofagai gali prarasti gebé&jimg infekuoti Igstele Seimininke (Hussein, El-
Masry et al. 2019). Siy fiziocheminiy veiksniy poveikio tyrimai leisty i§samiau istirti bakteriofagy
stabilumo ir infektyvumo rodiklius kei¢iantis jvairioms aplinkos salygoms (Jurczak-Kurek, Gasior
et al. 2016). Eksperimentiskai patvirtinta, jog jvairiy abiotiniy veiksniy pokyc¢iai gali neigiamai
paveikti bakteriofagy gebéjimg absorbuotis prie bakterijy ir sukelti infekcijg (Weynberg 2018).
Tokie tyrimai, leidZiantys tiksliau jvertinti bakteriofagy stabilumo rodiklius bei infekuojamos
lastelés fiziologing bikle (keiCiantis aplinkos salygoms), yra svarbiis siekiant panaudoti
bakteriofagus maisto pramonéje, zemés tikyje ir medicinoje (Fister, Robben et al. 2016). Viena i$
problemy, kylanciy Siuolaikiniuose tyrimuose su naujai izoliuotais bakteriofagais, jog nuo
bakterijy kultiiros priklausomi eksperimentai su fagais dazniausiai yra atliekami laboratorinémis
salygomis uZztikrinant optimalias bakteriofagy vystymosi salygas (L&zaro, Arribas et al. 2018).
Tokiu biidu (optimaliose salygose) apskaiciuotas bakteriofagy titras néra patikimas fagy stabilumo
rodiklis (Casey, van Sinderen et al. 2018). ISsamesni fiziocheminiai tyrimai su bakteriofagais yra
svarbiis, siekiant atkurti ribines bakteriofagy vystymosi salygas (Ali¢, Nagli¢ et al. 2017).
Bakteriofagy-bakterijy tarpusavio saveikos tyrimai, kurie atliekami atsizvelgiant j galimus
aplinkos salygy poky¢ius, gali biti naudingi siekiant sustabdyti patogenisky bakterijy (pvz. Vibrio
cholerae) protrikius (Silva-Valenzuela and Camilli 2019).

ISsamesni bakteriofagy stabilumo ir vystymosi priklausomybés nuo aplinkos salygos
pokyc¢iy tyrimai galéty prisidéti ir prie bakteriniy populiacijy ekologijos tyrimy (Shan, Korbsrisate
et al. 2014). Zinoma, jog bakteriofagai, infekuodami bakterijas, gali paveikti prokariotiniy

populiacijy dinamika, sukelti bakterijy metabolizmo pokyc¢ius bei paveikti jvairiy ekosistemy
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biogeochemija (Howard-Varona, Hargreaves et al. 2017). D¢l savo sugebéjimo infekuoti bakterijas
ir sukelti jy ziit] bakteriofagai laikomi vienais svarbiausiy jvairiy ekologiniy procesy (pvz. anglies
apykaitos ciklo) dalyviais, kurie tiesiogiai nulemia organiniy ir neorganiniy medziagy santykj
vandenyno ir dirvozemio ekosistemose (Emerson, Roux et al. 2018). Vadinasi, iSsamesnis
bakteriofagy fiziocheminy rodikliy charakterizavimas leisty i§samiau istirti Siy virusy jtakg klimato
kaitai (Danovaro, Corinaldesi et al. 2011). Manoma, jog dél klimato kaitos gali pasikeisti bakterijy
ir fagy bakterijy-virusy koevoliucijos kryptis (Surgucheva, Filippova et al. 2019). Tikslus klimato
poky¢iy poveikis bakteriofagy populiacijoms islieka neZinomas, taciau kai kurie tyrimai rodo, jog
temperatiiriniai poky¢iai turi jtakos nuosaikiesiems fagams pereinant i§ lizogeninio ] lizinj cikla

(Lara, Arrieta et al. 2013).

1.4 Fagy genomo modifikacijos

Bakteriofagams budingos jvairios genomo modifikavimo strategijos, siekiant apsisaugoti
nuo bakterijos prie§virusiniy sistemy, pvz. R-M (Liu, Dai et al. 2020). Si II tipo restrikcijos ir
modifikavimo sistema (R-M) bakterijose koduoja restrikcijos endonukleazes, kurios hidrolizuoja j
lastele patekusios svetimos DNR fragmentus (Pingoud, Wilson et al. 2016). Manoma, jog
Caudovirales biuriui priklausantiems bakteriofagams lyginat su Kitais organizmais bidinga

didziausia DNR molekulés modifikacijy jvairové gamtoje (Lee, Dai et al. 2018).

Miovirusy, pvz. T4 bakteriofagy, genome citozinai gali bati modifikuojami vykstant
dviems biocheminéms reakcijoms: 5-hidroksimetilinimui bei glikozilinimui. Dél $iy modifikacijy
T4 bakteriofagy genomai gali buiti visiSkai atspartis daugeliui restrikcijos endonukleaziy bei
CRISPR-Cas sistemos baltymy (Liu, Dai et al. 2020). Pastaraisiais metais, be metilinty azotiniy
baziy, bakteriofagy genome nustatatomas ir jvairios pirimidiny hipermodifikacijos, pvz. a-
glutamildeoksitimidinas  (a-gluT), a-putrecinildeoksitimidinas (o-putT) ar  5-(1-
gliukoziloksi)metildeoksicitidinas (5-gmdC) (3 pav.) (Lee, Dai et al. 2018).
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5-(1-gliukoziloksi)metildeoksicitidinas (5-gmdC)

Escherichia coli bakteriofagas T4

0
HO\[(I\H/\(LNH
O 0% on T’&o

a-glutamildeoksitimidinas (a-gluT)

Bacillus subtilis bakteriofagas SP10

0
o
a-putrecinildeoksitimidinas (a-putT)

Delftia acidovorans bakteriofagas ¢W-14

3 pav. Pirimidiny hipermodifikacijos skirtinguose bakteriofaguose (Lee, Dai et al. 2018)

Didzioji dalis fagy genomo modifikacijy bei jy biocheminiy susidarymo keliy iSlieka
nezinomos, todél naujy miovirusy paieska bei charakterizavimas yra svarbiis genomo modifikacijy
jvairovés bei biologinés reikSmés tyrimams (Lee, Dai et al. 2018). Pastaraisiais metais atrandama
vis daugiau naujy genomo modifikacijy Myoviridae Seimos atstovuose, pvz. 2-deoksi-7-amido-7-

deazaguaninas (Hutinet, Kot et al. 2019).

1.5 Bakteriofagu depolimerazinis aktyvumas

Bakterijy pavirSiuje esantys polisacharidai atlicka svarbia funkcija biopléveliy susidaryme ir
nulemia bakterijy virulentiSkuma bei saveikos su bakteriofagais buidus (Schmelcher and Loessner
2016). Skirtingy bakterijy lipopolisacharidai daznai yra atpazjstami bakteriofagy uodegélés
ataugéliy baltymy tokiu buidu prisitvirtinant prie Seimininko lastelés (Knecht, Veljkovic et al.
2020). Bakterijy pavirsiniai polisacharidai, pvz. kapsulés polisacharidai (CPS), egzopolisacharidai
(EPS), gali sumazinti bakteriofagy absorbcijos efektyvumg neleidziant viruso baltymams
sgveikauti su pirminiais fagy receptoriais, taip pat slopinti naujy viriony islaisvinimg i§ infekuotos
Igstelés (Oliveira, Sdo-José et al. 2018).
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Bakteriofagai geba iSvengti Siy lastelés Seimininkés polisacharidiniy barjery, koduodami
depolimerazes. Depolimerazémis vadinami baltymai, chemiskai prisitvirting prie bakteriofagy
struktiiriniy daliy (pvz. ilgyjy uodegélés ataugéliy) bei bakteriofagy koduojami endolizinai
(Knecht, Veljkovic et al. 2020). Endolizinai yra peptidoglikano hidrolazés (PGH), gaminamos
bakteriofagy lizinio ciklo pabaigoje siekiant suardyti bakterijy sienelg ir i§laisvinti naujus virionus
(Schmelcher and Loessner 2016). Depolimerazés, priklausomai nuo katalizinio mechanizmo,
skirstomos j dvi grupes: liazes ir hidrolazes. Dauguma $iuo metu aprasyty depolimeraziy priklauso
liazéms ir yra nukreiptos ] EPS arba LPS suardymga (Olszak, Shneider et al. 2017). Depolimerazinis
aktyvumas nuo bakterijy kultiiros priklausomuose eksperimentuose su bakteriofagais atpazjstamas,
kai aplink fagy infekcinius centrus susiformuoja aureolés pavidalo sritys, kuriy skersmuo didéja

ilginant inkubacinj infekcijos laikotarpj (Pires, Oliveira et al. 2016).

Bakteriofagy koduojamos depolimerazés galéty biiti placiai pritaikomos medicinoje ir
biotechnologijose, siekiant identifikuoti patogeniskas bakterijas (pvz. Klebsiella pneumoniae) ar
atliekant jy molekulinj tipavima, kuris pagrjstas atrankia depolimeraziy sgveika su bakterijos
pavirsiuje iSsidésciusiais antigenais (V Volozhantsev, M Shpirt et al. 2020). Pastaraisiais metais
atrandama vis daugiau endolizinus koduojan¢iy miovirusy, kas rodo Siy virusy paieskos bei
charakterizavimo svarba (Antonova, Vasina et al. 2019). I$ 160 depolimeraziy, nustatyty jvairiose
uodeguotyjy bakteriofagy Seimose, bent 43 depolimerazés koduojamos Myoviridae Seimos atstovy
(Pires, Oliveira et al. 2016).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tyrimo objektai

Siame darbe apragyti Myoviridae $eimos bakteriofagai vB_LadM-OB5, vB_ValM-AVI3,
vB_LniM-OBL4A ir vB_LniM-OBL4D buvo atrasti ir isskirti i§ Lietuvoje surinkty gamtiniy
pavyzdziy (obuoliy, obuoliy lapy ir avieciy) ankstesniy eksperimenty metu. vB_LadM-OB5
bakteriofagas isskirtas i§ obuoliy. vB_LniM-OBLA4A ir vB_LniM-OBLA4D fagai isskirti i§ obuoliy

lapy, o vB_ValM-AVI3 fagas iSskirtas 1§ avieCiy gamtiniy méginiy.

2.2 Mitybinés terpés ir tirpalai

terpé

mieliy ekstraktas — 5 g/l, NaCl — 10 g/I, pH 7,0 su 1
N NaOH (~2 mL/l).

Terpés ar Sudétis Gamintojas

tirpalo

pavadinimas

LB terpé Triptonas — 10 g/l, bakto-mieliy ekstraktas — 5 g/I, Oxoid, Anglija
NaCl —10g/l, pH 7,0 su 1 N NaOH (~2 mL/I).

Agarizuota LB | Bakto-agaras — 12 g/l, bakto-triptonas- 10 g/l, bakto- | Oxoid, Anglija

MinkStas agaras
fagams

Bakto-agaras — 6 g/l, bakto-triptonas- 10 g/l, bakto-
mieliy ekstraktas — 5 g/l, NaCl — 10 g/I.

Merck, Vokietija

Fagy Na2HPO4— 7 g/l, KH2PO4 — 3 g/l, NaCl — 4 g/I, Merck, Vokietija

praskiedimo MgSQO4 x 7 H20 — 0,2 g/l

buferinis

tirpalas PBS

TM buferis 10mM Tris—HCI, 10mM MgSO4; pH 7.2) Pagaminta
Molekulinés

mikrobiologijos ir
biotechnologijos
skyriuje

TAE buferinis

Tris — 24.4 g/1, lediné acto rugstis —5.71 mL/L, 0,5

Merck, Vokietija

tirpalas EDTA (pH 8,0) —4 mL/L

Fagy dializés NaCl (3 M), Tris-HCI (50 mM, pH 7,5). Merck, Vokietija
buferinis

tirpalas |

Fagy dializés NaCl (300 mM), Tris-HCI (50 mM, pH 7,5). Merck, Vokietija
buferinis

tirpalas Il

Fagy dializés NaCl (100 mM), Tris-HCI (50 mM, pH 7,4), Merck, Vokietija
buferinis MgSO4 (8 mM).

tirpalas SM
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2.3 Reagentai

natrio chloridas, kalcio chloridas, natrio dodecilsulfatas,
acetonas, DNR ladder Mix, MassRuler High range DNA
Ladder, Dream Taq PCR Master Mix, phi29 DNR polimeraz¢,
DNaze¢ ir RNaze, T4 ligaze, restrikcijos endonukleazés: Dral,
Dpnl Smal, EcoRl, EcoRlIl, Ecl13611, Nael, Hpal, Alul, Scal,
Mssl, Mbol Pvull, Stul, SnaBl, Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Notl,
Nsbl, Hindll, Boxl, Psy, Xhol, Bgll, Ncol, PfI2311, Ndel, Sspl,

Kpnl, BamHI, Xhol, Sacl, Alwl, Xbal ir HindllI,
oligonukleotidai: pJET1.2F, pJET1.2R ir atsitiktiniai
heksameriniai pradmenys

Reagentai Gamintojas
DNA Cleanup Micro Kit, CloneJET PCR Cloning Kit ir Thermo Fisher Scientific,
GeneJET Plasmid Miniprep Kit rinkiniai, natrio acetatas, Lietuva

Agaroze, etidzio bromidas

Serva, Vokietija

formaldehidas

Ampicilinas, etilendiamintetraacto riigstis (EDTA), fenolis,

Roth, Vokietija

Chloroformas

Reachim, Rusija

Etanolis

Vilniaus degtiné, Lietuva

2.4 Bakterijy kamienai ir plazmidés

adecarboxylata
OB5

Bakterijy kamienas | Ypatybés Saltinis
E. coli DH10B F—endAl recAl galE15 galK16 n upG rpsL | Stratagene
AlacX74 ®80lacZAMI15 araD139
A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) A-
Leclercia Gamtinis kamienas I$skirtas Sio darbo metu

Vibrio alginolyticus
AV

Gamtinis kamienas

I$skirtas Sio darbo metu

Lelliottia
nimipressuralis O4

Gamtinis kamienas

I$skirtas Sio darbo metu

Enterobacter soli
o7

Gamtinis kamienas

I$skirtas $io darbo metu

Plazmidés

Savybés

Saltinis

pJET1.2/blunt

Ap", ori, T7pro

Thermo Fisher Scientific,

Lietuva

2.5 Prietaisai

Sio darbo metu naudoti prietaisai: vandeniné purtyklé OLS 200 (Grant, Jungtiné karalysté), oriné
purtyklé KS 4000 ic control (IKA, Kinija), centrifugos: Centrifuge 5804 (Eppendorf, VVokietija) R,

Centrifuge 5424 (Eppendorf, Vokietija), centrifuga ,,.Beckman®, rotorius SW40 (Beckman,
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Jungtiné karalysté¢), PGR aparatas Mastercycler gradient (Eppendorf, Vokietija),
spektrofotometras BioPhotometer (Eppendorf, Vokietija), Sildoma purtyklé Thermomixer compact
(Eppendorf, Vokietija), maisSyklé Mixer 5432 (Eppendorf, Vokietija), laminariné traukos spinta
Biowizard Standard Std-130 (Kojair, Suomija), UV S§viesos transiliuminatorius (Herolab,
Vokietija).

2.6 METODAI

2.6.1 Bakteriofagy Seimininky kultivavimas

Bakteriniy lasteliy kultiiros (Leclercia adecarboxylata gamtinis kamienas OB5, Lelliottia
nimipressuralis gamtinis kamienas O4 ir Vibrio alginolyticus gamtinis kamienas AV) buvo
auginamos LB terpéje 37°C, kol optinis tankis (ODeoo) pasieké 0,4-0,8. Uzaugintos bakterijy
kultaros buvo naudojamos bakteriofagy vB LadM-OB5, vB_LniM-OBL4A, vB_LniM-OBL4D ir

vB_ValM-AVI3 padauginimui ir fiziocheminiy bei genetiniy savybiy nustatymui.

2.6.2 Bakteriofagy dauginimas

Fagy padauginimas buvo atlickamas dvisluoksnio agaro metodu (Adams 1959). Iki tinkamo
optinio tankio uzaugintos 0.5 mL bakterijy kultiros sumaiSoma su 0,1 mL atitinkamo skiedimo
fagy lizés zonos suspensijos ir 3 mL iSlydytos 51 °C, 0,5 % LB agarizuotos terpés. Susidares
miSinys paskirstomas ant 1,0 % agarizuotos terpés Petri 1éksteléje. Tokiu biidu gaunamas
dvisluoksnis agaras, kurio virSutiniame sluoksnyje pasiskirsto bakterijos ir fagai, o apatiniame
mitybinis agaras. Petri Iékstelés, atsizvelgiant | optimalias bakteriofagy vystymosi temperatiiras,
inkubuojamos 21°C (vB_ValM-AVI3), 30°C (vB_LadM-OB5 ir vB_LniM-OBLA4A) ir 37°C
(vB_LniM-OBLA4D) 24 val. Po inkubacijos fagy kolonijos atpazjstamos i$ skaidriy arba drumsty
lizés zony virSutiniame agaro sluoksnyje. VirSutinis agaro sluoksnis surenkamas sterilia stikline
plokstele j atskirus mégintuvélius ir suspenduojamas 1-2 mL PBS (su MgSOas). | mégintuvélius
papildomai jdedama 200 pl chloroformo bei 2 pl Dnazés/Rnazés miSinio. Tokie mégintuvéliai
laikomi 1 val., 20-25 °C vandens purtykléje. Po valandos visi mégintuvéliai centrifuguojami 12
min, 12 °C, 4200 aps./min. Po centrifugavimo j atskirus 1,5 mL mégintuvélius surenkamas

susidares supernatantas, kuris yra titruojamas.
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2.6.3 Fagy titro nustatymas

Tiriamy bakteriofagy titro nustatymui j 51 °C termostate laikomus mégintuvélius su 3 mL
minkSto agaro jpilama 0,5 mL bakterijy kultiiros, uzaugintos iki ODs00=0,4-0,5. | Siuos
mégintuvélius jneSamos skirtingo skiedimo (108-10°%) fagy suspensijos. Susidares misinys
paskirstomas ant agarizuotos LB terpés Petri 1¢ksteléje, kuri véliau inkubuojama termostate 12-14
val., fago vystymuisi tinkamoje temperattroje. Po inkubacijos skai¢iuojamos pavienés fagy lizés
zonos virSutiniame agaro sluoksnyje. Bakteriofagy titras apskai¢iuojamas atsizvelgiant j skiedimo
laipsnj ir lizés zony skaiciy. Pagausinty bakteriofagy, kurie toliau bus naudojami fiziocheminei

analizei, suspensijos titras siekia apie 1x10'% PFU/mL.

2.6.4 Fagy gryninimas cezio chlorido gradiente

Padauginty bakteriofagy suspensijos pries tolimesnius tyrimus buvo grynininamos
naudojant cezio chlorido gradientg pagal (Sambrook, Fritsch et al. 1989) aprasyta metoda su
modifikacijomis. Fagy suspensijos buvo perneSamos j mégintuvélius su paruostu 1,1, 0,9, 0,7 ir
0,5 g/mL cezio chlorido gradientu. Tuomet mégintuvéliai buvo centrifuguojami 2-3 val., 4 °C,
24000 aps./min greiciu (centrifuga ,,Beckman®, rotorius SW40). Po centrifugavimo 1§ mégintuvéliy
bakteriofagy suspensija buvo surenkama svirkstu ir dializuojama (4 °C) po 30min buferiniuose
tirpaluose (I ir II buferyje) su skirtinga drusky koncentracija. Galiausiai fagy suspensija buvo
dializuojama 2-18 val. SM buferyje. Po dializés pakartotinai apskai¢iuojamas surinkty

bakteriofagy titras.

2.6.5 Terminés inaktyvacijos jvertinimas

Terminés inaktyvacijos tyrimas buo atliktas pagal (Verma, Harjai et al. 2009) aprasyta
metoda su modifikacijomis. 10 pl fagy suspensijos perkeliama j keturis mégintuvélius, kuriy
kiekvienamas atitinkamai laikomi —20 °C (12, 24 ir 36 val.), 40 °C (40 min.), 62 °C (40 min.) ir 95
°C (5 min). Po fagy inkubacijos skirtingose temperatiirose, pasiruosiamos skirtingo skiedimo (10°-
10°) fagy suspensijos, kurios naudojamos bakteriofagy padauginimui dvisluoksnio agaro metodu.
Papildomai pasiruo$iamas dar vienas mégintuvélis, kuris naudojamas kaip kontrolé. Po misinio su
fagais ir bakterijomis inkubacijos 12 val. atliekamas susidariusiy infekciniy centry skai¢iavimas.
Terminés inaktyvacijos poveikis skirtingiems bakteriofagams jvertinamas apskaiciuojant santykinj

(lyginant su kontrole) infekciniy zidiniy skaiciy.
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2.6.6 Skirtingo pH poveikio viriono stabilumui testas

Riigstinio ir Sarminio pH poveikis bakteriofagams buvo vertinamas pagal (Jun, Kim et al.
2013) aprasyta metoda su modifikacijomis. PasiruoSiama LB terpé, kurios pH 2, pH 4, pH 10 arba
pH 12. Véliau 10 pl fagy suspensijos perkeliama j keturis mégintuvélius su LB terpe (skirtingy pH)
ir vykdoma inkubacija 1 val., 37 °C. Po §ios inkubacijos paruosiamos skirtingo skiedimo (10°-10°)
fagy suspensijos, kurios naudojamos bakteriofagy padauginimui dvisluoksnio agaro metodu.
Papildomai pasiruoSiamas dar vienas mégintuvelis su LB terpe (pH 7), kuris naudojamas kaip
kontrolé. Skirtingo pH poveikis jvertinamas po 12 val. bakteriofagy inkubacijos su bakterijomis,

apskaiciuojant santykinj (lyginant su kontrole) infekciniy centry skaiciy.

2.6.7 Osmosinio Soko tyrimas

Bakteriofagy iSgyvenamumas sukeliant osmosinj Sokg buvo matuojamas bakteriofagus
inkubuojant TM buferyje (10mM Tris—HCI, 10mM MgSO04; pH 7.2) su natrio chloridu (galutiné
koncentracija 4.5 M) kambario temperatiiroje, 15 min., pagal (Anderson 1950) aprasyta metoda su
modifikacijomis. Po Sios inkubacijos bakteriofagy suspensija buvo perkeliama j TM buferj be
natrio chloridu ir atlikus serijinius skiedimus bakteriofagai buvo i$séjami dvisluoksnio agaro

metodu. Bakteriofagai, inkubuoti TM buferyje be natrio chlorido, buvo naudojami kaip kontrolé.

2.6.8 Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikio tyrimas

Bakteriofagy iSgyvenamumas paveikus juos detergentais (0.09% SDS) ir organiniais
tirpikliais (63% etanolis, 90% acetonas, chloroformas) buvo nustatytas pagal (Jurczak-Kurek,
Gasior et al. 2016) aprasyta metoda modifikacijomis. 10 pl fagy suspensijos perkeliama j skirtingus
meégintuvelius su 0.09% SDS tirpalu ir vykdoma inkubacija 20 min., 45°C. Po fagy inkubacijos
SDS tirpale, fagy suspensijos skiestos LB terpe ir i$sétos dvisluoksnio agaro metodu. Taip pat po
10 ul fagy suspensijos perkeliama j mégintuvélius su 60% etanoliu, 90% acetono ir chloroformo
tirpalais. Fagy suspensijos etanolio ir acetono tirpaluose inkubuojamos 1 val., 22 °C, o chloroforme
1,5 val., 4 °C. Po fagy inkubacijos organiniuose tirpikliuose pasiruoiamos skirtingo skiedimo (10°-
10%) fagy suspensijos, kurios i§séjamos dvisluoksnio agaro metodu. Bakteriofagai, saugomi PBS
buferyje, buvo naudojami kaip kontrolé. Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis jvertinamas po
12 val. bakteriofagy inkubacijos su bakterijomis, apskai€iuojant santykinj (lyginant su kontrole)

infekciniy zony skaiciy.
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2.6.9 Genominés DNR iSskyrimas ir hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

ISskirty ir pagausinty fagy genominé DNR buvo skiriama ekstrahuojant 100-200 ul fagy
suspensijg vienoda tiirio dalimi fenolio (Sarminio) ir vienoda ttrio dalimi fenolio/chloroformo
misiniu pagal Carlson ir Miller DNR skyrimo metodikg (Carlson and Miller 1994). Po ekstrakcijos
DNR i$sodinama 1/10 tario dalimi 5 M NaCl ir 2 tariais 96% etanolio ir laikoma 1 val., -20°C. Po
inkubacijos DNR surenkama centrifuguojant 20 min., 12 000-13 0000 aps/min. Susidariusios
nuosédos praplaunamos 70 % etanoliu, dZiovinamos ir iStirpinamos 50 pl vandens be nukleaziy.
Pries restrikcija DNR kokyb¢ jvertinama atliekant DNR elektroforeze 0,8—1,0% agarozés gelyje su
etidzio bromidu (0,05%) 1 xTAE buferyje. DNR toliau naudojama restrikcijoms reakcijoms, kurios
atliktos su Dral, Dpnl Smal, EcoRI, EcoRlII, Ecl1361l, Nael, Hpal, Alul, Scal, Mssl, Mbol Pvull,
Stul, SnaBl, Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Notl, Nsbl, Hindll, Boxl, Psy, Xhol, Bgll, Ncol, Pfl23II,
Ndel, Sspl, Kpnl, BamHI, Xhol, Sacl, Alwl, Xbal bei Hindlll restrikcijos endonukleazémis
(Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas.

2.7 DNR sintezé in vitro naudojant phi29 polimeraze

Bakteriofago vB_ValM-AVI3 genominé DNR buvo padauginta in vitro naudojant
atsitiktinius heksamerinius pradmenis (Thermo Fisher Scientific) ir phi29 polimeraz¢ (Thermo
Fisher Scientific) pagal gamintojo pateiktas rekomedacijas. Susintetinta DNR toliau buvo
naudojama restrikcijos reakcijoms, kurios atliktos su Dral, Dpnl Smal, EcoRlI, EcoRII, Ecl136ll,
Nael, Hpal, Alul, Scal, Mssl, Mbol Pvull, Stul, SnaBl, Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Notl, Nsbl, Hindll,
Boxl, Psy, Xhol, Bgll, Ncol, Pfl2311, Ndel, Sspl, Kpnl, BamHI, Xhol, Sacl, Alwl, Xbal ir HindllI
restrikcijos  endonukleazémis (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo pateiktas

rekomendacijas.

2.7.1 DNR fragmenty ligavimas

Po bakteriofagy genominés DNR restrikcijos susidar¢ DNR fragmentai yra iSvalomi
naudojant DNA Cleanup Micro Kit rinkinj (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo pateiktas
rekomendacijas. Isvalyti DNR fragmentai toliau naudojami ligavimo reakcijoms, kurios atliktos
naudojantis CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkiniu atsizvelgiant j
gamintojo nurodytas rekomendacijas. DNR fragmentai liguojami j pJET1.2/blunt vektoriy

(Thermo Fisher Scientific).

24



2.7.2 E. coli lasteliy transformacija

Imliosios E.coli 1gstelés buvo paruostos ligavimo misinio transformacijai panaudojant CaClz
tirpalg pagal (Sambrook, Fritsch et al. 1989) aprasyta metodg. Ligavimo miSinys sumaiSomas su
0.1 mL imliyjy E. coli lasteliy ir apie 30 min. laikomas ledinéje vonel¢je. Po 30 min. imliosioms
lasteléms sukeliamas temperatiirinis Sokas — lastelés perkeliamos i§ ledinés vonelés j 42 °C. Po 2
minuciy bakterijos perkeliamos atgal j ledy vonelg. Tuomet suspensija s¢jama ant Petri léksteliy

su agarizuota LB terpe, kurios sudétyje yra 40 pg/mL ampicilino. Lékstelés inkubuojamos 37 °C,
12 val.

2.7.3 Patikros PGR

Tiksliné kolonija sumaiSoma su 5 pl skystos LB terpés, 0 gautos suspensija naudota PGR
nuo kolonijos bandymo metu. PGR Reakcijos vykdytos naudojant pJET1.2F ir pJET1.2R
pradmenis (Thermo Fisher Scientific) ir DreamTaq Green PCR Master Mix miSinj (Thermo Fisher
Scientific) bei atsizvelgiant | pateiktas gamintojo rekomendacijas. PGR salygos parenkamos,
remiantis pradmeny lydymosi temperatira. PGR produktai analizuojami elektroforezes

agaroziniame gelyje budu.

2.7.4 Plazmidinés DNR iSskyrimas

Plazmidiné DNR i§ gauty rekombinantiniy E.coli lasteliy buvo skiriama naudojantis
GeneJET Plasmid Miniprep Kit rinkiniu pagal jame pateiktas gamintojo rekomendacijas. ISskirty
plazmidziy koncentracija jvertinama elektroforezés agaroziniame gelyje biidu, naudojant
MassRuler DNR Ladder Mix (High Range) (Thermo Fisher Scientific). ISgrynintos plazmidés

laikomos -20°C ir siunc¢iamos sekoskaitai ] Macrogen firmos sekoskaitos centrg (Olandija).

2.7.5 Atsitiktiniy genomo seky analizé bioinformatiniais metodais

Bakteriofagy vB_LadM-OB5, vB_ValM-AVI3, vB_LniM-OBL4A ir vB_LniM-OBL4D
atsitiktiniy genomo seky analizei buvo pasitelktos NCBI duomeny bazes

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) BLASTp, BLASTn ir BLASTX programos.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe aprasyti miovirusai buvo atrasti ir i$skirti 2019 metais i§ Lietuvoje surinkty
gamtiniy pavyzdziy: obuoliy, obuoliy lapy ir avieciy (Vilniaus rajonas). IS gamtiniy meginiy
izoliuoti ir charakterizuoti 4 bakteriofagai: vB_LadM-OBS5 bakteriofagas i$skirtas i§ obuoliy.
vB_LniM-OBLA4A ir vB_LniM-OBL4D fagai isskirti i§ obuoliy lapy, o vB_ValM-AVI3 fagas
i8skirtas 1§ avieCiy gamtiniy méginiy. Ankstesniy tyrimy metu identifikuoti gamtiniai bakterijy
kamienai, kuriuos uzkrecia Sie bakteriofagai, nustatyta infekuojamy Seimininky spektras bei
optimalios fagy vystymosi salygos. Sio darbo metu atlikta i§samesné fiziocheminé, morfologing
bei genomin¢ bakteriofagy analizé: nustatytas galimas depolimerazinio aktyvumo pasireiSkimas,
iStirtas bakteriofagy jautrumas terminei inaktyvacijai, osmosiniam Sokui, jvairiems detergentams
ir organiniams tirpikliams bei skirtingoms pH, taip pat atlikta i§samesné bakteriofagy genominés
DNR restrikciné analizé, jvertintos galimos bakteriofagy genomo modifikacijos bei atlikta

atsitiktiniy genomo seky bioinformatiné analizeé.

3.1 Depolimerazinio aktyvumo tyrimas

Analizuojant infekciniy centry morfologija buvo pastebéta, jog aplink vB_LniM-OBL4D
bakteriofagy lizés zonas, priklausomai nuo infekuojamy bakterijy rasies kamieno ir inkubacijos
trukmés, iSsidésto aureolés pavidalo, skaidrios sritys (4 pav. B), kurios rodo galimg $io viruso
depolimerazinj aktyvuma. Sis aktyvumas, priklausomai nuo bakterijy kamieny, kurie buvo
infekuojami vB_LniM-OBL4D fagu, pasireiSkia skirtingai.

A B

4 pav. A—VvB_LniM-OBLA4D fago lizés zony morfologija vystantis Leclercia adecarboxylata OB5
kamieno lgstelése po 12 val. inkubacijos 37 °C. B —vB_LniM-OBL4D fago lizés zony morfologija
po 24 val. inkubacijos. Depolimerazinis aktyvumas numanomas i$ besiplecianciy, aureolés
pavidalo dariniy (B).
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Depolimerazinis aktyvumas pastebimas vB_LniM-OBL4D bakteriofagais infekuojant
Leclercia adecarboxylata OBS5 bakterijy kamienus po 24 val., taciau nepasireiSkia Siuo virusu
uzkre¢iant Lelliottia nimipressuralis O4 ir Enterobacter soli O7 bakterijy kamienus. Gauti
rezultatai rodo, jog depolimerazinio aktyvumo pasireiSkimas yra Seimininkui specifiska savybé.
Mokslinése publikacijose nurodoma, jog depolimerazinis aktyvumas gali priklausyti nuo bakterijy
sienele sudaranciy polisacharidy (pvz, K ir O antigeny) (Gallet, Kannoly et al. 2011). Tai patvirtina
ir pastaryjy mety tyrimai, kuriuose miovirusy depolimerazinis aktyvumas pasireiSkia infekuojant
specifiska kapsulés tipa (pvz. K45 ir K30) turincias Acinetobacter baumannii bakterijas (Oliveira,
Costa et al. 2019).

Siuos vB_LniM-OBL4D bakteriofago galimo depolimerazinio aktyvumo pasireiskimo
rezultatus ateityje galéty patvirtinty Sio bakteriofago pilno genomo sekoskaita ir analizé, kurios
metu vB_LniM-OBL4D fago genome bty galima aptikti depolimerazes koduojancias genomo

sritis.

3.2 Terminés inaktyvacijos poveikis

Siame tyrime naudoti bakteriofagai buvo inkubuojami skirtingose temperatiirose nuo -20
°C iki 95 °C. Nustatyta, jog visi Siame tyrime naudoti bakteriofagai pasizymi dideliu

iSgyvenamumu (80-100 proc.) po inkubacijos -20 °C (2 lentelé).

2 lentelé. Terminés inaktyvacijos poveikio jvertinimas

Bakteriofagy iSgyvenamumas skirtingose salygose
(santykinis fagy titras %)
Bakteriofagas |-20°C |-20°C -20°C 40 °C 62 °C 95°C
(12h) (24h) (36h) (40 min) | (40 min) | (40min)
1.vB_LadM- | 100 83.4 81.8 8.5 1.8 0
OB5
2.vB_LniM- | 100 87.8 85.6 5.4 0 0
OBL4A
3.vB_LniM- | 100 85.7 83.1 9.7 2.7 0
OBL4D
4.vB_ValM- | 100 88.9 87.4 15 0 0
AVI3
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Taip pat nustatytas didelis tiriamy viriony jautrumas aukstesnei temperatirai. Didelis fagy
titro pokytis stebimas bakteriofagus inkubuojant 40 °C. Sioje temperatiiroje bakteriofagy titras
sumazéja vir$ 10 karty. Didinant temperatura iki 62 °C infekcinius centrus dar formavo vB_LadM-
OB?5 ir vB_LniM-OBL4D bakteriofagai, o didinat temperatiirg iki 95 °C nei vienas §iame tyrime

naudotas bakteriofagas nesuformavo infekciniy centry.

Sie rezultatai rodo, jog tyrime naudoti bakteriofagai nepasizymi dideliu termostabilumu. Si
bakteriofagy savybé galéty biiti siejama su mazesniu disulfidiniy rySiy skai¢iumi virione.
Panasiuose eksperimentuose biitent gausesnis disulfidiniy rysiy skaicius ir specifinés sgveikos tarp
poliniy arba hidrofobiniy aminortgs¢iy struktariniuose viruso baltymuose yra siejamos su didesniu

virono stabilumu terminés denatiiracijos saglygomis (Ahmadi, Radford et al. 2017).

Siekiant nustatyti tikslius mechanizmus, kurie lemia bakteriofagy jautrumg aukstai
temperatiirai, ateityje reikéty atlikti Siame darbe naudoty virusy proteomine analizg. Kita vertus,
gauti rezultatai rodo, jog Siame darbe izoliuoti bakteriofagai galéty biiti panaudoti bakteriofagy
terapijoje ilgalaikiam saugojimui bei transportavimui dél savo didelio iSgyvenamumo po
inkubacijos -20 °C (Vandenheuvel, Lavigne et al. 2015).

3.3 Osmosinio Soko tyrimas

Siame tyrime naudoti bakteriofagai pasizyméjo dideliu i$gyvenamumu (80-100 proc.) po
osmosinio $oko sukélimo virionams. Sie rezultatai nesutampa su literatiiriniais duomenimis, nes
Myoviridae Seimai priklausantys virusai daznai apibidinami kaip osmosiniam $okui jautriis virusali
(King, Lefkowitz et al. 2011). Sio ir kity panasiy tyrimy rezultatai rodo, jog kai kurie Myoviridae
Seimai virusai gali pasizyméti aukstais infektyvumo rodikliais po osmosinio Soko sukélimo

(Jurczak-Kurek, Gasior et al. 2016).

Osmosinio $oko tyrimo rezultatai rodo, jog tyrime naudoty bakteriofagy kapsidés galimai
pasizymi mazesniu pralaidumu vandeniui arba jonams. Jautrumas osmosiniui Sokui taip pat galéty
biti siejamas ir su kapsidés morfologija bei jos tvirtumu (Castelnovo and Evilevitch 2007). Vis
délto, siekiant nustatyti tikslias priezastis, kurios lémé vB LadM-OB5, vB_ValM-AVI3,
vB_LniM-OBL4A ir vB_LniM-OBLA4D fagy auksta iSgyvenamuma po osmosinio $oko, reikalingi

iSsamesni kapsidés morfologijos ir savybiy tyrimai.
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3.4 Skirtingo pH poveikis viriony stabilumui

Siame tyrime naudoti bakteriofagai buvo inkubuojami skirtingose pH, siekiant i§siaiskinti
Sio veiksnio jtakg viriony stabilumui. Nustatyta, jog visi Siame tyrime naudoti bakteriofagai

pasizymi dideliu i§gyvenamumu (80-100 proc.) po inkubacijos pH 10 (3 lentel¢).

3 lentelé. Skirtingo pH poveikis viriony i§gyvenamumui

Bakteriofagy iSgyvenamumas skirtingose salygose
(santykinis fagy titras %)

Bakteriofagas pH237°C |pH4 pH 10 pH 12
(1h) 37°C(1h) | 37°C(1h) |37°C(1h)

1.vB LadM-OB5 0 73.1 100 6.3

2.vB LniM-OBL4A | 0 65 89.6 8.4

3.vB_LniM-OBL4D | 0 63.6 93.6 16.7

4.vB ValM-AVI3 0 57.1 87.4 2.1

Taip pat nustatytas didelis tiriamy viriony jautrumas ragstinei pH. Didesnis fagy titro
pokytis stebimas bakteriofagus inkubuojant pH 4. Sioje pH buvo stebimas titro sumaz¢éjimas (20-
40proc.). Zemesnéje terpéje (pH 2) inkubuoti bakteriofagai nesuformavo nei vieno infekcinio
centro. Vis délto, Sarminéje terpéje (pH 12) inkubuoti bakteriofagai iSgyveno formuodami
infekcinius centrus. Sioje pH bakteriofagy titras sumazéja nuo 6 (vB_LniM-OBL4D) iki daugiau
negu 10 karty (vB_ValM-AVI3, vB_LniM-OBL4A, vB_LadM-OB5).

DidzZiausias iSgyvenamumas riigStinéje terpeje (pH 4) bidingas vB LadM-OB5
bakteriofagui, o Sarminéje (pH 12) vB_LniM-OBLA4D bakteriofagui.

Sie rezulatai sutampa su duomenimis, kurie gauti panasiuose moksliniuose tyrimuose.
Bakteriofagai, infekuojantys Enterobacteriaceae Seimos bakterijas, daznai praranda stabiluma

rugstinése pH (Jonczyk, Ktak et al. 2011).

3.5 Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikis

Siame tyrime naudoti bakteriofagai buvo inkubuojami tirpaluose su detergentais (0.09%
SDS) ir organiniais tirpikliais (63% etanolis, 90% acetonas ir chloroformas). Nustatytas didelis
(80-100 proc.) visy tyrime naudoty bakteriofagy iSgyvenamumas po inkubacijos etanolio ir

chloroformo tirpaluose (4 lentelé).
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4 lentelé. Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikio jvertinimas

Bakteriofagy i§gyvenamumas skirtingose saglygose
(santykinis fagy titras %)

Bakteriofagas 0.09% 63% etanolis | Chloroformas | 90%
SDS 45 (1h) 4°C (1.5h) acetonas
°C (1h)

1. vB LadM-OB5 57.1 89.5 100 0

2.vB_LniM-OBL4A | 554 90.3 100 0.7

3.vB LniM-OBL4D | 63.3 87.4 100 0.9

4.vB_ValM-AVI3 50 88.7 100 0

Didelis bakteriofagy titro sumazéjimas (iki 50%) nustatytas inkubuojant bakteriofagus SDS
tirpale. Didziausias jautrumas SDS biidingas VB_ValM-AV 13 bakteriofagui, kurio titras po vironiy
inkubacijos SDS tirpale sumazéja 50%. Taip pat nustatyta, jog bakteriofagai vB_ValM-AVI3 ir
vB_LadM-OB5 neisgyvena po inkubacijos acetono tirpale, o bakteriofagy vB_LniM-OBL4A ir
vB_LniM-OBLA4D titras po poveikio acetonu sumazéja vir§ 99%.

Atsizvelgiant | panaSius tyrimus su Mmiovirusais, Sio darbo metu nustatytas aukstas
vB_LadM-OB5, vB_LniM-OBL4A, vB_LniM-OBL4D ir vB_ValM-AVI3 bakteriofagy
iSgyvenamumas terpéje su etanoliu yra nejprasta bakteriofagy savybé (Jurczak-Kurek, Gasior et al.
2016). PanaSiuose tyrimuose didelis bakteriofagy titro sumazéjimas (99 proc.) stebimas
bakteriofagus inkubuojant 50% etanolio tirpaluose (Guglielmotti, Mercanti et al. 2012). Siame
darbe nustatytas Myoviridae seimos virusy jautrumas SDS ir acetonui sutampa su pana$iy tyrimy
duomenis (Jurczak-Kurek, Gagsior et al. 2016). Taip pat Siame tyrime naudotas chloroformo tirpalas
nepasizyméjo priesvirusiniu poveikiu bakteriofagams. Literatiroje nurodoma, jog apie 30%
uodeguotyjy bakteriofagy yra jautriis chloroformui, nes Sis lemia kai kuriy virusy infektyvumo
sumazéjima (Hyman 2019). Sie tyrimo rezultatai rodo, jog chloroformo naudojimas tarpiniuose

bakteriofagy skyrimo etapuose neturi jtakos galutiniam bakteriofagy stabilumui bei titrui.

3.6 Restrikciné genomy analizé

Sio darbo metu izoliuoty bakteriofagy genomai buvo hidrolizuojami restrikcijos
endonukleazémis, kuriy atpazinimo sekose gausu A/T arba C/G turinéiy nukleotidy. Taip pat
atsiszvelgta | restrikcijos endonukleaziy jautruma metilinimui bei atpaZjstamos sekos ilgj (pvz.
heksamerinés, oktamerinés) ir kirpimo pobiidj. Siame darbe i§ viso buvo panaudotos 37 restrikcijos

endonukleazé: Dral, Dpnl Smal, EcoRlI, EcoRII, Ecl13611, Nael, Hpal, Alul, Scal, Mssl, Mbol
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Pvull, Stul, SnaBl, Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Notl, Nsbl, Hindll, Boxl, Psy, Xhol, Bgll, Ncol,
PfI2311, Ndel, Sspl, Kpnl, BamHI, Xhol, Sacl, Alwl, Xbal, Hindlll. Visi bakteriofagy genomy

restrikcinés analizés rezultatai pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Restrikcinés analizés rezultatai.

Fagas DNR nehidrolizuojancios restriktazés Restriktazeés, Restriktazeés,
hidrolizuojancios hidrolizuojan
i§skirtg fagy genomine |¢ios Phi29
DNR polimeraze

padauginta
DNR
1. vB_ValM- | Dral, Dpnl (jautri dam metilinimui), Smal |- Ncol,Bgll
AVI3 (Jautri CpG metilinimui), EcoRI (jautri (jautri CpG
CpG metilinimui), EcoRII (jautri dcm metilinimui),
metilinimui), Ecl13611 (jautri CpG Xhol (jautri
metilinimui), Nael (jautri CpG CpG
metilinimui), Hpal (jautri CpG metilinimui),
metilinimui), Alul, Scal, Mssl, Mbol (jautri Ndel
dam metilinimui) Pvull, Stul (jautri dcm
metilinimui), SnaBl (jautri CpG
metilinimui), Ehel (jautri CpG
metilinimui), Swal, Psyl, Nrul (jautri CpG
metilinimui), Notl (jautri CpG metilinimui),
Nsbl (jautri CpG metilinimui), HindlI
(jautri CpG metilinimui), BoxI (jautri CpG
metilinimui), Psyl, PfI23I1 (jautri CpG
metilinimui), Sspl, Kpnl (jautri dcm
metilinimui), BamHI, Sacl, Alwl (jautri
dam metilinimui, Xbal (jautri dam
metilinimui), HindlIl (jautri dcm
metilinimui)
2. vB_LniM- |Dral, Dpnl Smal, EcoRl, EcoRlII, Ecl1361l, |Notl (jautri CpG
OBL4D Nael, Hpal, Alul, Scal, Mssl, Mbol Pvull, |[metilinimui), Alwl
Stul, SnaBl, Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Nsbl, |(jautri dam
Hindll, Boxl, Psyl, Xhol, Ncol, Pfl23Il, metilinimui), Xhol
Sspl, Kpnl, BamHI, Xbal, HindllI (jautri CpG
metilinimui), Sacl,
Ndel, Bgll (jautri CpG
metilinimui)
3. vB_LniM- |Dral, Dpnl, Smal, EcoRlI, EcoRII, Ecl136ll, |Scal, Ehel (jautri CpG
OBL4A Nael, Hpal, Alul, Mssl, Mbol, Stul, SnaBl, |metilinimui), Psyl,
Swal, Nrul, Notl, Nsbl, Hindll, Boxl, Psyl, |Pvull, BamHI ir Xhol
Xhol, Bgll, Ncol, PfI2311, Ndel, Sspl, Kpnl, | (jautri CpG
Sacl, Alwl, Xbal, HindlII metilinimui)
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4. Dral, Dpnl, Smal, EcoRlI, EcoRlIl, Ecl1361l, |Scal, Xbal (jautri dam
vB_LadM- |Hpal, Alul, Mssl, Mbol Pvull, Stul, SnaBl, |[metilinimui), Alwl

OB5 Ehel, Swal, Psyl, Nrul, Notl, Nsbl, Hindll, |(jautri dam
Boxl, Xhol, Bgll, Ncol, PfI2311, Ndel, Sspl, | metilinimui), Nael
Kpnl, BamHI, Xhol, Sacl, HindllI (jautri CpG

metilinimui) ir Psyl

Eksperimenty metu nustatyta, jog vB_ValM-AVI3 bakteriofago genomo nehidrolizavo nei
viena Siame darbe naudota restrikcijos endonukleazé. Tokius rezultatus galé¢jo nulemti dvi
priezastys: Sio bakteriofago genomas galimai neturi Siame darbe naudoty restrikcijos
endonukleaziy atpazinimo sri¢iy arba vB_ValM-AVI3 fago genomui budingos modifikacijos, dél
kuriy blokuojama restrikcijos endonukleaziy vykdoma DNR hidrolizés reakcija. Siekiant patikrinti
galimas genomo modifikacijas, vB_ValM-AVI3 bakteriofago genomo restrikciné analizé buvo
atlikta pakartotinai po §i0 bakteriofago genominés DNR sintezés in vitro su Phi29 DNR
polimeraze. Tokiu budu pagamintg vB_ValM-AVI3 bakteriofago DNR hidrolizavo 4 siame darbo
naudotos restrikcijos endonukleazés: Ncol (C|CATGG), Bgll (GCCNNNN|NGGC), Xhol
(CJ{TCGAG), Ndel (CA|TATG) (5 pav.).

Ncol Bgll Xhol Ndel Ncol Bgll Xhol  Ndel K

10000bp ——— ey

1500bp
1200bp —

| e

G_DNR_AV Phi29 DNR_AV

5 pav. vB_ValM-AVI3 bakteriofago genomo restrikciné analizés rezultatai. Kairéje puséje: M —
markeris (Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder Mix, SM0333), G_DNR_AV - genominé
vB_ValM-AVI3 bakteriofago DNR, hidrolizuota Ncol, Bgll, Xhol ir Ndel restrikcijos
endonukleazémis. Desingje puséje: M — markeris (Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder Mix
SMO0333), Phi29 DNR_AV - vB_ValM-AVI3 bakteriofago DNR pagaminta naudojant phy29
polimerazg, hidrolizuota Ncol, Bgll, Xhol ir Ndel restrikcijos endonukleazémis. K — kontrol¢,
kurioje genominé vB_ValM-AVI3 fago DNR be restrikcijos endonukleaziy.

Gauti rezultatai jrodo, jog vB_ValM-AVI3 fagui budingos genomo modifikacijos. Tiksli
genomo modifikacijy cheminé kilmé nebuvo nustatyta, taciau atsizvelgiant | Xhol (C|]TCGAG,

32



jautri CpG metilinimui) restrikcijos endonukleazés jautruma C ir G metilinimui, genomo
modifikacijos galéty bati susijusios biitent su Siy azotiniy baziy pakitimais. vB_ValM-AVI3
genomg, pagausintg su phi29 DNR polimeraze, hidrolizavo tik 4 Siame darbe naudotos resitrikcijos
endonukleazés, kas rodo ne tik galimas $io viruso genomo modifikacijas, bet ir unikalias genomo

sekas, kurios leidzia apsisaugoti nuo restrikcijos endonukleaziy atpazinimo bei hidrolizés.

Kito bakteriofago, vB_LniM-OBL4D, genoma hidrolizavo 6 Siame darbe naudotos
restrikcijos endonukleazés: Notl (GC|GGCCGCOC), Alwl (GGATC(4/5)]), Xhol (C{TCGAG), Sacl
(GAGCT|C), Ndel (CA|TATG) ir Bgll (GCCNNNN |[NGGC) (6 pav.)

Notl Alwl Xhol Sacl Ndel Bgll

G_DNR_OBL4D

6 pav. vB_LniM-OBL4D bakteriofago genomo restrikciné analizés rezultatai. M — markeris
(Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder, 00643884). G_DNR_OBL4D — genominé
vB_LniM-OBL4D bakteriofago DNR, hidrolizuota Notl, Alwl, Xhol, Sacl, Ndel ir Bgll
restrikcijos endonukleazémis. K — kontrolé, kurioje genominé vB_LniM-OBL4D fago DNR be
restrikcijos endonukleaziy.

Atsizvelgiant | naudoty restrikcijos endonukleaziy jautrumg azotiniy baziy metilinimui
(Notl ir Bgll jautrios CpG metilinimui, Alwl jautri dam metilinimui), restrikciné bakteriofago
vB_LniM-OBL4D genomo analizé rodo, jog Sio bakteriofago genomui nebiidingas CpG ir dam
metilinimas. Sio bakteriofago (vB_LniM-OBL4D) genominés DNR nejautruma net 31 $iame darbe
naudotai restrikcijos endonukleazei galéjo nulemti dvi priezastys: vB_LniM-OBL4D fago
genomas neturi restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sriciy daugeliui Siame darbo naudoty DNR
hidrolizuojanciy fermenty arba vB_LniM-OBL4D fago genomui budingos netipinés genomo
modifikacijos. Atsizvelgiant j panaSius tyrimus su bakteriofagais, pastaraisiais metais atrandama

vis daugiau naujy genomo modifikacijy Myoviridae Seimos atstovuose, pvz. 7-deazaguanino
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modifikacijos, kurios apsaugo fago genoma nuo restrikcijos endonukleaziy poveikio. (Hutinet, Kot
et al. 2019).

vB_LniM-OBLA4A bakteriofago genoma taip pat hidrolizavo 6 Siame darbe naudotos
restrikcijos endonukleazés: Scal (AGT|ACT), Ehel (GGC|GCC), Psyl (GACN|NNGTC), Pvull
(CAG|CTG), BamHI (G|GATCC) ir Xhol (C|TCGAG) (7 pav.)

M Scal Ehel Psyl Pwvull BamHI Xhol K

10000bp_
8000bp—

6000bp—
5000bp— T

2000bp—
3000bP— H
2000bp—
1500bp—

1000bp— "
750bp—

500bp—
250bp—

e o S S

G_DNR_OBL4A

7 pav. vB_LniM-OBL4A bakteriofago genomo restrikciné analizés rezultatai. M — markeris
(Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder, 00643884). G_DNR_OBL4A — genominé
vB_LniM-OBL4A bakteriofago DNR, hidrolizuota Scal, Ehel, Psyl, Pvull, BamHI ir Xhol
restrikcijos endonukleazémis. K — kontrolé, kurioje genominé vB_LniM-OBL4A fago DNR be
restrikcijos endonukleaziy.

Gauti rezultatai rodo, jog vB_LniM-OBL4A bakteriofago genomui néra biidingas C ir G
metilinimas, nes $io fago genoma hidrolizavo Ehel restrikcijos endonukleazé, kuri yra jautri CpG
metilinimui. vB_LniM-OBL4A bakteriofago genomo restrikcinés analizé rezultatai taip pat rodo
ir galimas dam modifikacijas, tac¢iau gauty rezultaty nepakanka Sios modifikacijos buvimui
pagristi. Nors dam modifikacijoms jautrios restrikcijos endonukleazés (pvz. Alwl) nehidrolizavo
vB_LniM-OBL4A genominés DNR, ta¢iau $iuo atveju iSlieka neaisku, ar hidrolizé nevyko dél dam
arba kitos cheminés kilmés modifikacijy, ar unikaliy genomo seky, kuriy neatpaZino dam
metilinimui jautrios restrikcijos endonukleazés. Kaip ir pries tai buvusiy fagy (vB_LniM-OBL4D
ir vB_ValM-AVI13) atveju, vB_LniM-OBL4A bakteriofago genomo nehidrolizavo didzioji dalis
(318 37) siame naudoty restrikcijos endonukleaziy, kas leidzia manyti, jog Siam bakteriofagui taip
pat budingos arba unikalios, restrikcijos endonukleaziy atpaZzinimo sekomis nepasiZymincios

nukleotidy sekos genome, arba netipinés genomo modifikacijos.
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vB_LadM-OB5 bakteriofago genoma hidrolizavo 5 Siame darbe naudotos restrikcijos
endonukleazés: Scal (AGT|ACT), Xbal (T|CTAGA), Alwl (GGATC(4/5)]), Nael (GCC|GGC)
ir Psyl (GACN|NNGTC). (8 pav.)

Scal Xbal Alwl Nael Psyl K

G_DNR_OB5

8 pav. vB_LadM-OBS5 bakteriofago genomo restrikciné analizés rezultatai. M — markeris (Thermo
Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder, 00643884). G_ DNR_OB5 — genominé vB_LniM-OBL4D
bakteriofago DNR, hidrolizuota Scal, Xbal, Alwl, Nael ir Psyl restrikcijos endonukleazémis. K —
kontrol¢, kurioje genominé¢ vB LadM-OBS5 fago DNR be restrikcijos endonukleaziy.

Restrikciné analizé rodo, jog Sio bakteriofago (vB LadM-OBS5) genomui néra biidingas
dam metilinimas, nes genoma hidrolizavavo dam metilinimui jautrios restrikcijos endonukleazes
Xbal ir Alwl. Taip pat nustatyta, jog Sio fago genomui nebtidingas CpG metilinimas, nes genoma
hidrolizavo CpG metilinimui jautri restrikcijos endonukleazé Nael. Sio darbo metu nustatyta, jog
vB_LadM-OB5 genomas yra apsaugotas nuo 32 i$ 37 skirtingomis savybémis pasizyminciy, Siame

darbe naudoty restrikcijos endonukleaziy poveikio.

Siame darbe aprasyty miovirusy restrikcinés analizés rezultatai rodo galima
priesrestrikciniy sistemy buvima, kuris yra nulemtas genomo modikacijy arba unikaliy genomo
seky. Sie rezultatai gali reik§mingai prisidéti prie§ miovirusy jvairovés tyrimy, nes §iuo metu vis
dar triikksta daugiau sisteminiy duomeny apie R-E sistemos isvengimo bakteriofaguose strategijas
bei paplitimg (Rusinov, Ershova et al. 2018). Tolimesni Siame darbe apraSyty bakteriofagy pilno
genomo tyrimai leisty tiksliau genomo modifikavimo molekulinius mechanimus, pvz. ieSkant
miovirusy genomag modifikuojanciy fermenty. Atsizvelgiant ] tai, jog pastaraisiais metais
atrandama vis daugiau bakteriofagy, kuriems biidingos netipinés genomo modifikacijos (pvz. 5-
hidroksimetildeoksiuracilas, 5-dihidroksipentauracilas ar N6-karbamoil-metiladeninas), labiausiai

tikétina, jog Siame darbe aprasyty miovirusy atsparumas restrikcijoms endonukleazéms galimai yra
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susijes su genomo modifikacijomis (Weigele and Raleigh 2016). Tolimesniuose tyrimuose galimos
miovirusy genomo modifikacijos galéty biiti nustatytos panaudojant kapiliarinés elektroforezés bei

masiy spektrometrijos metodus (Rusinov, Ershova et al. 2018).

3.7 Genomo fragmenty klonavimas ir seky analizé bioinformatiniais metodais

Siame darbe, siekiant nustatyti preliminary VB ValM-AVI3, vB_LniM-OBL4A,
vB_LniM-OBLA4D ir vB_LadM-OBS5 bakteriofagy genomo seky panasuma su jau zinomais fagais,
buvo atlikta klonuoty genomo fragmenty seky bioinformatiné analizé. | pJET1.2/blunt plazmidinj
vektoriy buvo atrinkti ir jterpti atsitiktiniai, 1500-3500 bp dydzio restrikciniai fragmentai, gauti po

visy 4 Siame darbe izoliuoty bakteriofagy genomy hidrolizes.

vB_LniM-OBL4A bakteriofago atsitiktiniy genomo fragmenty seky BLASTp
bioinformatiné analizé rodo, jog Sio fago genome koduojami baltymai (uodegélés ataugélés
baltymas, N-acetiltranferaze, hipotetinis baltymas pfl16 91 bei centrinis ataugélés baltymas) yra
panasiis | baltymus, aptinkamus Klebsiella 48ST307 (Siphoviridae Seima), NG55 (Myoviridae
Seima), Pseudomonas pfl6 (Myoviridae Seima) ir Escherichia HK633 (Siphoviridae Seima)
bakteriofaguose (6 lentel¢). Sie bakteriofagai uzkredia Enterobacteriaceae ir Pseudomonadaceae
Seimai priklausancias bakterijas. Pirminé¢ vB_LniM-OBL4A bakteriofago atsitiktiniy genomo seky
bioinformatiné analizé rodo, jog didesné dalis Sio viruso genomo seky yra pakankamai unikalios,
nes jy homologija su kity virusy (Klebsiella 48ST307, NG55, Pseudomonas pf16 fagy) baltymais
48ST307 tesiekia ~39%. Vis délto, viena Sio bakteriofago atsitiktiné genomo seka rodo didelj
panasumg (~98%) j Escherichia fago HK633, priklausanc¢io Siphoviridae $eimai, koduojama
centrinj ataugelés baltyma. Nors $is bakteriofagas (HK633) ir priklauso Siphoviridae seimai, §io
darbo metu gauti rezultatai sutampa su bakteriofagy proteominés analizés duomenimis, kuriuose
nurodoma, jog kai kurie miovirusy baltymai (pvz. centriniai ataugé¢lés baltymai) gali turéti didelj
panaSumga j sifovirusy koduojamus baltymus (Veesler and Cambillau 2011). Galimg vB_LniM-
OBL4A genomo unikaluma taip pat pagrindzia BLASTn analizés rezultatai, kurie rodo, jog dalis
vB_LniM-OBL4A bakteriofago atsitiktiniy genomo seky neturi jokio panaSumo j $iuo metu

zinomus virusus nukleortigs§¢iy lygyje.
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6 lentelé. Bakteriofagy vB_LniM-OBL4A, vB_LniM-OBL4D ir vB_LadM-OB5 genomo
fragmenty seky bioinformatiné analizé

Bakteriofagas | Homologinis Organizmas Baltymy Baltymy E-
baltymas panaSumas persidengimas | jvertis
(tiriamo baltymo (tiriamo baltymo
a.r seka/ persidengianciy a.r
homologinio dalis/homologinio
baltymo a.r seka) baltymo a.r seka)
. Uodegeélés .
vB_LniM- o Klebsiella fagas
OBLAA ataugélés 48ST307 47/163(29%) | 65/163(39%) | 1e-06
baltymas
vB_LniM- : : 0 0
OBLAA N-acetiltranferazé¢ | NG55 fagas 62/158(39%) | 102/158(64%) | 1e-36
vB_LniM- Hipotetinis Pseudomonas 0 0 i
OBL4A baltymas pf16_91 | fagas pfl6 55/213(26%) | 103/213(48%) | 7e-52
. Centrinis _—
vB_LniM- oy Escherichia 0 0
OBLAA ataugélés fagas HK633 369/376(98%) | 370/376(98%) | 0.0
baltymas
vB_LniM- Numanoma Cronobacter 0 o | 2e-177
OBL4D integrazé fagas phiES15 253/317(80%) | 270/317(85%)
. Uodegelés _
vB_LniM- 1 Escherichia 0 0
OBLAD ataugélés fagas HK97 288/293(98%) | 291/293(99%) | 0.0
baltymas
. Hipotetinis .
oV baltymas Ellaegégeélsa_;agas 72/81(89%) | 76/81(93%) | 6e-41
KPP56652_39
vB_LniM- Numanoma Cronobacter
OBLAD Pelikan fagas 318/410(78%) | 346/410(84%) | 0.0
eikaze ENT39118
vB_LadM- : Acinetobacter 0 0
OB5 Egzonukleaze A fagas AbTZA1 48/162(30%) | 74/162(45%) | 0.0
‘(’)EIBB—SLadM' Gp43 baltymas CB;aC'"“S fagas | 6a/191(330) | 92/191(48%) | 2e-18
Su sigma veiksniu | .
VB_LadM- | Gaveikaujantis | CIUOPACtEr 1 1531174(88%) | 160/174(91%) | 8e-92
0OB5 baltymas fagas Margaery

Kito bakteriofago, vB_LniM-OBL4D, atsitiktiniy genomo fragmenty seky BLASTp
bioinformatin¢ analizé rodo, jog Sio fago genome koduojami baltymai (numanoma integraze,
uodegélés ataugélés baltymas, hipotetinis baltymas KPP56652 39 ir numanoma helikazé) yra
homologiski baltymams, kuriuos turi Cronobacter phiES15 (Siphoviridae Seima), Escherichia
HK97 (Siphoviridae S$eima), Klebsiella KPP5665-2 (Siphoviridae Seima) bei Cronobacter
ENT39118 (Siphoviridae $eima) bakteriofagai (6 lentelé). Sie bakteriofagai uZkre¢ia
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Enterobacteriaceae seimai priklausancias bakterijas. Pirminé¢ vB_ LniM-OBL4D bakteriofago
atsitiktiniy genomo seky bioinformatiné¢ analizé rodo, jog S§is virusas koduoja baltymus,
homologiskus kity fagy baltymams ribose nuo nuo ~78% iki ~98%. Sie rezultatai rodo pakankamai
didelj vB_LniM-OBL4D bakteriofago atsitiktiniy genomo panasumg bent j keturis §iuo metu
7inomus bakteriofagus, kurie priklauso Siphoviridae $eimai. Sio darbo metu nepavyko gauti
atsitiktiniy genomo vB LniM-OBL4D seky, rodan¢iy panaSumg ] miovirusy koduojamus
baltymus. Tai galéjo nulemti dvi prieZastys: sekoskaitai buvo nusiysti specifiniai genomo
fragmentai, kurie turi didesnj panasuma j Siphoviridae seimos atstovy koduojamus baltymus arba
duomeny bazése Siuo metu néra publikuota miovirusy, kuriy genomy sekos bty panasios j §io
darbo metu nustatytas atsitiktines vB_LniM-OBL4D bakteriofago genomo sekas, kas rodo galima
$io fago unikaluma Myoviridae virusy $eimoje. Sias prielaidas tolimesniuose tyrimuose galéty

patvirtinti vB_LniM-OBL4D bakteriofago viso genomo sekoskaitos rezultaty analizg.

vB_LadM-OBS5 bakteriofago atsitiktiniy genomo fragmenty seky BLASTp bioinformatiné
analizé rodo, jog Sio fago genome koduojami baltymai yra panasiis | baltymus (egzonukleazeé A,
gp43 ir su sigma veiksniu sgveikaujantis baltymas) aptinkamus Acinetobacter AbTZAl
(Myoviridae seima), Bacillus G (Myoviridae Seima) ir Citrobacter Margaery (Myoviridae Seima)
bakteriofaguose (6 lentelé). Sie bakteriofagai uZkre¢ia Enterobacteriaceae ir Moraxellaceae
Seimai priklausancias bakterijas. Pirminé vB_LadM-OB5 bakteriofago atsitiktiniy genomo seky
bioinformatiné analizé rodo, jog didesn¢ dalis §io viruso genomo seky yra pakankamai unikalios,
nes jy homologija su kity miovirusy baltymais 48ST307 siekia nuo ~30% iki ~88%. Galima
vB_LadM-OB5 genomo unikaluma taip pat pagrindzia BLASTn analizés rezultatai, kurie rodo,
jog dalis vB_LadM-OBS5 bakteriofago atsitiktiniy genomo seky neturi jokio panasumo j §iuo metu

zinomus virusus nukleortigs§¢iy lygyje.

Preliminari bakteriofago vB_ValM-AVI3 genomo fragmenty seky bioinformatiné analizé
parodé, jog sio darbo metu gauti atsitiktiniai genomo seky fragmentai neturi atitikmeny duomeny
bazése nei aminoriigi¢iy, nei nukleoriigi¢iy lygyje. Sie rezultatai patvirtina mokslinése
publikacijose nurodomus duomenis, jog iki 99% naujai izoliuoty bakteriofagy genomo seky neturi
atitikmeny duomeny bazése nei aminortigsciy, nei nukleortigsciy lygyje. (Casey, Coffey et al.
2017). Sie bioinformatinés analizés rezultatai rodo, jog vB_ValM-AVI3 bakteriofagas yra
potencialiai unikalus, filogenetinio rySio su kitais zinomais bakteriofagais neturintis miovirusas.

PanaSiuose tyrimuose Vibrio genties bakterijas uzkre¢iantys naujai izoliuoti miovirusai taip pat
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neturi reik§mingos homologijos su Siuo metu zinomais virusais, kas rodo $iy virusy grupés

(infekuojancios Vibrio genties bakterijas) unikalumg (Naser, Hoque et al. 2017).
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ISVADOS

Bakteriofago vB_LniM-OBL4D formuojamy kolonijy morfologija byloja, kad Leclercia
adecarboxylata OB5 gamtinio kamieno atveju Siam fagui galimai yra budingas
depolimerazinis aktyvumas;

Terminés inaktyvacijos tyrimas rodo, jog visi 4 bakteriofagai (vB_LadM-OB5, vB_ValM-
AVI3, vB_LniM-OBLA4A ir vB_LniM-OBLA4D) islieka stabilus po uzsaldymo, taciau yra
labai jautrts terminei denattiracijai;

Osmosinio Soko tyrimas rodo, jog visi 4 bakteriofagai pasizymi dideliu i§gyvenamumu po
osmosinio $oko sukélimo;

Skirtingo pH poveikio analizé rodo maza visy 4 bakteriofagy iSgyvenamuma esant riigstinei
pH, taciau infektyvumo rodiklius neigiamai veikia ir Sarminé pH,;

Detergenty ir organiniy tirpikliy poveikio analizé rodo, jog visi 4 bakteriofagai pasizymi
dideliu atsparumu etanoliui ir chloroformui, tac¢iau fagy infektyvumo rodikliai zenkliai
sumazéja po poveikio acetonu;

Restrikciné genomy analizé rodo, jog vB_ValM-AVI3 genomas yra modifikuotas;
Atsitiktiniy genomo fragmenty bioinformatiné analizé rodo didziausiag vB_LadM-OBS5,
vB_LniM-OBL4A ir vB_LniM-OBL4D miovirusy panasumg | enterobakterijas
infekuojancius virusus, o VB_ValM-AVI3 fagas yra unikalus, filogenetiskai artimy fagy

neturintis miovirusas.
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Naujai izoliuoty Myoviridae Seimos virusy fiziocheminiy bei genetiniy savybiy tyrimas

SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo istirti 4 naujai izoliuoty, Myoviridae S$eimai priklausanéiy
bakteriofagy, fiziochemines, morfologines bei genetines savybes. Sio darbo metu buvo tiriami 4
miovirusai (B_LadM-OB5, vB_ValM-AVI3, vB_ LniM-OBL4A ir vB_LniM-OBL4D),
uzkreciantys skirtingas Enterobacteriaciae ir Vibrionaceae $eimai priklausanias bakterijas. Sio
darbo metu atlikta iSsamesné fiziocheminiy, morfologiniy bei genetiniy savybiy analizé: nustatytas
galimas depolimerazinio aktyvumo bakteriofaguose pasireiSkimas, aprasSyti bakteriofagy
infektyvumo rodikliai (jautrumas terminei inaktyvacijai, Zemam bei auk$tam pH, osmosiniam
slégiui, organinéms medziagoms bei detergentams), atlikta bakteriofagy genominés DNR
restrikciné analizé, nustatytos galimos fagy genomo modifikacijas bei bioinformatiskai
1Snagrinétos atsitiktinés bakteriofagy genomy sekos, siekiant nustatyti Siame darbe aprasyty fagy
homologija su Zinomais virusais. Fiziocheminy savybiy analizé rodo, jog visi 4 bakteriofagai
iSlieka stabillis po uzSaldymo, taciau yra labai jautris terminei denatiiracijai. Osmosinio Soko
tyrimas rodo, jog visi 4 bakteriofagai pasizymi dideliu i§gyvenamumu po osmosinio S$oko
sukélimo. Skirtingo pH poveikio analizé rodo mazg visy 4 bakteriofagy iSgyvenamumg esant
rugstinei pH, ta¢iau infektyvumo rodiklius neigiamai veikia ir Sarminé pH. Detergenty ir organiniy
tirpikliy poveikio analizé rodo, jog visi 4 bakteriofagai pasizymi dideliu atsparumu prie§ etanolj ir
chloroforma, taciau infektyvumo rodikliai labiausiai sumazéja po poveikio acetonu. Restrikcinés
analizés metu nustatyta, jog vB_ValM-AVI3 fagui budingos genomo modifikacijos. Kity
bakteriofagy restrikcinés analizés rezultatai rodo, jog vB_LadM-OB5, vB_LniM-OBL4A ir
vB_LniM-OBL4D miovirusy genomams néra budingas CpG metilinimas. Atsitiktiniy genomo
fragmenty bioinformatiné analizé rodo didziausia vB_LadM-OB5, vB_LniM-OBL4A ir
vB_LniM-OBL4D miovirusy koduojamy baltymy panasuma j enterobakterijas infekuojancius
virusus, o vB_ValM-AVI3 bakteriofago atsitiktinés genomo sekos neturi jokio panasumo j Siuo
metu Zinomus virusus nei aminoriig§¢iy, nei nukleortigdéiy lygyje, todél Sis fagas potencialiai yra

unikalus, filogenetiskai artimy fagy neturintis miovirusas.
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SUMMARY

The purpose of this paper was to characterize physicochemical, morphological and genomic
properties of 4 newly isolated bacteriophages from Myoviridae family. Four phages (vB_LadM-
OB5, vB_ValM-AVI3, vB_LniM-OBL4A, and vB_LniM-OBL4D), infecting different bacterial
strains from Enterobacteriaciae and Vibrionaceae family, were isolated and used in this work.
Physicochemical analysis of all phages was focused on effect determination of thermal
inactivation, sensitivity to low and high pH, sensitivity to osmotic stress and survivability upon
treatment with organic solvents and detergents. Genetic analysis was focused on restriction analysis
(identifying possible genome modifications) and bioinformatics analysis of genome fragments
(identifying homology to known viruses). Morphological analysis was focused on determination
of depolymerase activity. Depolymerase activity was detected in vB_LniM-OBL4D phage,
infecting Leclercia adecarboxylata OB5 strain. Thermal inactivation results showed that all 4
bacteriophages remain stable after freezing, but are very sensitive to thermal denaturation. Osmotic
shock results showed that all phages have high survival rate after induction of osmotic shock.
Analysis of different pH effects showed low survival rate of all 4 bacteriophages at acidic pH, but
infectivity rates are also negatively affected by alkaline pH. Analysis of the effects of detergents
and organic solvents showed that all phages have high resistance to ethanol and chloroform, but
the infectivity rates decrease the most after exposure to acetone. Restriction analysis of phage DNA
showed that phage vB_ValM-AVI3 has modified DNA, and that other phages may have unique
genome sequences or unidentified genome modifications, which could serve as an anti-restriction
system. Bioinformatics analysis of the genome restricts of vB_ValM-AVI3 phage revealed no
homology to previously known proteins or nucleotide sequences. Bioinformatics analysis of other
phages revealed that their protein-coding genes have homologues in other phages, mostly infecting

bacteria from Enterobacteriaceae family.

42



PADEKA

Noréciau padékoti savo darby vadovei dr. Laurai Kalinienei uz suteiktg galimybe dirbti su
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padékoti prof. Rolandui Meskiui uz paskatinimg mokytis ir testi gyvybés mokslus, uz tikéjimag
mikroorganizmy jvairovés tyrimy svarba bei uZz priémimg $j darbag atlikti Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje.

Atskirai noré¢iau padékoti Dr. Eugenijui ir dokt. Monikai Simolitinams uZ suteikta pagalba
ir naudingus patarimus charakterizuojant bakteriofagus, taip pat dokt. Algirdui Noreikai uz kritika,
padrgsinimus bei gerg darbo atmosferg ir visiems zmonéms, kuric dirba Molekulinés

mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje.
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