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SANTRUMPU SARASAS

ASR — atvirojo skaitymo rémelis
ATP — adenozintrifosfatas

BLA — bakterinés lgstelés apvalkalas
Bp terpé — Bakto-peptono terpé

CM - citoplazminé membrana

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

CS — citoplazmin¢ sienelé

DTT — ditiotreitolis

EDTA — etilendiaminotetraacto riigstis

FSB — galutinis baltymy pavyzdzio buferis (angl. final sample buffer)
GIcNAC — N-acetilgliukozamininé riigstis
IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas
KD - katalitinis domenas

KFV - kolonijas formuojantis vienetas

LB terpé — Luria-Bertani terpé

LPS — lipopolisacharidinis sluoksnis

LSPD — lastelés sienelés prisijungimo domenas
LTA — lipoteichoiné riigstis

MurNAc — N-acetilmuraminé riigstis

NAM — N-acetilmuramoil-L-alanino amidazé
NDS — natrio dodecil sulfatas

OT — optinis tankis

PB — praskiedimo buferis

PG — peptidoglikanas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PJG — protony judéjimo galia

RE-az¢é — restrikcijos endonukleazé

R-M — restrikcijos-modifikacijos sistema



RPB — prie receptoriaus prisijungiantys baltymai

SAR domenas — signalo-sulaikymo-paleidimo domenas (angl.signal-anchor-release domain)
TA — toksinas-antitoksinas

TAE buferis — Tris-acetato EDTA buferis

TEMED - tetrametiletilendiaminas



IVADAS

Bakteriofagai dazniausiai apibudinami kaip nelgstelinés kilmés mikroorganizmai,
infekuojantys bakterijas. Jie yra randami visose ekosistemose ir reikalauja bakterinés lgstelés
Seimininko, jog galéty pasidauginti. Bakteriofagy vystymosi ciklo tyrimai pradéti jau XX

amziaus pirmoje puséje, kai tik buvo pastebétas jy lizinis poveikis bakterijoms.

Paskuting¢ lizinio bakteriofago vystymosi ciklo stadija yra $eimininko lastelés lizé. Siam
grieztai laike uZprogramuotam procesui jvykti bakteriofagai naudoja endolizino ir holino
strategija. Endolizinai — tai lgstelés sienelés peptidoglikang degraduojantys fermentai, reikalingi
lizinio ciklo pabaigoje susiformavusiy viriony i$éjimui j aplinkg. Pasteb&jus iSgryninty
endoliziny gebéjima lizuoti bakterijas i§ iSorés, pradéti intensyviai tyrinéti dél jy plataus
pritaikymo potencialo nuo bakterijy detekcijos iki patogeniniy bakterijy naikinimo. Pastaruoju
metu ypa¢ iSaugo susidome¢jimas Siais fermentais, nes didéjant bakterijy atsparumui

antibiotikams, ieSkoma alternatyvy patogeniniy bakterijy naikinimui.

Dar didesnis poreikis kyla Gram-neigiamy bakterijy bakteriofagy tyrimams dél S$iy
endoliziny specifinés struktaros ir galimos efektyvios Gram-neigiamy bakterijy lizés. Kadangi
tik nedidelé dalis $ias bakterijas infekuojanc¢iy bakteriofagy endolitiniy baltymy yra iStirta arba jy
aktyvumas nebuvo pastebétas, svarbu identifikuoti ir iStirti kuo daugiau $iy bakteriofagy

endoliziny.

Darbo tikslas: sukonstruoti bakteriofagy rekombinantinius endolizinus ir atlikti jy

aktyvumo tyrimus.
Siam tikslui pasiekti buvo iskelti darbo uzdaviniai:

1. Sukonstruoti rekombinantines plazmides, koduojancias bakteriofagy
vB_EcoM_VpaEl, vB_PagS Vid5 ir vB_PagM_PSKM endolizinus, sulietus su
histidiny inkaru;

Indukuoti rekombinantiniy endoliziny raiSkg ir juos i1Sgryninti,

Nustatyti tinkamas pH buferiy salygas rekombinantiniams endolizinams;

Ivertinti Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy bakterijy jautruma endoliziny poveikiui;

o~

Atlikti rekombinantiniy endoliziny temperatirinio stabilumo jvertinima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Liziniy bakteriofagy ir bakterijuy saveika

Bakteriofagai (arba fagai) — mazi, apie 20-200 nm dydzio, bakterijas ir archéjas
infekuojantys virusai, greiGiausiai seniausi ir labiausiai paplite virusai Zeméje (Doss et al.,
2017). Fagy Kklasifikacija, kurig vykdo Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas (angl.
International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), yra paremta viriono morfologija,
nukleortig§¢iy charakteristika. Fagai skirstomi j uodeguotuosius ir beuodegius. Uodeguotieji
fagai, turintys dvigrand¢ DNR ir priklausantys Caudovirales eilei, sudaro pacig gausiausig grupe,
apimanciag apie 96 % visy zinomy bakteriofagy (Ackermann, 2007, 2009). Pagal uodegélés tipa
ilga laikg jie buvo skirstomi j tris Seimas Myoviridae (susitraukianti uodegelé), Siphoviridae
(nesusitraukinti, lanksti arba nelanksti) ir Podoviridae (trumpa ir nelanksti) (Ackermann, 2009).
Pastaruoju metu GenBank duomeny bazéje vis daugéjant naujy fagy sekoskaitos duomeny,
Caudovirales eil¢ pasipildée dar 2 Seimomis — Ackermannviridae ir Hellereviridae
(https://talk.ictvonline.org/).

Pagal vystymosi cikla uodeguotieji fagai gali buti skirstomi j lizinius ir nuosaikiuosius.
Egzistuoja lizinis ir lizogeninis nuosaikiyjy bakteriofagy vystymosi ciklai (1 pav.). Lizogeninio
ciklo metu virusinis genomas nepradeda kontroliuoti Igstelés-Seimininkés gyvybiniy procesy, bet
integruojasi j Seimininko lastelés genoma ir replikuojasi kartu su juo, kad bity generuojami
infekuoty lasteliy klonai. Sie klonai turi prana$uma — geba augti ir replikuotis ilgu laiko periodu.
Latentinés virusinio genomo formos vadinamos profagais (Criscuolo et al., 2017). Liziniai
bakteriofagai — tai fagy grupé, vykdanti lastelés-Seimininkés lizg, kuri yra reikalinga naujai
susiformavusiy virusiniy daleliy paleidimui j aplinkg. Liziniai fagai, kitaip negu nuosaikieji ir
filamentiniai fagai, lizuoja bakterijas jy gyvavimo ciklo pabaigoje, suardydami jy metabolizmg ir
iSleisdami naujai susiformavusias fagy daleles. Lizinio ciklo metu, jvyksta ekliptiné faze, kai
bakterijos lastelé dar nepalaiko savyje visiskai surinkto viriono, bet virusas replikuojasi ir

egzistuoja tiek lastelé-Seimininkeé, tiek viruso komponentai (Criscuolo et al., 2017).
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1 pav. Fago vystymosi ciklas (pagal Doss et al., 2017). Liziniai fagai dauginasi lizinio ciklo
metu, kuriame lgstelé-Seimininké yra lizuojama ir pasidauging fagai paleidziami j aplinka.
Nuosaikieji fagai gali pasirinkti lizinj ar lizogeninj cikla. Lizogeninio ciklo metu fago genomas,
vadinamas profagu, jterpiamas | lastelés-Seimininkés genoma. Profago DNR gali buti
indukuojama, tada inicijuojamas lizinis ciklas.

1.1.1. Liziniy bakteriofagy atakos ir bakterijy apsaugos strategijos

Liziniai bakteriofagai pasizymi eile etapy, kurie lemia jy prasiskverbimg j bakterines
lasteles ir naujy viriony formavimgsi. Tai ne tik priklauso nuo individualaus fago, bet ir nuo
lastelés sienelés, membranos ir kity komponenty specifiskumo (Doss et al., 2017).

Virionai — inertiniai subjektai, esantys ne lgstelé¢je-Seimininkéje, — turi du pagrindinius
uzdavinius: (1) apsaugo genomag nuo jvairiy fiziniy pazeidimy judant i§ vienos lastelés j kita, (2)
jie atpazjsta reikiamg Seimininka ir atlicka genomo pristatymo vaidmenj j tam tikra lastele
(Poranen ir Bamford, 2002). Strateginiai liziniy bakteriofagy atakos aspektai didzigja dalimi
priklauso nuo bakterijy, tai yra, kokie bus bakteriniy Igsteliy barjerai, taip virionai gebés iSplésti
turimas savybes ir pristatyti virusinj genoma j lgstelg-Seimininke (Fernandes ir Sdo-José, 2018).

Pagrindinés liziniy bakteriofagy strategijos yra:

1. Patekti j lastelés vidy;

2. Replikuotis i§vengiant lqstelés-ﬁeimininkés apsaugos mechanizmy;

.....

Bakteriofago patekimas j lastele
Patekimo strategija yra kritin¢, kad bakteriofagas galéty pasidauginti. Procesg galima

i§skirti j kelis pagrindinius etapus: (1) judéjimas bakterijos link ir bakterijos iSorinémis



struktiromis (2 pav.), (2) adsorbcija prie Seimininko apvalkalo, (3) liziniy molekuliy
panaudojimas ir genomo jSvirkstimas (Hu et al., 2013).

Pirmojo etapo reiskinys — judéjimas bakterijos link ir ,vaiks$Ciojimas* bakterijos
1Sorinémis struktiiromis — leido paaiskinti fagy adsorbcijos dimensijos redukcijos teorija, kurig
postulavo Gerold Adam ir Max Delbriick (Adam G. ir Delbruck M., 1968). Teorija teigia, jog
trijy dimensijy difuzija prie lastelés pavirSiaus yra galima tik esant dviejy dimensijy
»atsitiktiniam vaiks§¢iojimui® per lastelés membrang ieskant tinkamo receptoriaus (Storms ir

Sauvageau, 2015) (2 pav.).

2 pav. Schematinis bakteriofago T7 infekcijos modelis (Hu et al., 2013). Tomogramos rodo
skirtinga uodegéliy fibriliy orientacija. Po ,pasivaiks$¢iojimo™ po lastelés pavirsiy, kad bity
surastas receptorius uodegélei, visi uodegélés komponentai pasisuka zemyn, kad prisiri$ty prie
iSorinés membranos.

Adsorbcijos etape svarbiausias vaidmuo tenka bakteriofagy uodegéléms. Jos atlieka du
pagrindinius zingsnius: (1) prisijungia (adsorbuojasi) prie bakterinés lastelés apvalkalo (BLA) ir
(2) vykdo BLA perforacija bei virusinés DNR jleidima j 1astelés-Seimininkés citoplazma (Fokine
ir Rossmann, 2014; Onodera, 2009).

Bakteriofagy adsorbcija pradéta nagrinéti jau praeito amziaus viduryje mokslininko
Thomas F. Anderson (Anderson, 1949). Tuo metu jis pastebéjo, jog mazi elementai, esantys ant
viruso dalelés, pasizymi didesniais Brauno judesiais palyginus su lgstelés pavirSiumi, todél
sukelia daugybe¢ susidiirimy, kas lemia fago daleliy difuzijg per Igstele-Seimininke (Anderson,
1949). Nuo to laiko daugybé moksliniy grupiy nagrinéjo §j reiSkinj detaliau, parodydami
skirtingy bakteriofagy prisitaikyma adsorbuotis prie tam tikro Seimininko. Pirmoji svarbi i§vada
buvo tai, jog biitent dél adsorbcijos bakteriofagai pasizymi labai dideliu infekcijos specifiSkumu
net iki bakterijos kamieno lygmens (Braun ir Hantke, 1977).

Adsorbcija apima specifines sgveikas tarp bakteriofago uodegélés antireceptoriaus, dar
vadinamo prie receptoriaus prisijungianciais baltymais (RPB), ir vieno ar daugiau BLA
receptoriy (Fernandes ir So-José, 2018). Svarbu ir tai, kad fagai iSvysté sistemg, vadinamg
jvairove skatinandiais retroelementais, kurie generuoja iki 10%* skirtingy bakteriofago uodegélés
fibriliy variacijy (Doulatov et al., 2004). Kadangi bakteriofagai negali judéti nepriklausomai,
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adsorbcijg dazniausiai lemia atsitiktiniai susidiirimai tarp bakterijy ir fagy, temperatiira, pH,
specifiniy jony ir molekuliy buvimas aplinkoje (Rakhuba et al., 2010). Sunku apibendrinti §j
procesa, kadangi, kaip ir minéta, daznai virusas yra specifinis net tam tikram bakteriniam
kamienui ir turi specifinius adsorbcijos mechanizmus. Pavyzdziui, morfologiSkai identiskg DNR
turintys fagai PRD1 (Olsen et al., 1974) ir PM2 (Mannistd et al., 2003) panaudoja skirtingus
receptorius adsorbcijai, kurie biina koduojami tik konjugacines N, P ar W tipo plazmides
turin¢iuose Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ir Salmonella enterica kamienuose.
Galima i$skirti tai, jog viriony prisitvirtinimg prie lgstelés pavirSiaus dazniausiai sudaro du
etapai: grjZztamasis ir negrjZztamasis. NukleortigSties jSvirkStimas seka po negriztamosios
adsorbcijos (Rakhuba et al., 2010).

Liziniy molekuliy panaudojimas ir nukleoriigSties jSvirkStimas yra paskutiniai ir
svarbiausi etapai bakteriofagui patenkant j Igstelés vidy. Liziniy RPB fermentiskai kerpa arba
modifikuoja polimerines receptoriy dalis, kaip, pavyzdziui, lipopolisacharida, Gram-neigiamy
bakterijy kapsule ar Gram-teigiamy bakterijy sienelés teichoines ragstis (Fernandes ir S80-José,
2018). Prisijunges prie lastelés pavirSiaus virionas patiria svarbius struktiirinius persitvarkymus,
kurie yra kritiniai, kad virusiné genetiné medziaga biity pernesta j lastele-Seimininke. Sie
struktiriniai pokyciai patiriami todél, kad laisvi virionai savyje saugo santykinai pastovia
energija, o saveika su bakterijos receptoriais (tinkamomis salygomis) sukelia peré¢jimg i
Zemesnés energinés biisenos struktiirinj iSsidéstyma (Raspaud et al., 2007). Toks peréjimas yra
esminis tam, kad biity atidaryta galva-uodegélé jungtis ir suformuotas kanalas per bakterinés

lastelés apvalkalag DNR jSvirkstimui j 1gstele-Seimininke (3 pav.) (Fokine ir Rossmann, 2014).

PG

cMm

csoes

3 pav. Fago LL-H antireceptoriaus ir Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808
lipoteichoinés rugsties (LTA) saveikos per ekstralasteline infekcijos faze modelis (Munsch-
Alatossava ir Alatossava, 2013). Sitloma versija, jog Kkiekvienas fago antireceptorius,
sgveikaudamas su LTA gliukozés lickanomis (zalia) ir fosfatinémis grupémis (juoda) tvirtinasi
prie Siy LTA peptidoglikano (PG) iSoréje. Uodegelé patiria struktiirinius persitvarkymus,
iSleidzia PG degraduojancias medziagas (geltona), sukurian¢ios tunelj, kuriuo toliau
bakteriofagas jSvirkscia geneting medziaga j bakterijos citoplazma.
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Bakteriofago replikacija ir vidulasteliniai bakterijos apsaugos mechanizmai

Po virusinio genomo patekimo j lastele-Seimininke, sekantis etapas buty bakterijos
apsaugos sistemy iSvengimas ir replikacija. Replikacija ir baltymy sintezé vyksta

perorganizuojant lastelés-Seimininkés metabolizmg j fagui naudingg (Drulis-Kawa et al., 2012).

Fago genomg sudarantys genai pagal savo raiSkos pobtid] yra skirstomi j ankstyvuosius,
viduriniuosius ir vélyvuosius (Miller et al., 2003). Fago DNR patekus j bakterijg, 1gstelés-
Seimininkés RNR polimeraz¢ atpazjsta labai stiprius fago promotorius ir vykdo ankstyvyjy geny
transkripcija. Véliau vyksta viduriniyjy geny nura$ymas. Siy geny produktai, kuriy didZioji
dauguma yra mazesni nei 250 aminorigsciy, apsaugo fago genomg ir pajungia bakterijos
metabolizmg savo reikméms, veikdami bakterinés DNR replikacija, transkripcija, baltymy
ekspresija ir lastelés dalijimgsi per baltymas-baltymas saveika. Tokia sgveika yra esminis
bakteriofagy apsaugos mechanizmas ir bakterinés Igstelés iSvedimas i§ pusiausvyros, jai negalint

ekspresuoti baltymus, reikalingus savo apsaugos sistemoms (Drulis-Kawa et al., 2012).

Didzioji dalis baltymas-baltymas sgveiky tarp bakteriofagy ir jy Seimininky pastebimi
ankstyvose infekcijos stadijose, kai jvyksta peréjimas i§ lgstelés-Seimininkés | faga orientuota
metabolizma, kas butent lemia didelg ankstyvyjy baltymy svarba (Roucourt ir Lavigne, 2009).
Vienu pirmyjy bakterijos apsaugos mechanizmy, kuriuo ji ,,pasitinka“ genetine bakteriofago
medziaga, — tai restrikcijos-modifikacijos (R-M) sistemos. Jas sudaro restrikcijos endonukleazé
(REaz¢), atpazjstanti svetimg DNR ir hidrolizuojanti ja specifinése vietose. Taip pat
modifikacijas vykdancios metiltransferazés, kurios modifikuoja specifiniy lastelés-Seimininkés
DNR seky bazes, taip apsaugodamos bakterijos DNR nuo degradacijos (Labrie et al., 2010;
Samson et al., 2013a). Taciau fagas panaudoja didelj spektra antirestrikcijos mechanizmy, kurie
klasifikuojami j aktyvius ir pasyvius (4 pav.). Pasyvieji mechanizmai apima metiltransferazing
fago DNR modifikacija (4 pav., b), bet dalis bakterijy turi R-M sistemas, kurios atpazjsta net ir
modifikuotas bazes (Samson et al., 2013a). Kai kurie fagai savo DNR sekose nataraliai turi
maziau restrikcijos atpazinimo viety (4 pav., a) arba dé¢l patirty mutacijy pasikeicia fago DNR
seka, kurios neatpaZjsta lastelés-Seimininkés REaz¢é. Aktyvieji mechanizmai siejami su faginiais
baltymais, kurie jungiasi prie fago DNR ir taip maskuoja ja nuo R-M sistemos (4 pav., c) arba
kurie struktiiriS$kai atkartoja DNR fosfato struktiirg ir tiesiogiai sgveikauja su REaze (4 pav., d);
taip pat fagai geba stimuliuoti 1gstelés-Seimininkés modifikuojancius fermentus, kad apsaugoty

savo paciy genoma (4 pav., €) (Samson et al., 2013a).
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4 pav. Pasyvios ir aktyvios bakteriofagy strategijos iSvengti restrikcijos-modifikacijos (R-
M) sistemy poveikio (Samson et al., 2013). (a) Kai kurie fagai turi tik keletg restrikcijos viety
savo genome arba $ios vietos yra toli, kad buty atpazintos restrikcijos endonukleaziy (REaziy).
(b) Fagy genomas gali biiti modifikuojamas metiltransferaziy (MTaziy), o pasidauginusio tokio
modifikuoto fago DNR bus apsaugota nuo specifiniy REaziy, kai fagas infekuos kita bakterijg su
tokia pacia R-M sistema. Toks pats procesas jvyks ir su paties fago koduojamomis MTazémis.
(c) Fagas geba kartu su DNR jSvirksti baltymus (pvz., DarA ir DarB), kurie maskuoja virusing
DNR. (d) Fago baltymas (pvz., T7 fago Ocr baltymas) geba pamégdzioti taikining DNR ir
slopinti restrikcijos fermenta. (e) Fago baltymas (pvz., fago A Ral baltymas) geba aktyvuoti
Mtazg ir jgalinti fago DNR apsauga.

Kitas bakterijy apsaugos mechanizmas yra CRISPR-Cas sistemos. Analizuojant
bakteriniy genomy sekas pastebéta, kad pusé bakteriniy genomy koduoja su CRISPR-Cas
susijusius genus. CRISPR lokusg sudaro trumpi pasikartojimai, tarp kuriy yra jsiterpusios
variabilios svetimos kilmés DNR sekos (angl. spacer), $alia kuriy taip pat yra Cas baltymus
koduojantys genai (Makarova et al., 2015). CRISPR-Cas apsauginiai mechanizmai apsaugo
bakterijag nuo bakteriofago atakos jterpdami i§ fago kilusig seka j CRISPR lokusg Seimininko

genome (Barrangou et al., 2007).

Pastaraisiais metais iSaiSkinta, kad kaip atsaka Sioms bakterijy sistemoms fagai iSvysté
apsauginius mehanizmus. P. aeruginosa nuosaikiuosiuose faguose nustatyti anti-CRISPR (acr)
genai, kuriy sintetinami baltymai blokuoja CRISPR-Cas kompleksy formavimasi arba jy
aktyvuma (Bondy-Denomy et al., 2012), Vibrio cholerae faguose buvo aptiktos paciy fagy
funkcionalios CRISPR-Cas sistemos (Seed et al., 2013). Fago genome esantis klasteris sudarytas
i Sesiy cas geny ir dviejy CRISPR lokusy, tarp kuriy esancios sekos (spacer) yra
komplementarios fago indukuojamoms 18 kb ,,saleléms* V. cholerae bakterijos chromosomoje.
Fago infekcijos metu Sie chromosomos elementai iSkerpami, kartu yra aktyvuojama antifaginé
sistema (Seed et al.,, 2013). Fago koduojamas CRISPR-Cas kompleksas saveikauja su
chromosomos koduojama CRISPR-Cas bakterijos apsaugos sistema ir ja inaktyvuoja. Sis

procesas taip pat leidZia fagui uZbaigti jo lizinj cikla.
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Dar viena bakteriné apsaugos sistema, kuriai jveikti bakteriofagas iSvysté atsparumo
mechanizmus, yra nebaigtos infekcijos mechanizmai (angl. abortive infection, Abi). Si sistema
geba sustabdyti jvairius fagy replikacijos ciklo etapus, bet skirtingai nei kity sistemy atvejais,
Abi sukelia Igstelés Seimininkés susinaikinimg, kas leidzia apsaugoti kitas, dar neinfekuotas,
lasteles nuo fago infekcijos. Abi sistemas dazniausiai sudaro baltymas ar baltymy kompleksas ir
jie yra randami mobiliuosiuose genetiniuose elementuose kaip profagai ir plazmidés (Rostal ir
Marraffini, 2019). Viena labiausiai paplitusiy Abi subgrupiy yra toksino-antitoksino (TA)
sistema. Sios sistemos yra sudarytos i§ toksino ir neutralizuojan¢io antitoksino, kuris palaiko
toksing neaktyvy esant normaliai Igstelés biisenai. Antitoksinas yra labilesnis nei toksinas, taigi,
kai bakterija susiduria su stresinémis salygomis, antitoksinas yra degraduojamas ir toksinas
indukuoja Igstelés ziitj (Samson et al., 2013a). Kalbant apie pavyzdzius, net 23 skirtingos Abi
sistemos yra rastos Lactococcus lactis bakterijose (Chopin et al., 2005; Samson et al., 2013b).
Nors daugeliu atvejy tikslus Siy sistemy veikimo mechanizmas néra iSaiSkintas, taciau
bakteriofagai, kurie gali jveikti Sig sistema, yra aprasyti. Pavyzdziui, fago bIL66 baltymas ORF1
aktyvuoja AviD1 sistema, kuri blokuoja fago ORF3 baltymo ckspresija ir taip paveikia fago
dalijimasi (Bidnenko et al., 1995, 1998).

Viriono stadija

Paskutiniu bakteriofago infekcijos etapu naujos virusinés dalelés lygiai taip pat, kaip
patenkant, ir iSeinant i§ Igstelés turi jveikti fizinius lastelés-Seimininkés barjerus. Sie barjerai
susideda i§ citoplazminés membranos, lgstelés sienelés ir Gram-neigiamy bei mikobakterijy

atveju — iSorinés membranos (Cataldo et al., 2013).

Dvigrandés DNR (dvgDNR) bakteriofagai pasinaudoja paciu drastiskiausiu biidu jveikti
bakterinés sienelés barjerus — jie indukuoja lastelés mirtj, arba kitaip zinoma lize. Lizei sukelti
reikalingas nemazas kiekis ir jvairiy baltymy, kurie veikdami sinergistiskai indukuoja minétajj

procesa ir nauji virionai yra i$leidziami j iSorg (Cataldo et al., 2013).

1.1.2. Bakteriofagy taikinys: bakteriju apvalkalas

Pagrindiniai skirtumai tarp Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy bakterijy taip pat lemia ir
skirtingg bakteriofagy infekcijos eiga joms. Galima iSskirti Siuos pagrindinius skirtumus tarp
minéty bakterijy, kurie yra aktualts kalbant apie bakteriofagus: (1) peptidoglikano sudétis; (2)
1Sorinés membranos buvimas/nebuvimas; (3) periplazminé erdvé; (4) teichoiniy ragséiy
buvimas/nebuvimas; (5) piliy buvimas/nebuvimas. Dazniausiai aptariami skirtumai yra susij¢ su
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bakterijos pirmine apsauga — bakterinés lgstelés apvalkalu, kas taip pat yra ir Sio darbo
pagrindinis objektas i§ bakterijy pusés.

Kaip ir Zmogaus organizme pirmasis apsaugos lygmuo, kurj sutinka patogenas, yra oda,
kaip analogijg galima jzvelgti ir bakterijy lygmeniu. Pirmasis barjeras, su kuriuo susiduria fagai,
kaip minéta, yra BLA ir jo komponentai. Sie komponentai varijuoja priklausomai nuo to, ar
bakterija yra Gram-teigiama, ar Gram-neigiama. Bakterinés lastelés apvalkalas yra pirmoji
struktira, apsauganti lgstele nuo iSorés poveikio, palaikanti homeostaze ir leidzianti
nenutrikstamg maisto medziagy judéjimg ] Iastele ir medziagy apykaitos produkty pasisalinimag
i§ lgstelés (Dufresne ir Paradis-Bleau, 2015). Gram-teigiamos bakterijos pasizymi papras¢iausia
bakterinés lastelés apvalkalo struktiira, sudaryta i§ citoplazminés membranos (CM) ir standzios
lastelés sienelés (5 pav., a). Gram-neigiamos ir mikobakterijos turi papildoma membrang —
iSoring membrang, kuri gaubia CM (5 pav., b ir ¢). Taip pat be BLA, bakterijos gali turéti
baltyminga S-sluoksnj ir polisachariding kapsule (Fernandes ir S&o-José, 2018). Si pirminé
apsauga kartais biina kritiné, kad fagas nepraeity j lastele, tad ir negaléty pasidauginti.

(@) (b) (c)

ST e R

Capsule

5 pav. Schematinis bakterinés lastelés apvalkalo vaizdas Gram-teigiamose (a), Gram-
neigiamose (b) ir mikobakterijose (c) (pagal Fernandes ir Sdo-José, 2018). CM (angl.
cytoplasmic membrane) — citoplazminé membrana; CW (angl. cell wall) — Igstelés sienelé; OM
(angl. outer membrane) — iSoriné membrana; IMP (angl. inner membrane proteins) — vidinés
membranos baltymai; PLs (angl. phospholipids) — fosfolipidai; PG (angl. peptidoglycan) —
peptidoglikanas; AG (angl. arabinogalactan) — arabinogalaktanas; LP (angl. lipoprotein)-
lipoproteinai; CAP (angl. covalently attached protein) — kovalentiskai prijungti baltymai; LTA
(angl. lipoteichoic acids) — lipoteichoinés rtigstys; SCWAP (angl. secondary cell wall polymers)
— antrinés Igstelés sienelés baltymai; WTA (angl. wall teichoic acids) — sienelés teichoinés
ragstys; OMP (angl. outer membrane protein) — iSorinés membranos baltymai; LPS (angl.
lipopolysaccharide) — lipopolisacharidas; MA (angl. mycolic acids) — mikolinés rtgstys; GL
(angl. glycolipids) — glikolipidai; FL (angl. free lipids) — laisvieji lipidai; S-layer — S-sluoksnis;
Capsule — kapsulé.

Kapsulé

Bakteriofagui infekcijos pradzioje svarbu adsorbuotis prie Seimininko receptoriaus.
Labiausiai iSoréje esanti bakterijy struktiira — tai kapsulé, kuri visiskai ,,uzdaro* bakterijg ir
paslepia jos receptorius (Scholl et al., 2005). Kapsulg sudaro didelés molekulinés masés

(kapsuliniai) polisacharidai. Kapsulés susirinkimas yra sudétingas procesas, kai aktyvuoti
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pirmtakai (nukleotidiniai monofosfo- ir difosfo- angliavandeniai) citoplazmoje surenkami j
pirminj polisacharidg veikiant su vidine membrana asocijuotiems fermentams (Whitfield, 2006).
Kapsulés polisacharidai yra zinomi kaip bakterijos virulentiSkumo faktoriai, evoliucionave
bakterijoje. Evoliucionuojant bakterijai, evoliucionavo ir bakteriofagas, sugebédamas bakterijos
kapsulés polisacharidus panaudoti kaip receptorius adsorbcijai. Batent tai yra matoma Gram-
neigiamy bakterijy faguose, tipiskai turintys vieng ar daugiau uodegélés pluosty ar smeigtuky
kopijy, kurie kiekvienas gali prisijungti ir degraduoti tam tikrg kapsulés tipg (Pan et al., 2017).
Bakteriofagas pasitelkia procesyvines depolimerazes, kurios yra jo uodegélése ar smeigtukuose.
Jos tarsi grezia kapsule, kol pasickia antrinius receptorius, kurie toliau aktyvuoja virusinés DNR
patekimo mechanizmus (Yan et al., 2014). Gram-neigiamose bakterijose pra¢jus pro kapsule
sutinkama kita struktiira — lipopolisacharidinis sluoksnis (LPS), kurio O-polisacharidiné grandiné
taip pat yra receptorius depolimerazei. Butent prisijungimas prie receptoriaus leidzia

bakteriofagui tvirtintis ant iSorinés membranos ir taip pat ja atidaryti (Broeker ir Barbirz, 2017).
Lipopolisacharidas

LPS — tai iSorinés membranos dalis, sudaryta i§ glikolipidy lipopolisacharidy. LPS
molekulé yra sudaryta i$ trijy daliy: lipidinés dalies (lipidas A), nepasikartojancios ,,kamieninés*
dalies (oligosacharidas) ir labai variabilios dalies (O-antigeno polisacharidas) (Ruiz et al., 2006).
LPS O-antigenas yra vienas i$ pagrindiniy pavir§iaus antigeny, lemianc¢iy serotipinj skirtuma tarp
Gram-neigiamy bakterijy ir yra daZzniausias receptorius bakteriofagams (Bertozzi Silva et al.,
2016).

Peptidoglikanas

Peptidoglikanas (PG) — tai trijy dimensijy grotuota struktiira, sudaryta i§ peptidy ir
glikano liekany (6 pav.). Polimeras, sudarytas i§ N-acetilmuraminés rugsties (MurNAc) ir N-
acetilgliukozamininés (GIcNAc) rugsties liekany, sujungty PB(1—4) rySiais, yra pagrindinis
,»glikano* PG komponentas (Schumann, 2011). Glikano polimeras yra kovalentiskai sujungtas su
trumpu kamieniniu peptidu per amidinj ry$j tarp MurNAc ir L-alanino, kuris yra pirmoji amino
ragstis ,,peptido* komponente. Kamieninio peptido likutis yra sudarytas i§ kintanc¢iy L- ir D-
formos aminortigs¢iy, kurios yra gana konservatyvios Gram-neigiamose bakterijose, bet
variabilios Gram-teigiamose. Daugeliui Gram-teigiamy organizmy tre¢ioji kamieninio peptido
liekana yra L-lizinas, kuris kryzmiskai jungiasi su kito glikano kamieniniu peptidu taip
suformuojant tilta tarp peptidy (Schleifer ir Kandler, 1972). Sie tiltai skirtinguose organizmuose
taip pat skiriasi. Nuo to, ar rySys tarp peptidy egzistuoja bakterijoje, ar ne, priklauso trijy

dimensijy grotuota PG struktiira. Svarbu paminéti, jog kai kurie antibiotikai biitent veikia rySiy
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tarp peptidy susidarymg, kadangi kryzminé padétis yra kritiné tinkamam Igstelés sienelés

susiformavimui ir bendram integralumui, taigi, ir organizmo i§gyvenamumui (Schumann, 2011).

Escherichia coli Staphylococous aureus
{ Gram-negative) Gramepositive)
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6 pav. Peptidoglikano struktira (Mayura Ajay Kale ir Sayeed Sk Mohammad, 1970).
Peptodoglikano struktiira Gram-teigiamose ir Gram-neigiamose bakterijose.

Citoplazminé membrana

CM yra budinga visoms bakterijoms, daugeliu atvejy esanti tarsi pusiau pralaidus
barjeras, skiriantis ir apsaugantis citoplazmos komponentus nuo iSorinio poveikio. Tai
simetriSkas fosfolipidy dvisluoksnis su jsiterpusiais glikolipidais, lipobaltymais, baltymais ir jy
kompleksais, kurie svarbiis lgstelei gaunant maisto medZiagas, iSoriniy stimuly pojuciui ir
atsakuli, ir bendrai bakterinio apvalkalo biogenezei (Dufresne ir Paradis-Bleau, 2015). Dauguma
Gram-teigiamy bakterijy turi lipoteichonines riigstis (LTA), kurios yra CM inkarinés struktiiros,
besitvirtinancios per glikolipido subvienetg ir turinCios fosfatais turtingg polimering lieckana,
skrodziancig citoplazmine sienele (CS) (Percy ir Grundling, 2014). CM yra svarbi generuojant
energija lastelei. Elektrony perneséjai ir transporteriai, esantys CM, yra atsakingi uz jony

gradiento formavimasi per visg membrang (Dufresne ir Paradis-Bleau, 2015).

Visos aptartos struktiiros yra pagrindiniai komponentai, su kuriais susiduria bakteriofagy
liziniai baltymai, kai bakteriofagas kerta lastelés sienelés barjera patenkant j Igstelés vidy arba

iSeinant | iSorg.

1.2.  Liziniy bakteriofagy endolizinai
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Liziniai bakteriofagy baltymai, arba dazniausiai vadinami lizinais, - tai dar labai placiai
neistyrinéti infekciniai baltymai. Placiaja prasme lizinius bakteriofagy baltymus galima isskirti j

dvi dideles grupes: su virionu asocijuoti lizinai ir endolizinai.

Dvigrandziag DNR turintys uodeguotieji bakteriofagai, kurie sudaro apie 96 % visy
bakterijy virusy (Ackermann, 2007), Iastelés lizei naudoja endolizino ir holino strategija.
Endolizinai — tai bakterinés lgstelés sienclés peptidoglikang degraduojantys fermentai, kurie
naturaliai yra reikalingi fago dauginimosi vélyvojoje stadijoje susiformavusiy viriony i$éjimui |
aplinka. Endolizinai yra kaupiami citozolyje lizinio ciklo vélyvojoje stadijoje. Holinai yra
membraniniai baltymai, kurie telkiasi citoplazminéje membranoje ir formuoja dideles poras, per
kurias endolizinas pasiekia peptidoglikang (Young, 2014). Tiriant lamboidinj faga 21, buvo
iSaiskinta kita holiny grupé, pinholinai, kurie formuoja mazas poras (Park et al., 2007). Neseniai
buvo nustatyta, kad A fage pilnai lizei jvykti reikalingas vidinés ir iSorinés lastelés membrany
susiliejimas. Sig funkcija atliekantys baltymai buvo pavadinti spaninais (angl. spanins).
Bioinformatiniais metodais nustatyta, kad Sie baltymai yra labai placiai paplit¢ gram-neigiamas

bakterijas infekuojanciuose faguose (Summer et al., 2007).
Struktiira ir funkcija

Daugumos Gram-neigiamas bakterijas infekuojanéiy bakteriofagy endolizinai yra nedideli,
nuo 15 iki 20 kDa dydzio globuliniai baltymai, kuriuos sudaro vienas N-galinis katalitinis
domenas (KD) ir kartais vienas C-terminalinis lastelés sienelés prisijungimo domenas (LSPD).
Gram-teigiamas bakterijas infekuojanc¢iy bakteriofagy endolizinai N-galinéje dalyje turi vieng ar
kelis KD, sujungtus lankscia tarpdomenine jungtimi su C-galinéje dalyje esanc¢iu LSPD (7 pav.)
(Sdo-José, 2018).

Endolizinai atlieka dvi pagrindines funkcijas — atpazinima ir fermentinj skélimg. C-galinis
LSPD geba specifiSkai jungtis prie peptidoglikano ligandy arba antriniy lastelés sienelés
polimery kaip teichoinés riigtys ar polisacharidai, kurie daZnai yra saviti tam tikrai bakterijy
rasiai ar net kamienui, todél endoliziny prisijungimo specifiSkumas yra itin didelis (Schuch et al.,
2002). N-galinis domenas yra atsakingas uz specifinio rySio peptidoglikane skélimg ir vykdo

fermenting reakcija.
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7 pav. Gram-neigiamas ir Gram-teigiamas bakterijas infekuojanciy bakteriofagy
endoliziny domeniné struktara (pagal S&o-José, 2018). CD (angl. catalytic domain) —
katalitinis domenas; CWBD (angl. cell wall binding domain) — Igstelés sienelés prisijungimo
domenas. Skaiciai rodo kopijy skai¢iy ir ,,n“ parodo, koks skai¢ius motyvy gali sudaryti dome

v

hetero-oligomerinio endolizino subvienetai atskirti ,,+* Zenklu.

Veikimo mechanizmai

E. coli A fago lizés modelis, kuriame veikia holino-endolizino sistema, ilga laika buvo
geriausiai zinomas ir i§nagrinétas, todél laikytas kanoniu modeliu (8 pav., a) daugeliui dvgDNR
fagy (Young ir Wang, 2006; S&o-José, 2018). Holinai laikomi fagy infekcijos ,,laikrodziu®,
kadangi holinams pradedant formuoti poras yra inicijuojamas paskutinis bakteriofago
pasidauginimo etapas — viriono stadijos pradzia (Wang et al., 2000). Holiny pagrindinis tikslas —
atverti kelig endolizinams iki citoplazminés sienelés arba peptidoglikano. Kol protony judéjimo
galia (PJG) (angl. proton-motive force) pasiekia tam tikra lygj, holinai nepazeisdami lastelés yra
kaupiami citoplazmoje. Kai pasiekiama specifiné kritiné holiny koncentracija, jvyksta staigus jy
susikaupimas ir agregacija vienoje vietoje ties CM, kas lemia tarsi ploksteliy formavimg ir CM
laidumo padidinimg. Dél §iy procesy ivyksta galutiniai struktiiriniai CM poky¢iai, salygojantys
pory susiformavimg (White et al., 2011; Young, 2013). Lambdoidiniai fagai ir kai kurie Kiti
(pvz., fagas T4) taip pat savo genome koduoja holino antagonistag — antiholing. Lambdoidinio
fago atveju antiholinas nuo holino skiriasi keliomis aminortigs¢iy lieckanomis N-galinéje dalyje,
bet tai lemia, jog antiholinas nejsiterpia | CM, o dimerizuojasi su holino molekule ir stabdo jos

prading funkcijg, taip kontroliuodamas holino veikimg (Blasi and Young, 1996).

Iki pat 2000 mety holino-endolizino modelis, kaip minéta, laikytas kanoniniu lizés
modeliu. S&o-José su bendradarbiais (S&o-Jose et al., 2000) parodé, kad gram-teigiamy bakterijy
atveju egzistuoja ir kita galimybé endolizinams pasiekti peptidoglikang. Buvo parodyta, jog
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Oenococcus oeni fOg44 fago endolizinas turi Sec tipinj signalinj peptida (SP), kuris atpazjstant
bakterijos sekrecijos Sec sistemai, lemia endolizino transportg iki peptidoglikano (S&o-José et
al.,, 2004). Gram-neigiamas E. coli infekuojanc¢iuose faguose P1 ir 21 taip pat nustatyti
sekretuojami endolizinai, N-galinéje dalyje turintys signaline seka, vadinama signalo-sulaikymo-
paleidimo (angl. signal-anchor-release SAR sequence) domeng (Xu et al., 2004). Jdomu tai, kad
sekretuojamus endolizinus turintys fagai taip pat koduoja ir holinus, kurie nors ir nedalyvauja
endoliziny transporte, taCiau yra svarbiis jy aktyvavimo procese (8 pav., b). Toliau tiriant §j
nekanonin] mechanizmg, pastebéta, jog SAR domeng turintys endolizinai pasizymi nedideliu
dydziu, todél holiny formuojanios poros taip pat yra nedidelés (apie 2 nm). Siuos holinus
pradéta vadinti pinholinais, kad biity atskirti nuo kanoniniy mikrono dydzio holiny (Park et al.,
2007).

(a) aktyvacqa (b) aktyvacua
PGQBQEQ&@"(QQ X 8
oM m([[=> & t ) @ ‘ [
L citoplazma citoplazma L
L kanoninis holinas L kanoninis holinas arba pinholinas
= mikrono dydZio holino poros - mikrono arba nanometro dydZio holino poros
0 ¢-endolizinas 0 e-endolizinas ) ) inkés eksporto si:

8 pav. Kanoninis (a) ir nekanoninis (b) lizés modeliai (pagal Fernandes ir Sdo-José, 2018).
Kanoniniame modelyje endolizinai (c-endolizinai) lastelés sienele gali pasiekti tik per holino
poras, kurios turi biiti pakankamo dydzio, kad praeity fermentas. Nekanoniniame lizés modelyje
lastelés-Seimininkés sistemos (pvz., Sec sistema) perkelia lizinj baltymg (e-endolizing). Svarbus
protony judéjimo galios (PJG) pasikeitimas, kad biity aktyvuotas e-endolizinas (tai pasiekiama
per kanoninio holino ar pinholino poras).

Dar vienas identifikuotas nekanoninis lizés mechanizmas pasizymi tuo, jog Streptococcus
pneumoniae SV1 fago endolizino C-terminalinis galas turi pasikartojanéias choling
prisijungiancias sekas (Frias et al., 2013). Teichoinés ruigstys, esanios ant S. pneumoniae
peptidoglikano, turi cholino liekany, todél jos pasitarnauja endolizinams kaip ligandai. Teigiama,
jog endolizinas ir pneumokokinis autolizinas jungiasi prie teichoiniy rugs$¢iy pirmtaky, kurie taip

pat turi cholino, ir taip yra ko-transportuojamos per CM iki peptidoglikano (Frias et al., 2013).

Paskutiniai liziniai baltymai, uzbaigiantys lastelés lize, — kaip parodé tyrimai — yra
spaninai, reikalingi jveikti paskutinj lastelinj barjera — iSoring membrang ir jos komponentus.
Nors Sie baltymai vadinami ,,pagalbiniais“, vis labiau jrodomas jy bitinumas, ypa¢ Gram-
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neigiamy bakterijy lizé¢je. Spaninai sujungia iSoring membrang ir peptidoglikang per visg lastelés

sienelés ilgj ir suardo iSoring membrang (Summer et al., 2007).

1.2.1. Peptidoglikano hidrolazés

Bakteriofagy endolizinai — tai gana gerai ir placiai iSnagrinéta PG hidrolaziy grupé, kuri
budinga biitent bakteriofagams. Iprastai PG hidrolazés bakteriofagams pasitarnauja kaip jrankis,
kuris leidzia paskutinéje viruso pasidauginimo stadijoje isleisti virusines daleles j iSor¢. Visgi dar
1940 metais buvo parodyta, jog egzistuoja ,lizé i§ iSorés™ — terminas, panaudotas apibudinti
bakterijy lize nesant pilnam litiniam infekcijos ciklui (Delbriick, 1940). Panaudojant iSgrynintus
rekombinantinius lizinus pakankamai neseniai buvo pademonstruotas Sis efektas pries taikinines
bakterijas (Fischetti et al., 2006).

Struktiira ir funkcija

PG hidrolazés pasizymi tokia pat struktiirine organizacija kaip ir like endolizinai. Lygiai
taip pat, kaip ir jy, taip ir PG hidrolaziy jvairové ir domeniné organziacija yra didelé. Svarbu
paminéti, kad hidrolaziy aktyvumas yra specifiSkas tam tikram peptidoglikano tipui, antriniy
modifikacijy kiekiui ar molekulinei masei (Vollmer, 2008). Dazniausiai katalitiniai domenai
buna trumpi (apie 100-200 aminortgsciy ilgio) ir kiekvienas pasizymi skirtingais fermentiniais
aktyvumais, pavyzdziui, stafilokoko @11 endolizinas turi tiek N-acetilmuramoil-L-alanino

amidazinj aktyvuma, tiek D-alanil-glicil endopeptidazinj aktyvuma (Navarre et al., 1999).

Kaip paaiskéja, egzituoja keliy fermentiniy aktyvumy PG hidrolazés. Pagal C-terminalinj

domeng Sie endolizinai yra skirstomi j 3 pagrindines grupes pagal tai, kokj rysj skelia.
Fermentiniai aktyvumai

Peptido glikang degraduojantys endolizinai gali buti Suskirstyti  tris pagrindines grupes:
glikozidaziy, amidaziy ir peptidaziy (9 pav.). Glikozidazés skelia vieng i$ dviejy glikozidiniy
rySiy  glikano  grandingje ir yra  skirstomos |  N-acetil-f-D-gliukozaminidazes
(gliukozaminidazés), N-acetil- p-D-muramidazes (muramidazés arba lizocimai) ir litines
transglikozilazes (Alcorlo et al., 2017). Peptidoglikano amidazés hidrolizuoja amidinj rysj tarp
pirmosios peptidinio kamieno aminoriigsties liekanos ir N-acetilmuramoil-L-alanino amidazés
(NAM). Peptidazes skelia rySius viduje arba tarp peptidiniy grandiniy. Peptidazés dar skiriamos |

karboksipeptidazes, kurios pasalina C-terminalinio galo amino ragsties liekanas, ir |
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endopeptidazes, kurios skelia rySius peptido viduje. Visi Sie fermentai, iSskyrus litines
transglikozilazes, skelia PG hidrolizés btidu (Alcorlo et al., 2017).
Minéti fermentiniai aktyvumai kol kas yra pagrindiniai. Siuo metu pasinaudojant

duomeny bazémis yra iSskiriama dar daugiau klasiy.

Peptidoglikano hidrolazés, kaip sako pavadinimas, hidrolizuoja peptidinj rysj, prie

substrato prijungdamas vandenj ir atskeldamas specifinius rysius.

9 pav. Schematiné peptidoglikano struktiira su galimais hidrolaziy fermentiniais
aktyvumais ir jy skeliamais rySiais (pagal Gutiérrez et al., 2018). 1 zymi N-Acetilmuramoil-
Lalanino amidazinj aktyvumo skélima; 2 Zymi tarppeptidinio ry$io endopeptidazinio aktyvumo
skélimg; 3 zymi L-alanoil-D-glutamato endopeptidazinis aktyvumas; 4 - N-acetil-D-
muramidazinis aktyvumas; 5 zymi litinj transglikozilazinj aktyvumg; 6 — N-acetyl-D-
gliukozaminidazinis aktyvumas.

1.2.2. Endoliziny pritaikymas ir panaudojimas

Pastebg¢jus iSgryninty rekombinantiniy endoliziny gebéjima lizuoti bakterijas, jvertintas
milziniskas jy, kaip antimikrobiniy junginiy, potencialas.

Endolizinais paremti antibakteriniai junginiai geba labai efektyviai nuzudyti Gram-
teigiamas bakterijas dél juy specifinio veikimo j peptidoglikana ir geba hidrolizuoti Iastelés
sienele (Fischetti et al., 2006). Visgi problema iskilo ties endoliziny poveikiu Gram-neigiamoms
lasteléms, mat per jy tvirta ir nelaidy lipopolisacharidinj sluoksnj, kuris gaubia lgstele,
endolizinai labai sunkiai praeina (Harada et al., 2018). Tac¢iau Briers su komanda (Briers et al.,
2014) isvysté technologijg, kuri leido panaudoti endolizinus kaip antibaktering priemong net ir
prie§ Gram-neigiamas bakterijas. Siuo metu taip pat atsiranda daugiau tyrimy su Gram-
neigiamomis bakterijomis ir jy natiiraliai esanéiy bakteriofagy endoliziny identifikavimu
(Gerstmans et al., 2018; Lukacik et al., 2012). Visgi platesni tyrimai kol kas atliekami su Gram-
teigiamomis bakterijomis, nors egzistuoja ir nemazai mokslininky grupiy, dirbanciy ties abiejy

tipy bakterijomis.
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Kaip antimikrobinius junginius, lizinus nuo antibiotiky, skiria tai, jog lizinai (1) yra
staiglis bakteriocidiniu aktyvumu prie$ tiek stacionarios, tiek eksponentinés fazés bakterijas
pasizymintys junginiai, gebantys per kelias minutes nuo kontakto pradzios ardyti auksto
konservatyvumo peptidoglikano substratus; (2) jie taip pat geba veikti prie$ biopléveles; (3)
pasizymi sinergistiniu poveikiu su antibiotikais; (4) lizinas geba bakterija padaryti vél jautrig
antibiotikams (Daniel et al., 2010).

Terminas ,,enzibiotikai biitent apibiidina Sig naujg antibakteriniy junginiy klase, j kurig
itraukiami tiek endolizinai, tiek su virionu asocijuoti lizinai. Visgi pastarieji dél savo savybiy
nusileidzia endoliziny potencialui (Sdo-José, 2018). Enzibiotiky pagrindinis potencialas — tai
antibiotiky pakeitimas, kadangi kasmet Pasaulio sveikatos organizacijai (PSO) paskelbiant
rezultatus apie fiksuojamg naujy atsparumy atsiradimg padidé¢ja deSimtimis karty
(https://www.who.int/mediacentre/news/releases/2018/antibiotic-resistance-found/en/), taigi
antibiotiky alternatyvos paieska yra butina. Aktualu yra tai, jog kol kas néra uzfiksuota atvejy,
kad egzogeniSkai bakterijas paveikiant bakteriofagy endolizinais, jos bty i§vysciusios
atsparuma, nors Kkitaip yra panaudojant, pavyzdziui, pacius bakteriofagus. Svarbi sritis,
reikalaujanti antibiotiky alternatyvy, yra medicina. Atlickama daugybé tyrimy, siekiant gauti
aktyvius endolizinus ir pritaikyti juos terapiniais tikslais — jau atlikti sékmingi tyrimai su
streptokokais pelése (Jado, 2003). Taip pat endolizinai yra nagrin¢jami kaip galimi vakciny
perneséjai, kadangi pasitarnauja jy gebéjimas sukelti lastelés mirtj ir iSleisti citoplazminj turinj
(Panthel et al., 2003).

Jau pastargjj deSimtmetj ir kiek anksc¢iau yra ieSkoma galimybé bakteriofagy endolizinus
pritaikyti maisto pramonei kovojant prie§ Listeria monocytogenes, Salmonella, Campylobacter,
E. coli, Clostridium ir Staphylococcus aureus bakterijas. Vienas svarbiausiy aspekty yra
nepageidaujamy bakterijy detekcijos vystymas. Biitent d¢l savo didelio konervatyvumo lastelés
sienele prisijungian¢iame domene, endolizinai galéty buti potencialus jrankis naujiems
detekcijos mechanizmams kurti (Schmelcher ir Loessner, 2016). Taip pat pasitelkiant endolizinus
bandoma didinti augaly atsparuma bakterijoms zemés tikyje (Schmelcher ir Loessner, 2016).

Bendrai, yra labai svarbu ieskoti bidy kovojant su bakterijy sudaromomis bioplévelémis,
tad nemaza dalis mokslininky jégas ir laikg skiria faginiy medziagy identifikavimui pries§
biopléveles. Todél ¢ia svarby vaidmen] gali atlikti endolizinai. PavyzdZziui, Sass ir Bierbaum
(Sass ir Bierbaum, 2007) bei Son su komanda (Son et al., 2010) parodé, jog rekombinantiniai
bakteriofago phill endolizinai geb¢jo pasalinti S. aureus biopléveles, suformuotas ant polistireno
pavirSiaus. Taip pat Domenech su komanda skelbé, jog endolizinai Cpl-1 ir Cpl-7 buvo

efektyvis prie§ Streptococcus pneumoniae biopléveles.
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Kadangi, kaip minéta, bakteriofagy endolizinai pasizymi dideliu konservatyvumu, bitina
kaip jmanoma daugiau ieSkoti ir gryninti Siuos baltymus, ieskoti jy savybiy ir jas apraSyti. Be
abejo, susiduriama su daug i$$tikiy, kuriuos biitina spresti: endoliziny panaudojimas pries Gram-
neigiamas bakterijas, endoliziny tikslinis nukreipimas, jy aktyvumo iSlaikymas in vivo ir kt.

Visgi, neabejojama $iy baltymy potencialiomis savybémis ir pritaikymu.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Bakterijy rusys ir kamienai

1 lentelé. Darbe panaudotos bakterijy riiSys ir kamienai.

Bakterijos risis Kamienas Panaudojimas Saltinis
Escherichia coli DH10B Plazmidés DNR Pharmacia
padauginimas
BL21(DE3) Baltymo raiSka Novagen
BL21 Baltymy aktyvumo Stratagene
patikrinimas
Geobacillus Gamtinis Baltymy aktyvumo Skyriaus kolekcija
stearothermophilus izoliatas patikrinimas
Micrococcus ATCC 4698 Baltymy aktyvumo Sigma-Aldrich
lysodeikticus patikrinimas
2.1.2. Bakteriofagai
2 lentelé. Darbe panaudoti bakteriofagai.
Bakteriofagas Apibiidinimas Saltinis

vB_EcoM_VpaELl (VpaEl)

vB_PagS_Vid5 (Vidb)

Laukinis tipas

Laukinis tipas

E.Simolitinas ir kt. (2015)

E.Simolitinas ir kt. (2018)

vB_PagM_PSKM (PSKM) Laukinis tipas Skyriaus kolekcija
2.1.3. Plazmidiniai vektoriai
3 lentelé. Darbe panaudoti plazmidiniai vektoriai.
Vektorius Panaudojimas Saltinis
pET16b Fragmento klonavimas, Novagen
suliejimas su His inkaru
baltymo N-gale
pET21a(+) Fragmento klonavimas, Novagen
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suliejimas  su  His

baltymo C-gale

inkaru

2.1.4. Mitybinés terpés ir tirpalai

4 lentelé. Darbe panaudotos mitybinés terpés ir tirpalai.

Pavadinimas

Sudétis

Paskirtis

LB terpe

Bakto-triptonas 10 g, bakto-
mieliy ekstraktas 5 g, NaCl
10 g, NaOH 1 N
0,2 mL, vanduo —iki 1 L.

E. coli auginimui

Agarizuota LB terpé (1,7
%)

Bakto-triptonas 10 g, bakto-
mieliy ekstraktas 5 g, NaCl
10 g, agaras 12 g,
NaOH 1 N 0,2 mL, vanduo
—iki 1 L.

E. coli auginimui

Minkstas LB agaras (0,5
%)

Bakto-triptonas 0,75 g,
bakto-mieliy ekstraktas 0,37
g, NaCl 0,75 g, NaOH
1 N 0,15 mL, agaras 0,375
g, vanduo — iki 75 mL.

E. coli bakterijy gazono
sukiirimui, fagy dauginimui ir
titravimui

Bp terpe

Agarizuota Bp terpé (1,7
%)

Bakto-peptonas 5 g, bulviy
peptonas 5 g, mieliy
ekstraktas 1 g, NaOH 1 N,
vanduo —iki 1 L.

Bakto-peptonas 5 g, bulviy
peptonas 5 g, mieliy
ekstraktas 1 g, agaras 12 g,
NaOH 1 N, vanduo —iki 1 L

G. stearothermophilus auginimui

G. stearothermophilus auginimui

MinkStas Bp agaras (0,5 %)

Bakto-peptonas  0.38 g,
bulviy peptonas 0.38 g,
mieliy ekstraktas 0.08 g,
agaras 0,375 g, NaOH 1 N,
vanduo — iki 75 ml.

G. stearothermophilus bakterijy
gazono sukiirimui, fagy
titravimui

DNR elektroforezés gelis
(0,9 %)

Agaroze ~0,465 mg, TAE
buferis 50 mL, etidzio
bromidas ~1 pL.

DNR elektroforezei

TAE buferis

40 mM Tris-acetatas, 2 mM
EDTA.

DNR elektroforezei

Ligazés buferis (1x)

50 mM Tris-HCI (pH 7.6),
10 mM MgCI2 , 1 mM ATP,
1 mM DTT, 25% (w/v)
PPG-8000

DNR fragmenty ir
ligavimui

vektoriy

His suriSimo buferis pH 7,7

50 mM natrio fosfato buferis
(pH 7,7), 300 mM NacCl, 10
mM  imidazolas, 0,03%

Baltymy gryninimui
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Triton X-100

Galutinis baltymy 0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, Baltymy méginio
pavyzdzio buferis 1% NDS, 1% 2 jnesimui j
(FSB) merkaptoetanolis, 10% poliakrilamidinj gelj
glicerolis, 0,01%
bromfenolio mélynasis
tirpalas.
Baltymy elektroforezés 3,0 g Tris, 14,4 g glicino, 1,0 Baltymy elektroforezei
buferis g NDS, vandens —iki 1 L.

Poliakrilamidinis gelis

Skirstomasis (14%): 2,1 mL
akrilamido (40%), 1,5 mL
1,5 M Tris-HCI buferio (pH
8,8), 60 puL NDS (30%),
2,25 mL vandens, 6 pL
TEMED, 60 pL APS.
Koncentruojamasis (4,5%):
562 uL akrilamido (40%),
1,25 mL 0,5 M Tris-HCI
buferio (pH 6,8), 50 puL
NDS (30%), 3,1 mL
vandens, 6 uL TEMED, 50
puL APS.

Baltymy elektroforezei

Coomassie Brilliant
Blue baltymy geliy
dazas

5 g Coomassie Brilliant Blue
G-250, 100 mL ledinés acto
ragsties, 50 mL metanolio,
425 mL etanolio, 425 mL
vandens.

Baltymy elektroforezei

Baltyminio dazo
atplaunamasis tirpalas

70 mL ledinés acto rugsties,
vandens —iki 1 L.

Baltymy dializés buferis |

20 mL 0,1 mM Tris-HCI
(reikiamo pH), 12 mL 0,3
mM NacCl, vandens — iki 100
mL.

ir

Baltymy dializés buferis 11

50 mL 0,1 mM Tris-HCI
(reikiamo pH), vandens — iKi
100 mL, 30 % glicerolis.

Baltymy elektroforezei
Baltymy gryninimui
saugojimui

Baltymy gryninimui
saugojimui

ir

PB (praskiedimo buferis)

NA2HPO4 7 g, KH2PO4 3 g,
NaCl 4 g, MgSOs x 7H20
0,2 g, vandens — iki 1 L.

Bakteriofagy saugojimui

2.1.5. Reagentai ir komerciniai rinkiniai

Darbo metu naudoti reagentai: agarozé, chloroformas, ampicilinas, etidzio bromidas,

IPTG, kalcio chloridas, natrio chloridas, SDS, Tris-HCI.

DNR elektroforezés agarozés gelyje molekulinés masés Zymenys.
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Darbo metu naudoti fermentai: Tag DNR polimerazés 2x Master Mix;
Phusion DNR polimerazés 2x Master Mix; restrikcijos endonukleazés Ndel, Xhol, BamHI; T4
DNR ligazé.

Darbo metu naudoti komerciniai rinkiniai:

e Thermo Fisher Scietific: plazmidziy skyrimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep Kit;
DNR skyrimo i§ agarozinio gelio ir produkty iSgryninimo po PGR rinkinys GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit; baltymy koncentracijos nustatymo Bradfordo
metodu rinkinys Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit.

e Zymo Research: baltymy skyrimo rinkinys His-Spin Protein Miniprep.

2.1.6. Prietaisai

Darbo metu panaudoti prietaisai: vandeniné purtykle OLS 200 (Grant), oriné purtyklé KS
4000 ic control (IKA), sildoma mégintuvéliy purtykle Thermomixer compact (Eppendorf),
centrifuga Centrifuge 5804 R , Centrifuge 5424 (Eppendorf), ultracentrifuga Beckman (rotorius
SW40), PGR cikleris Mastercycler gradient (Eppendorf), spektrofotometras BioPhotometer
(Eppendorf), maisyklé Mixer 5432 (Eppendorf), ultragarsinis lasteliy dezintegratorius Sonopuls
HD 2070 su galvute UW 2070 (Bandelin), elektroforezés srovés Saltinis EV231 (Consort),
laminarinis boksas Biowizard Standard Std-130 (Kojair), mégintuvéliy Sildytuvas Th2
Thermoblock (Biometra), UV transliuminatorius UVT-28 ME (Herolab).

2.2. Metodal

2.2.1. Bakteriofagy padauginimas

Bakteriofagy dauginimas vykdomas pagal aprasyta metodika (Adams et al., 1959).

10 mL LB terpéje E. coli bakterijy kulttra auginama iki OTeoo yra 0,55. Esant tokiam
optiniam tankiui, bakterijos uzkre¢iamos vienos fago lizés zonos suspensija, kuri gaunama fagy
lizés zong nuo lékstutés suspenduojant j 10 pL LB terpés. Uzkréstos bakterijos auginamos, kol
kultira tampa skaidri, tai yra, jvyksta pilnoji lizé. Lizuota bakterijy kultira toliau
centrifuguojama saldancioje centrifugoje esant 4 °C, 12000 x g 1 val. Gautos nuosédos
uzpilamos 1 mL PB, jdedama 1/10 dalis CHCI3 ir 2 pL DNazésl (1 u/pL). MiSinys gerai
iSmaiSomas ir inkubuojamas ne maziau 1 val. 30 min. 30 °C. Po inkubacijos miSinys supilamas j
atskirg meégintuvelj ir centrifuguojama 2500 x g 8 min. Nusiurbiamas supernatantas ir saugomas
4°C,
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2.2.2. DNR fragmenty amplifikavimas in vitro

DNR fragmentai amplifikuoti pasinaudojant polimerazés grandinine reakcija (PGR) in
vitro. Kaip matrica pasitarnavo fago genominé DNR i§ suspensijos. Panaudoti sintetiniai
pradmenys (6 lentel¢). Reakcijoms naudota Taq arba Phusion DNR polimeraziy 2x Master Mix
miSiniai. PGR reakcijos miSinys: 60 UL 2x Taq arba Phusion DNR Master Mix, po 1 uL
tiesioginio ir atvirkstinio pradmens (100 pmol), 1 pL fago DNR suspensijos, vandens iki 120 uL.
Panaudota jprastiné¢ termociklerio programa, pritaikant programg pagal pradmeny lydymosi
temperatirg ir fragmento ilgj. Pasibaigus reakcijai, miSinys gryninamas pagal Thermo Fisher
Scientific GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit rinkinio protokols, skirtg
gryninimui po PGR reakcijos. Gauty fragmenty dydis bei koncentracija jvertinama juos
agaroziniame elektroforezés gelyje paleidziant pagal GeneRuler DNA Ladder Mix marker;j.

2.2.3. DNR fragmenty ir plazmidiniy vektoriy restrikcija

DNR fragmenty ir plazmidiniy vektoriy restrikcija vykdyta siekiant tolimesniame
zingnyje igyvendinti $iy vienety ligavima. Atitinkamai tiek DNR fragmentali, tiek plazmidinés
DNR buvo Kirptos atitinkamomis endonukleazémis sukuriant ,lipnius“ ar ,bukus®“ galus.
Restrikcijos reakcijos misinys: 8-10 UL DNR fragmento arba plazmidinés DNR, 1,5 FD buferio,
1 pL atitinkamos restriktazés, vandens iki 15 pL. Reakcija vykdoma 45 min 37 °C termostate. Po
45 min jdedama dar restriktazés. Po 30 min miSinys papildomas iki 20 puL: 0,5 uL FD buferio, 1
ML atitinkamos kitos restriktazés, vandens iki 20 pPL. Po 30 min jdedama dar restriktazés. Po 15
min fragmentas ir vektorius gryninami pasinaudojant Thermo Fisher Scientific GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit rinkinio protokolu, skirtu gryninimui i§ agarozinio gelio.

Fragmenty ir vektoriy dydis bei koncentracija vertinami elektroforetiSkai.

2.2.4. DNR fragmenty ir vektoriy ligavimas

Paruosti DNR fragmentai ir atitinkami vektoriai liguojami tolimesnei transformacijai.
Bendrame reakcijos misinyje DNR fragmentas ir vektorius maiSomi santykiu 1:3. Bendras
reakcijos misinys: 1 UL 1x ligazés buferio, 1 pL fago T4 ligazés, 1 pL vektoriaus, 3 pL
fragmento, vandens iki 10 pL. Reakcija vykdoma termocikleryje esant 22 °C, 1 val. Reakcijos

misinys panaudojamas lasteliy transformacijoje.
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2.2.5. Lasteliy transformacija

Tiek Klonavimo, tiek raiSkos kamienai buvo transformuojami cheminés transformacijos
budu. Kompetentinés Igstelés ruosiamos pagal Mendel ir Higa apraSyta metodikg (Mandel and
Higa, 1970). Bakterijy kultiros auginamos LB terpéje iki optinis tankis (Aeoo) pasiekia ~0,5. 100
ML paruosty kompetentiniy Igsteliy E. coli DH10B, BL21(DE3), Transformacija vykdoma ne
maziau 45 min ledo vonel¢je. Véliau lasteléms atlickamas temperatirinis Sokas 42 °C, ~1 min ir
vél atsaldoma. MiSinys iSséjamas ant agarizuotos LB terpés su reikiamu antibiotiku. Lékstelés
inkubuojamos 37 °C, 18 - 20 valandy.

2.2.6. Transformanty atranka in vitro

Transformanty atranka vykdoma pasinaudojant PGR metodika. ISaugusios kolonijos
suspenduojamos 5 pL skystos LB terpés. ] PGR misinj dedama 1 pL suspenduotos LB terpés.
Panaudojami plazmidei specifiniai pradmenys, kurie riboja klonavimo sritj. PGR vykdomas su
pailgintu pradiniu etapu tam, kad bty suardytos lastelés. Gautas PGR produktas tikrinamas
elektroforetiSskai. Tinkami transformantai uzséjami j 5 mL skystos LB terpés su reikiamu
antibiotiku ir auginama 37 °C, 18 - 20 valandy. Véliau i$ lasteliy skiriama plazmidiné DNR.

Gauto jklonuoto geno seka tikrinama sekoskaitos budu.

2.2.7. Mutacijy jvedimas

Vietai specifiné mutacija ;] DNR seka buvo jvesta kuriant sintetinius pradmenis su
mutacija, kuri 5° sekos galinéje dalyje CTC tripleta kei¢ia j TGG, dél to baltymo N-gale trec¢ioje
pozicijoje esanti amino riigstis leucinas pakei¢iama triptofanu (L3W). Mutantinis pradmuo buvo
kuriamas remiantis bendraisiais pradmeny karimo principais ir SnapGene® programa

(https://www.snapgene.com/). Pradmenys buvo gauti i§ Metabion, Vokietija.

2.2.8. DNR sekoskaita ir seky analizé

Fragmenty DNR sekos nustatytos Macrogen kompanijoje (Olandija). Seky analizei
naudotos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) duomeny bazéje esantis jrankis BLASTP,
EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/) esantys Fasta-Nucleotide, Fasta-Protein ir Fasta-genome
jrankiai. Sekos buvo palyginamos naudojant ClustalW palyginj. Baltymy pl ir molekuliné masé
nustatyta naudojantis ExXPASy Compute pl/Mw jrankiu (https://web.expasy.org/cgi-

bin/compute_pi/pi_tool), 0 aminoragsciy sudétis ProtParam jrankiu
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(https://web.expasy.org/protparam/) . Domeniné organizacija nagrinéta su InterProScan. Baltymy
tretiné struktiira gauta nauojantis I-TASSER programa. Filogenetiné analizé atlikta su Mega X

programa.

2.2.9. Rekombinantiniy baltymy indukcija ir gryninimas

Gauta rekombinantine plazmide transformuotas E. coli BL21(DE3) kamienas auginamas
iki OTeoo ~ 0,6 su ampicilinu (50 pg/mL). Pasiekus reikiamg OT, baltymy raiska indukuojama
IPTG (0,1 mM), 20 val., 16°C temperatiiroje. Pirminé baltymy indukcija patikrinama lasteliy
suspensijos pavyzdj suspenduojant galutinio pavyzdzio buferyje (FSB) ir tikrinama
elektroforetiskai. Likusios lgstelés surenkamos ir centrifuguojamos saldancioje centrifugoje (5
min, 6000 x g, 6 °C). Lastelés nupilamos ir suspenduojamos 600 UL His surisimo buferio (pH
7,7). Suspensija dedama j ledo vonelg ir vykdomas Igsteliy ardymas ultragarsiniu sonopulso
aparatu. Vykdomi 6 ciklai po 30 s, tarp kiekvieno ciklo — 30 s pertrauka esant 30% galingumui.
Suardzius lgsteles, suspensija centrifuguojama Saldancioje centrifugoje (15 min, 11000 x g, 4
°C). Supernatantas surenkamas baltymy gryninimui, nuosédos pasilieckamos NDS-PAAG
analizei. Baltymas gryninanmas afininés chromatografijos btudu su tirpius His inkarg turinéius
baltymus suri$ancias kolonéles (Zymo Research His-Spin Protein Miniprep) pagal gamintojo
pateikta gryninimo protokolg. Baltymy saugojimui Zzemoje temperatiiroje ir galutiniam
nereikalingy medziagy paSalinimui, juos i§gryninus vykdoma dializé atitinkamame 6 lenteléje
pateiktame I arba II dializés buferyje. Po dializés paimami méginiai (dializuotas baltymas, tirpi
frakcija po lgsteliy suardymo ultragarsu, netirpi frakcija po lgsteliy suardymo ultragarsu, lasteliy
suspensija po indukcijos), suspenduojami FSB buferyje ir analizuojami elektroforezés budu

poliakrilamidiniame gelyje denattiruojanciomis saglygomis.

2.2.10. Baltymuy elektroforezé

Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje atlieckama pagal standarting metodika
denatiiruojanciomis saglygomis. Baltymai dazomi Coomassie Brilliant Blue baltymy geliy dazu.
Naudojamas 4,5% koncentruojamasis ir 14% skirstomasis geliai. Gelis atplaunamas 7 %

vandeniniu acto tirpalu.

2.2.11. Rekombinantiniy baltymy koncentracijos nustatymas

I[$gryininty baltymy koncentracija nustatoma pasinaudojant dvejais metodais rezultatui

patvirtinti. Pirmiausia buvo pasinaudota Bradfordo metodu (Pierce™ Coomassie (Bradford)
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Protein Assay Kit), kuris buvo atliktas pagal standarting apraSytag metodikag (Bradford, 1976).
Pagal gautg OTses pasinaudojant standartine kreive buvo nustatyta baltymo koncentracija.

Taip pat koncentracija nustatyta Lowry metodu, kuris buvo atliktas pagal standarting
aprasyta metodikg (Lowry et al., 1951). Pagal gauta OT7s0 pasinaudojant standartine kreive buvo

nustatyta baltymo koncentracija.

2.2.12. Rekombinantiniy baltymy pH optimumo nustatymas

Rekombinantiniy baltymy pH optimumo nustatymas buvo atliktas jvertinant lizinj
baltymy aktyvumg prie§ Micrococcus lysodeikticus bakterijas. Pasirinkti keturi skirtingy pH 0,1
M Tris-HCI buferiai ir 0,1 M NaOAc pH 5,2 buferiai. M. lysodeikticus liofilizuotos lastelés
suspenduojamos ] pasirinktg tiirj (ne mazensj nei 700 pL) atitinkamo buferio iki OTeoo ~0,7.
Lastelés padalijamos j du mégintuvélius po 350 uL suspensijos. | vieng i§ mégintuvéliy jdedama
endolizino (10 pg) , i kita toks pat kiekis buferio kontrolei. Mégintuvéliai dedami j termostatg su
37 °C. Optinis tankis (Aesoo) matuojamas po 30 min, 60 min, 120 min ir 240 min.

2.2.13. Rekombinantiniy baltymy aktyvumo nustatymas agaro lékSteliy metodu

Agaro 1éksteliy metodu (Gosnell et al., 1975) buvo vizualizuojamas ir identifikuojamas
rekombinantiniy baltymy aktyvumas. Geobacillus stearothermophilus, E. coli BL21 bakterijos
uzauginamos iki OTeoo ~0,6 - 0,8. ParuoSiamos agarizuotos Bp arba LB terpés léksteles.
Bakterijy gazonas paruo$iamas tokiomis proporcijomis: 1,9 mL minkstojo Bp arba LB agaro (0,5
%), 0,8 mL kietojo Bp arba LB agaro (1,7 %), 0,6 mL bakterijy lgsteliy. Bakterijy gazonas
tolygiai paskirstomas ant gerai iSdzitivusios agarizuotos lékstelés. Padziovinus l€kStele, ant jos
laginama skirtingy koncentracijy (10 pg, 1 pg, 0,1 pg) rekombinantinio baltymo. Lékstelés

dedamos j 37 °C termostatg ir inkubuojama pernakt. Ryte stebimos lizés zonos.

2.2.14. Rekombinantiniy baltymy aktyvumo nustatymas fiksuojant bakteriju kolonijas

formuojanciy vienety redukcija

Kolonijas formuojanc¢iy vienety redukcijos fiksavimas (Rodriguez et al., 2011) po
poveikio rekombinantiniu baltymu buvo atliktas analizuojant Geobacillus stearothermophilus
bakterijy redukcijg. G. stearothermophilus bakterijos uzauginamos iki OTeoo ~0,6. 1 mL bakterijy
centrifuguojama (1 min, 7000 x g), keleta karty praplaunama tokiu pat tiiriu rekombinantiniam

baltymui tinkamu buferiu. Lastelés padalijamos j du mégintuvélius po 350 pL suspensijos.
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Pamatavus suspensijos optinj tankj, j vieng i§ mégintuveliy pridedama rekombinantinio baltymo
(10 pg), o kitas tarnauja kaip kontrol¢, j kurj pridedamas toks pat kiekis buferio. Mégintuvéliai
dedami j 37 °C termostata, 1 val. Toliau vykdomi atitinkami skiedimai (10%, 103, 10%) tiek
meéginio, tiek kontrolés, po kuriy 100 uL yra iSglaistoma ant agarizuotos lékstelés su Bp terpe.
Léeksteles dedamos j 37 °C termostatg ir inkubuojama pernakt. Ryte stebima ir analizuojama

kolonijy redukcija.

2.2.15. Rekombinantiniy baltymy termostabilumo nustatymas

Rekombinantiniy baltymy termostabilumas buvo nustatomas kombinuojant inaktyvacijos
ir matavimo M. lysodeicticus suspensijoje metodus. Pagal minéta eigg buvo paruostos M.
lysodeicticus suspensijos su atitinkamais buferiais. Baltymai buvo inaktyvuojami termocikleryje
prie atitinkamy temperattry (50 °C, 55 °C, 60 °C) esant tam tikrai trukmei (15 min arba 30 min).
Siais baltymais (10 pg) buvo paveiktos M. lysodeicticus suspensijos. Parengtos dvi kontrolés —
kontrolé su aktyviu baltymu ir kontrolé¢ be baltymo. Méginiai déti j 37 °C termostatg. Optinis

tankis (Asoo) matuojamas po 30 min, 60 min ir 120 min.

2.2.16. Statistinis duomeny apdorojimas

Gauti matavimy duomenys buvo apdoroti OriginPro 9.1 grafikos ir analizés jrankiu.
Duomeny statistiniam reikSmingumui patvirtinti buvo atliktas t-testas. Paklaidoms tarp

pakartojimy apskai¢iuoti buvo naudota standartiniy paklaidy formulé.
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3. REZULTATAI IR APTARIMAS

3.1. Bakteriofagy endoliziny bioinformatiné analizé

Bakteriofagai vB_EcoM_VpaEl (VpaEl), vB_PagS Vid5 (Vid5) ir vB_PagM_PSKM
(PSKM) yra Caudovirales eilés atstovai, bet priklauso skirtingoms $eimoms. VpaELl ir PSKM
yra Myoviridae seimos atstovai, o Vid5 priklauso Siphoviridae S$eimai. E. coli VpaE1l
(Simolifinas et al., 2015) bei Pantoea agglomerans infekuojantys fagai Vid5 (Simolitinas et al.,
2018) ir PSKM buvo isskirti i§ gamtiniy Saltiniy, pilnai iSanalizuoti genomai pateikti j NCBI
GenBank duomeny baze (VpaEl prieigos Nr. KM657822 , Vid5 — Nr. MG948468). Bakteriofago
PSKM genomas taip pat buvo nustatytas, isanalizuotas ir pateiktas j} NCBI GenBank duomeny
bazg, taciau kol kas dar néra paskelbtas. Bioinfomatiné $iy fagy genomy analizé parodé, kad
Siuose faguose yra potencialiis endolizinus koduojantys genai — VpaEl fago ASR038 (atviras
skaitymo rémelis 038), Vid5 ASR97 ir PSKM ASR78. Siekiant bioinformatinés analizés
metodais patikrinti, ar turimos $ios DNR sekos gali koduoti bakteriofagy endoliziny baltymus ir
surasti panaSumy su kity bakteriofagy baltymais, sudarytas BLAST palyginys (5 lentelé).
Analiz¢é parod¢, jog VpaElLys pasizymi ar¢iausia homologija su Salmonella fago ST11 lizinu
(ASR76695.1; 98,70 % identiskumas) ir Salmonella fago FSL SP-010 lizinu (NP_944846.1;
98,70 % identiskumas). Taip pat rasta dar 18 baltymy, su kuriais panasumas sieké daugiau nei 95
%. Vid5Lys BLAST analizé atskleidé, jog nebuvo rasta daugiau nei 55 % identiSkumo seky,
kurios biity dokumentuotos anks¢iau. Didziausias identiSkumas (50,51 %) rastas Klebsiella fago
SopranoGao endolizinui (ASV45028.1). PSKMLys atveju rasta arciausia homologija yra
Xanthomonas vB_XveM_DIBBI lizinui (ASV45028.1; 100 % identiskumas), taciau homologija
su kitais baltymais nebuvo aukstesné negu 65 %. Pagal atlikta analiz¢ galima teigti, jog Vid5Lys
galéty buti klasifikuojamas kaip naujo tipo P. agglomerans endolizinas, o VpaElLys ir

PSKMLys buvo rasta artimy homology.

5 lentelé. Potencialiy endoliziny domeny ir funkciné anotacija.

ASR  Numanoma llgis® Teorinis  InteProScan BLASTP Jvertis %
molekuline pl/Mw rezultatai geriausi Identis
funkcija (domenai) sutapimai kumas
(pagal I-

TASSER)
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VpaE 14-N- 153 9.25/ Endolizinas/ Salmonellafago 2e-107 98,70

1 38c acetilmura 16997.58 autolizinas ST11 lizinas 5e-107
midazé (IPR033907) Salmonella fago 98,70
FelixO1 lizinas
Vid5_  B-1,4-poli- 200 9.05/ N- Klebsiella fago 2e-63 50,51
97 N-acetil 21830.61 acetylmuram SopranoGao
glukozamid idazé endolizinas
inazé (IPR024408)
PSKM 1,4-N- 161 8.80/ Neidentifiku  Xanthomonas 3e-115 100
_78 acetilmura 17771.35 ota vB_XveM_DIB
midazé Bl lizinas

4_ aminorugstys

Remiantis I-TASSER programos pateiktais rezultatais, nustatyta, jog VpaEl ir PSKM
endolizinai pasizymi 1,4-N-acetilmuramidaziniu aktyvumu (skelia B(1—4) rysius tarp GIcNAC ir
MurNAc), o Vid5 endolizinas B-1,4-poli-N-acetil glukozamidinaziniu aktyvumu (skelia B(1—4)
rysius GIcNAc chitino polimere) (5 lentelé). Tarpusavyje baltymy sekos buvo palygintos su
ClustalO programa. Rezultatas parodé¢, jog sekos tarpusavyje pasizymi tik 3,78 % panasumu,
todél daroma prielaida, jog rekombinantiniai baltymai tarpusavyje néra panaSis pagal
aminoraigsciy seka, todél jy aktyvumai taip pat skirsis. Tretiné baltymy struktariné organizacija
taip pat patvirtina tokia hipotezg (10 pav.).

VpaELys Vid5Lys PSKMLys

10 pav. VpaELys, Vid5Lys, PSKMLys tretiniy struktiry modeliai, gauti I-TASSER
programa.
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Evoliuciné analize, atlikta Mega X programa artimiausiy grupiy apjungimo metodu,
patvirtina, jog nagrinéjamos sekos issiskiria j tris skirtingas grupes (11 pav.). Vid5 bakteriofago
endolizinas pasizymi artimiausiu panaSumu su Pseudomonas genties bakterijy endolizinais,

VpaE1l endolizinas — su Escherichia ir Samonella fagy endolizinais, 0 PSKM — su Xanthomonas

fagy endolizinais.

43,Pseudomonas bakteriofagas JG004

¥ Pseudomonas bakteriofagas PaoP5
Pseudomonas bakteriofagas vB_PaeM_MAG1
Pseudomonas bakteriofagas vB_PaeM_LCKE9

B3 Pseudomonas bakteriofagas vB_Pael_C2-10 Ab02

29'Pseudomonas bakteriofagas vB_PaelM C2-10 Ab1

. —— Pseudomonas bakteriofagas phiPsa374
% L Pantoea bakteriofagas vB_Pag5_Vid5
Klebsiella bakteriofagas SopranoGao

Serratia bakteriofagas Parlo

Escherichia bakteriofagas L27

Escherichia bakteriofagas vB_EcoM_VpaE1
r Salmonella bakteriofagas FSL SP-010
Salmonella bakteriofagas ST11

- Salmonella bakteriofagas Meda

%\ Escherichia bakteriofagas ECG

Salmonella bakteriofagas FelixO1

Salmonella bakieriofagas vB_SPuM_SP116
Escherichia bakteriofagas HY02

Salmonella bakteriofagas BPS17L1

100 | Xanthomonas bakteriofagas vB_XveM_DIBBI
| Pantoea bakteriofagas vB_PagM_PSKM

100

——

54
13

Fl

[¥=]

1

100 - Eschenchia bakteriofagas V5
100 4( g

Escherichia coli 0157 bakteriofagas 14
Salmonella bakteriofagas SeSz-2
Salmonella bakteriofagas Segz 1
Salmonella bakteriofagas Vi ll-E1
" Escherichia bakteriofagas vB_EcoS_Sa179lw
ag| Escherichia bakteriofagas C1
45! Salmonella bakteriofagas 64795 sal3

45

11 pav. Filogenetiné bakteriofagy endoliziny diagrama. Diagrama sudaryta artimiausiy grupiy
apjungimo metodu su jkélos analize (500 pasikartojimy). Skai¢iai simbolizuoja jkélos procenting
iSraiskg. Mastelis atitinka pakitusiy amino riigd¢iy skaiciy, tenkantj vienai pozicijai.
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3.2.  Bakteriofagy VpaEl, Vid5 ir PSKM endoliziny geny klonavimas, atranka ir
rekombinantiniy baltymu raiska bei gryninimas

Siekiant gauti bakteriofagy VpaEl, Vid5 ir PSKM potencialius endolizinus koduojancius
genus, pirmiausia buvo kuriami sintetiniai oligonukleotidiniai pradmenys, turintys restrikcijos

endonukleaziy atpazinimo vietas (6 lentelé).

6 lentelé. Darbe panaudoti sintetiniai DNR pradmenys. Paryskintos RE-aziy atpazinimo sekos,
mutantinio pradmens atveju pabrauktas pakeistasis kodony tripletas.

Nr. Pradmuo Oligonukleotidiné seka (5°—3¢)

1 VPLys_Ndel_F1 AGGCATATGCAACTCTCAAGAAAAG

2 VPLys Xhol R1 AAGCTCGAGCTTTGGGTATACACTGTC

3 VPLys BamHI_R1 GAAGGATCCTATGAAGATATTAC

4 VPLysM1_Ndel F1 GGCATATGCAATGGTCAAGAAAAGGTTTAG
5 Vid5Lys Ndel F1 TGACATATGGCATTAACCGAGAAG

6 Vid5Lys Xhol_R1 CCTCTCGAGCTTGCCACCGTTCTCAGTG

7 PSKMLys_Ndel F1 AAACATATGAATATTGCAACTGGAATC

8 PSKMLys Xhol R1 CAAACTCGAGTAAATCCCCATGCTCGAC

PGR reakcijos metu nuo atitinkamy fagy suspensijos naudojant pradmenis ir Phusion
DNR polimeraz¢ buvo gauti reikiamo dydzio DNR fragmentai, kurie patikrinti elektroforetiskai.
Fago VpaEl 0,46 kb DNR fragmentas su potencialiu endolizino genu klonavimui j pET21(+)
buvo gautas naudojant specifinius pradmenis Pr. 1 ir Pr. 2, 0 klonavimui j pET16b — Pr. 1 ir Pr. 3.
Vid5 0,6 kb DNR fragmentas su genu gautas naudojant pradmenis Nr. 5 ir Nr. 6, o fago PSKM
atveju 0,5 kb genui gauti naudoti Pr. 7 ir Pr. 8 pradmenys. VpaE1l mutantinis endolizino genas
padaugintas naudojant Pr. 1 ir Pr. 4 (CTC pakeista | TGG).

Rekombinantiniy plazmidziy kairimui buvo pasirinktos pET-21a(+) ir pET-16b vektorinés
plazmidés. Toliau vykdyta fragmenty ir vektoriniy plazmidziy restrikcija. pET-21a(+) buvo
panaudotos Xhol ir Ndel restrikcijos endonukleazés, 0 pET-16b — BamHI ir Ndel. Fragmentai
atitinkamai restriktuoti su tokiomis paciomis endonukleazémis per jterptas restrikcijos
atpazinimo sekas. Gavus reikiamus DNR fragmentus, jie liguoti pagal metoduose minétg
protokolg. Ligatas transformuotas j E. coli DH10B kamieng, siekiant iSsiaiSkinti, ar jvyko
fragmenty susiligavimas su plazmidiniu vektoriumi. Butent uzaugusios bakterijy kolonijos
leidzia identifikuoti transformantus. Atskiros kolonijos buvo suspenduotos LB terpéje ir vykdyta
PGR reakcija pasinaudojant Taqg DNR polimeraze bei T7 promotoriaus ir T7 terminatoriaus
pradmenimis, padauginant tikslinj geng. PGR produktai analizuojami elektroforetiskai (12, 13
pav.), kas rodo, jog tinkami transformantai atsiskiria nuo nepavykusio ligavimo fragmenty pagal
dyd;.
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12 pav. Tinkamy kolonijy su VpaE endolizino genu atrankos PGR biudu elektroforezés
agarozés gelyje nuotrauka. 1-6 takeliai rodo j pET21a(+); 7-11 - j pET16b klonuoto geno
rezultatus; 12-14 —j pET21a(+) klonuoto mutantinio geno rezultatg. 6, 8-12 ir 14 takeliai — DNR
fragmentai su endolizino genu, 1-5, 7 ir 13 takeliai — DNR fragmentai be geno, M — markerio

Zymuo.

pET21-PSKMLys_N-his pET21-Vid5Lys_N-his
| |
oo M | |

100

13 pav. Tinkamy kolonijy su PSKM ir Vid5 endolizinais atrankos PGR biidu elektroforezés
agarozés gelyje nuotrauka. | pET21a(+) klonuoty PSKM (1-5 takeliai) ir Vid5 (6-10 takeliai)
geny rezultatai. 3, 6-7 ir 9 takeliai — DNR fragmentai su endolizino genu; 1, 2, 4, 5, 8 ir 10 —
DNR fragmentai be geno, M — markerio zymuo.

Atsirinkus tinkamus transformantus jie uzauginti LB su ampicilinu (50 pg/ml), isskirtos
rekombinantinés plazmidés. Tiksliniy geny sekos buvo patikrintos sekoskaitos budu ir
pasirinktos plazmidés, kuriose PGR metu nebuvo jsivélusios klaidos ar jvyke kity netinkamy
poky¢iy (pvz., atvirojo skaitymo rémelio poslinkio). Sukurtos plazmidés pavadinamos pl6b-
VPLys, p2la-VPLys, p2la-VPLysM1, p2la-Vid5Lys ir p2la-PSKMLys (7 lentelé¢). Nuo
pET21(+) pagrindu sukonstruoty plazmidziy indukuojami tiksliniai baltymai C-galinéje dalyje
sulieti su 6 histidinais, 0 pET16b plazmidéje klonuotas VpaE1 endolizinas N-gale sulietas su 10

histidiny. Mutantinis VpaEl baltymas trec¢ioje amino rigsciy pozicijoje turi leucino pokyt} }
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triptofang (L3W).

7 lentelé. Darbe sukonstruotos plazmidés.

Plazmidé Vektorius Panaudoti Baltymas
PGR pradmenys

p16b-VPLys pET16b VPLys Ndel F1, VpaEl
Ndel/BamHI VPLys_BamHI_R1 endolizinas

p2la-VPLys pET21a VPLys Ndel_F1, VpaEl
Ndel/Xhol VPLys Xhol R1 endolizinas

p2la-VPLysM1 pET21a VPLysM1 Ndel F1, VpaEl
Ndel/Xhol VPLys_Xhol_R1 modifikuotas

endolizinas

p2la-Vid5Lys pET21a Vid5Lys_Ndel_F1, Vid5 endolizinas
Ndel/Xhol Vid5Lys Xhol R1

p2la-PSKMLys pET21a PSKMLys _Ndel _F1, PSKM
Ndel/Xhol PSKMLys Xhol R1 endolizinas

Gautomis plazmidémis transformuotas E. coli BL2IDE3 baltymo raiskos kamienas.
Lasteléms uzaugus iki OTeo0 = 0,6 rekombinantinio baltymo raiska indukuota 0,1 mM IPTG.
Pasibaigus indukcijai, surinktos Igstelés nusodintos, suardomytos ultragarsu, surenkta gauta
tirpioji ir netirpioji frakcijos. I§ tirpiosios frakcijos baltymas gryninimas afininés
chromatografijos budu, véliau dializuojamas | arba Il dializés buferyje, priklausomai nuo
baltymo, ir saugomas - 20 °C. Indukcijos rezultatas ir baltymy grynumas jvertinami baltymy
poliakrilamidiniame gelyje (14, 15 pav.).

0 L 9 g N
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SISO SS
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IFgISFESSE M kDa
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.. 170
& — 70
= - 55
~—
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o e 25
10His-VpaE1Lys
(~20 kDa) < VpaE1lLys-6His
. (~18 kDa)
Ex3

14 pav. Bakteriofago VpaEl rekombinantinio endolizino indukcijos E. coli BL21 (DE3)
kamieno lastelése denatiiruojanciomis sglygomis NDS-PAAG nuotrauka. Rodyklés Zymi
iSgrynintus rekombinantinius endolizinus. 1, 2 — tirpi baltymy frakcija, gauta suardzius lasteles;
3, 4 — netirpi baltymy frakcija, gauta suardzius lasteles; 5, 6 — Igsteliy suspensija po indukcijos;
7, 8 — i8gryninti baltymai afininés chromatografijos biidu; M — baltymy molekulinés masés
Zymuo. 39



14, 15 ir 16 pav. rodo, kad visy bakteriofagy endolizinai buvo indukuoti, didzioji dalis
baltymy buvo tirpioje frakcijoje. Baltymai buvo iSgryninti afininés chromatografijos budu. Gauti
Sie baltymai: VpaElLys-6His apie 22 kDa dydzio, 10His-VpaElLys apie 18 kDa dydzio,
Vid5Lys-6His apie 22 kDa dydzio, PSKMLys-6His apie 18 kDa dydzio, VpaE1MIlys-6His apie
18 kDa dydzio. Koncentracija, matoma i$ elektroforezés, jvertinama kaip tinkama tolimesniam

darbui. Tiksli koncentracija nustatoma Bradfordo ir Lowry metodais.

Vid5Lys-6His
(~22kDa) — 25

< PSKMLys-6His
(~18 kDa)

15

10

15 pav. Bakteriofagy Vid5 ir PSKM rekombinantiniy endoliziny indukcijos E. coli BL21
(DE3) kamieno lastelése denatiiruojanc¢iomis salygomis NDS-PAAG nuotrauka. 1-4 takeliai
zymi Vid5Lys-6His, 5-8 takeliai — PSKMLys-6His. Rodyklés zymi iSgrynintus
rekombinantinius endolizinus. 1, 5 — lasteliy suspensija po indukcijos; 2,6 — netirpi baltymy
frakcija, gauta suardzius lgsteles; 3, 7 — tirpi baltymy frakcija, gauta suardzius lasteles; 4, 8 —
iSgryninti baltymai afininés chromatografijos biidu; M — baltymy molekulinés masés Zymuo.
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16 pav. Bakteriofago VpaEl mutantinio rekombinantinio endolizino indukcijos E. coli
BL21 (DE3) kamieno lastelése denatiiruojanciomis salygomis NDS-PAAG nuotrauka.
Rodyklé zymi isgrynintg rekombinantinj endolizing. 1 — lasteliy suspensija po indukcijos; 2 —
netirpi baltymy frakcija, gauta suardzius lasteles; 3 — tirpi baltymy frakcija, gauta suardzius
lasteles; 4 — iSgrynintas baltymas afininés chromatografijos btdu; M — baltymy molekulinés
mases Zymuo.
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3.3.  Rekombinantiniy baltymy aktyvumeo ir savybiy tyrimas
3.3.1. Pirminis aktyvumo jvertinimas ir tinkamo pH nustatymas

ISgryninus rekombinantinius baltymus, pirmiausia reikéjo jrodyti, kad S$ie baltymai
pasizymi liziniu aktyvumu. Siam uzdaviniui pasiekti pasirinktos plagiai lizocimy aktyvumo
jvertinimui naudojamos Gram-teigiamos bakterijos Micrococcus lysodeikticus. Lizocimai gali
veikti skirtingg pH turin¢iuose buferiuose, todél buvo svarbu nustatyti jy veikimo pH optimuma.
Siam uzdaviniui pasiekti, pasirinkti skirtingy pH Tris-HCI buferiai (pH 6,8; pH 7,4; pH 8; pH
8,4) bei NaOAc (natrio acetatinis) pH 5,2. Yra zinoma, jog Tris-HCI buferio pH, ties 37 °C
didéja dél nutrikusiy rySiy tarp protony, todél buvo pasirinktas ir NaOAc buferis, kuris yra
stabilesnis. Suspendavus M. lysodeikticus liofilizuotas Igsteles atitinkamuose buferiuose ir
pasiekus vienodg optinj tankj, Igstelés buvo paveiktos rekombinantiniais potencialiy endoliziny
baltymais (10 pg). Kontroliniuose pavyzdziuose naudotos bakterijy lastelés tik su atitinkamu
buferiu. Buvo atlikti optinio tankio matavimai po 30, 60, 120 ir 240 minuciy inkubacijos 37°C
temperatiiroje, 0 rezultatai pavaizduoti linijine diagrama (16, 17, 18 pav.). Rezultatai pateikiami
i§ 4 bandymy pakartojimy. Atliktas t-testas OriginPro 9.1 programa patvirtino, jog gauti
rezultatai yra statistiskai patikimi (p < 0,05).

R? = 0,95662

0.0 L | " 1 L | L | L 1
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] K e Tris-HCI pH 6,8 Tris-HCIpH 74 ¥ Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,8

16 pav. Rekombinantinio baltymo VpaElLys-6His poveikis M. lysodeikticus bakterijy
suspensijos optiniam tankiui esant skirtingiems buferiy pH (n=4).
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17 pav. Rekombinantiniy baltymy Vid5Lys-6His poveikis M. lysodeikticus bakterijy
suspensijos optiniam tankiui esant skirtingiems buferiy pH (n=4).
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18 pav. Rekombinantiniy baltymy PSKMLys-6His poveikis M. lysodeikticus bakterijy
suspensijos optiniam tankiui esant skirtingiems buferiu pH (n=4).

Grafikas sudarytas randant 4 bandymy vidurkius ir juos pritaikant eksponentiskai
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mazé&jandiai funkcijai. Dydis R? nusako, kiek i§ visy turimy duomeny apraso panaudota funkcija
(R? idealiomis sglygomis lygus 1). Apskai¢iuotos standartinés paklaidos, diagramoje isreikstos
kaip pasikliauties intervalai, nurodo nukrypimus tarp bandymy pakartojimy. IS gauty rezultaty
matyti, kaip Kkinta rekombinantiniy baltymy poveikis bakterijoms fiksuojant optinio tankio
pokycius.

VpaE1-6His (16 pav.) baltymo atveju stebima gana staigi ir laike didéjanti bakterijy lizé
Tris-HCI pH 8,0 buferyje. Lyginant lasteliy optinio tankio sumazéjima Sivose buferiuose bei
kontrole, galima teigti, jog Tris-HCI pH 8,0 buferis yra tinkamiausias VpaElLys-6His
rekombinantiniam baltymui, kadangi pasiekiama didziausias optinio tankio sumaz¢jimas.

Vid5-6His (17 pav.) baltymo atveju didziausias optinio tankio sumazéjimas matomas
baltymui esant Tris-HCI pH 6,8 buferyje — bakterijy OT sumazéja apie 6 kartus. PSKM-6His (18
pav.) taip pat pasizymi didziausiu aktyvumu Tris-HCI pH 6,8 buferyje.

Vertinant bendrai pirminj lizinj rekombinantiniy baltymy aktyvuma, matyti, jog baltymai
pasizymi staigiu poveikiu pirmajj pusvalandj ir bakterijy optinis tankis sumaz¢ja apie 3 kartus.
Laiko perspektyvoje matyti, jog optinis tankis mazéja per mazdaug 0,1 padalos. Svarbu atkreipti
démesj, jog baltymai yra aktyviis skirtinguose pH. Tai yra ypa¢ svarbus aspektas
antimikrobiniams baltymams.

Taigi, fiksuojant M. lysodeikticus bakterijy optinio tankio poky¢ius suspensijoje veikiant
endoliziniams rekombinantiniams baltymams buvo parodyta, kad Sie baltymai yra lizinai, ir

nustatytas tinkamas jy pH optimumas.

3.3.2. Aktyvumo nustatymas agaro léksteliy metodu

Agaro 1éksteliy metodu siekta vizualizuoti ir parodyti rekombinantiniy baltymy poveikj
bakterijoms. Poveikis stebétas tiek prieS Gram-teigiamas Geobacillus stearothermophilus
bakterijas, tiek prie§ Gram-neigiamas E. coli bakterijas. Uzaugintos iki reikiamo OT bakterijos
sumaisytos su 0,5 % agarizuota Bp (pH 6,0) terpe ir paskleistos ant agarizuotos lékstutés
formuojant bakterijy gazona. Ant suformuoto bakterijy gazono palasinti skirtingos
koncentracijos rekombinantiniai endolizinai (10 pg; 1 pg; 0,1 pg). Gautos lizés zonos
analizuotos vizualiai (19, 20 pav.).
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19 pav. endolizing gebéjimo lizuoti Gram(+) G. stearothermophilus patikrinimas
Rekombinantiniy agaro léksteliy metodu esant skirtingoms baltymo koncentracijoms. |
zymi VpaElLys-6His (A), VpaElLysM-6His (B) ir 10His-VpaElLys (C) lizés zonas; Il zymi
Vid5Lys-6His (A) ir PSKMLys-6His (B); K — jau¢io serumo albuminas. 1 — 10 pug, 2 — 1 ug, 3 —
0,1 pg panaudotus baltymy kiekius.

19 pav., | parodo VpaElLys-6His (A), VpaElLysM-6His (B) ir 10His-VpaElLys (C)
sukelta G. stearothermophilus liz¢ esant skirtingoms baltymy koncentracijoms (1 — 10 pg, 2 — 1
Mg, 3 — 0,1 pg). Kontrole pasirinktas jaucio serumo albuminas, kuris nepasizymi liziniu
aktyvumu. Matyti, jog A ir B lizés zonos (19 pav., I) yra aiskiai iSreikstos. Net ir mazinant
koncentracijg 10 ir 100 karty (19 pav., A ir B, 2, 3 lizés zonos), baltymo aktyvumas iSlicka
didelis, nes lizés zonos yra tik nezymiai blankesnés. Tuo tarpu 10His-VpaE1lLys (19 pav., I, C)
lizés zonos néra aiskiai iSreikstos, todél gali buti, jog baltymo N-galinéje dalyje esantis histidiny
inkaras neleidzia susidaryti tinkamai baltymo konformacijai ir slopina lizinj aktyvuma.

19 pav., Il parodo baltymy Vid5Lys-6His (A) ir PSKMLys-6His (B) aktyvuma esant taip
pat skirtingoms koncentracijoms. A ir B lizés zonos yra aiskiai iSreikstos, mazinant koncentracija
B atveju lizés zonos taip pat blankesnés.

Kaip jau minéta literatiiros apzvalgoje, Vvis daugiau koncentruojamasi j paieska
endoliziny, kurie gebéty lizuoti Gram-neigiamas bakterijas. I$stikj keliancia $iy bakterijy iSoring
membrang endolizinams daZnai nejmanoma jveikti, tad bandoma jas ,apardyti®
et al., 2018) arba kuriami chimeriniai baltymai, kur buty sustiprinamas endolizinis poveikis
(Haddad Kashani et al., 2017). Be abejo, toks buidas yra gana neekonomiskas ir reikalaujantis
daug pastangy. Tod¢l ieskoti natiiraliai gamtoje esanciy bakteriofagy ir jy aktyviy endoliziny yra
labai aktualu. Daug zadantys yra Gram-neigiamy bakterijy bakteriofagai ir jy liziniai baltymais,
kurie ir yra $io darbo objektas. Sie endolizinai daznai maZos molekulés, turin¢ios viendomenine
globuling struktiira, su kai kuriomis i§imtimis jos taip pat neturi ir LSPD (Rodriguez-Rubio et al.,
2013; Walmagh et al., 2012). Tokia strukttira, manoma, lemia mazesnj Gram-neigiamy bakterijy

bakteriofagy endoliziny specifiskuma, todél potencialiai jie yra susidoméjimo objektas.
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Baltymais VpaElLys-6His, VpaElLysM-6His, Vid5Lys-6His ir PSKMLys-6His
paveiktos Gram-neigiamos E. coli BL21" bakterijos (20 pg) (20 pav.). Kontrole pasirinktas
jau¢io serumo albuminas, kuris nepasizymi liziniu aktyvumu. Matomu didziausiu aktyvumu
pasizymi Vid5Lys-6His (A). PSKMLys-6His (B) ir VpaElLys-6His (C) pasizyméjo rySkiai
mazesniu aktyvumu. Sukonstruotas mutantinis VpaE1MLys-6His baltymas lyginant su natyviu
VpaElLys-6His formavo ryskesne lizés zong bakterijy pasélyje. Triptofanas, kaip patvirtina
Shang ir komanda (Shang et al., 2016), padidina mazy peptidy saveikg su bakteriniu pavirSiumi
ir leidzia jam prasiskverbti pro storg Gram-neigiamy bakterijy apvalkalg. Aminoriigsties
pakeitimas (L3W) galéjo lemti miasy tikslinio baltymo prasiskverbimg pro Gram-neigiamy
bakterijy apvalkala.

20 pav. Rekombinantiniy endolizing gebéjimo lizuoti Gram(-) E. coli BL21" patikrinimas
agaro lékSteliy metodu. A — Vid5Lys-6His; B — PSKMLys-6His; C —VpaElLys-6His; D —
VpaE1MLys-6His; K — jaucio serumo albuminas. Panaudotas baltymy kiekis 20 pg.
Apibendrinant metodo rezultatus matyti, jog aktyvumu pasizymi VpaE1Lys-6His,
VpaElLysM-6His, Vid5Lys-6His ir PSKMLys-6His baltymai prie§ G. stearothermophilus Gram-
teigiamas bakterijas. Kadangi 10His-VpaE1Lys nepasizyméjo isreikstu aktyvumu, toliau su juo
dirbama nebuvo. Svarbu pazyméti, kad Sie baltymai geba lizuoti Gram-teigiamas ir Gram-
neigiamas bakterijas miisy tirtoje sistemoje. DidZiausiu aktyvumu pasizyméjo Vid5Lys-6His, o
PSKM ir VpaELl endolizinai daug silpniau lizavo E. coli BL21". Mutantinis VpaE1MLys-6His
baltymas lyginant su natyviu VpaElLys-6His, parodé didesnj aktyvumg ir patvirtino, jog
triptofany kiekio padidinimas mazuose peptiduose padidina prasiskverbimg pro Gram-neigiamy

bakterijy apvalkalg.

3.3.3. Gyvybingy koloniju po poveikio rekombinantiniais endolizinais jvertinimas

Siekiant jvertinti bakteriofagy rekombinantiniy endoliziny poveikio efektyvuma, buvo

atliekamas kolonijas formuojanciy vienety (KFV) redukcijos skaiiavimas pries G
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stearothermophilus. Uzaugintos iki reikiamo optinio tankio bakterijos ir praplautos reikiamame
buferyje buvo paveikiamos rekombinantiniais baltymais (10 pg). Po valandos misinys
issklaidytas ant agarizuotos lékstelés esant skirtingiems jo skiedimams (10° CFU/mL, 10*
CFU/mL skiedimai). Sekanc¢ig dieng lékstelés analizuotos ir vykdytas KFV skai¢iavimas.

Duomenys vizualizuoti ir apibendrinti stulpeline diagrama (21 pav.).
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21 pav. Gyvybingy G. stearothemophilus lasteliu sumazéjimo procentiné iSraiska paveikus
skirtingy fagy rekombinantiniais endolizinais. Skaiciai nurodo islikusiy KFV skaiciy (%)
(n=4).

Diagrama apibendrina iSlikusiy  gyvybingy lasteliy procenta po poveikio
rekombinantiniais endolizinais. Bandymas kartotas 4 kartus, diagrama atspindi visy bandymy
vidurkio procenting dalj. ApskaiCiuotos standartinés paklaidos, diagramoje iSreikStos kaip
pasikliauties intervalai, nurodo nukrypimus tarp bandymy pakartojimy. Visi baltymai
vidutiniskai palieka apie 7 % gyvybingy lasteliy. Geriausig liz¢ parodo VpaE1lLys-6His — iSlieka
6,14 % gyvybingy bakterijy. Panasus rezultatas gaunamas bakterijas veikiant Vid5Lys-6His —
iSlieka 6,66 % gyvybingy bakterijy. Kiek prastesnj rezultatg parodo VpaElLysM-6His (8,17 %
gyvybingy bakterijy likutis) bei PSKMLys-6His (8,69 % gyvybingy bakterijy likutis).

Apibendrinant visy bakteriofagy lizinis efektyvumas yra panaSus, néra reik§mingo

skirtumo, o geriausiu liziniu aktyvumu pasizymi VpaE1Lys-6His.

3.3.4. Termostabilumo jvertinimas
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Terminis stabilumas yra vienas i$ reikSmingy baltymy kinetiniy parametry. Siekiant
endolizinus pritaikyti medicinoje, maisto ar kitoje pramongje, temperatiirinis aspektas yra ypac
svarbus. Rengiami atskiri tyrimai temperatiiriniam stabilumui rasti / patvirtinti (Bustamante et
al., 2012; Filatova et al., 2010; Linden et al., 2015).

Baltymy termostabilumo jvertinimui buvo pasirinkta liofilizuoty M. lysodeikticus
bakterijy suspensija paveikiant jg rekombinantiniais endoliziny baltymais. Uzaugintos lastelés iki
reikiamo optinio tankio buvo paveiktos skirtingose temperatarose — 50 °C, 55 °C ir 60 °C —
inaktyvuotais baltymais (10 pg). Kontrolei buvo pasirinkta bakterijy suspensija be baltymo ir
bakterijy suspensija su aktyviu baltymu. Optinis tankis matuotas po 30, 60 ir 120 min. Rezultatai
pavaizduoti stulpeline diagrama (22, 23, 24 pav.).
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22 pav. Rekombinantinio aktyvaus ir inaktyvuoto endolizino VpaE1lLys-6His jtakos M.
lysodeikticus palyginimas. Inaktyvacija atlikta 15 ir 30 min, 50, 55 ir 60 °C temperatirose.
Inaktyvuoto ir aktyvaus endoliziny aktyvumo matavimai atlikti 37 °C temperatiiroje po 0, 30, 60
ir 120 min, (n=2).

Diagrama atspindi apskaiCiuotg santykj kontrolés be baltymo (OT) su aktyviu baltymu
(OT) bei kontrolés be baltymo (OT) su inaktyvuotu baltymu (OT). Santykis ska¢iuojamas

randant matavimy vidurk] ir iSreiSkiamas procentine iSraiska:
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Diagramoje 100 % atitinka kiekvieno nepriklausomo bandymo atskaitos taskg — Igsteliy
optinj tankj bandymo pradzioje. Apskai¢iuotos standartinés paklaidos, diagramoje isreikstos kaip
pasikliauties intervalai, nurodo nukrypimus tarp bandymy pakartojimy. Atliktas t-testas
OriginPro 9.1 programa patvirtino, jog gauti rezultatai tarp grupiy yra statistiSkai patikimi (p <
0,05).

Zinant, jog nagrinégjamy endoliziny bakteriofagai yra plataus temperatiirinio spektro
(Simolitnas et al., 2015, 2018), buvo svarbu nustatyti, ar baltymai taip pat pasizymés

termostabilumu. 22 paveikslélyje esantis grafikas vaizduoja VpaE1l

Lys-6His aktyvumo pokycCius. Baltymg inkubavus 15 min, 50 °C aktyvumas islicka
santykinai stabilus, visgi po 30 min inkubacijos toje pacioje temperatiiroje jis sumazéja beveik
dvigubai ir nebeatgauna buvusio aktyvumo. Inkubavus 55 °C tiek po 15 min, tiek po 30 min
stebima baltymo inaktyvacija, bet 60-ta minut¢ baltymas atgauna savo aktyvuma (renatiiruoja)
abejose temperatiirose. Yra zZinoma, jog kai kurie endolizinai geba atgauti savo aktyvuma net po
ilgo inkubacinio laikotarpio. llgu yra laikomas 10 min ir didesnis inaktyvavimas. Pavyzdziui,
Pseudomonas fago endolizinai KZ144 ir EL188 islicka aktyvtus po 10 min inaktyvacijos 50 °C
(Briers et al., 2007), o T4 fago lizocimas iSlicka mazai aktyvus po 5 min, 65 °C (Nakagawa et al.,
1985). Taigi lyginant duomenis su literatiroje esanciais, nagriné¢jami endolizinai parodo gana
aukstg inaktyvacijos laipsnj. Po 15 min inkubacijos 60 °C stebima visiSka baltymo inaktyvacija,
kadangi bakterijy OT skirtingais matavimo laikais nemazéja. Temperatariné priklausomybé
parodo, jog baltymas yra jautrus temperatiiriniams pokyc¢iams ir didéjant temperatiirai savo

aktyvumg praranda.

23 paveikslélyje esantis grafikas rodo PSKMLys-6His temperatarinio stabilumo analizés
rezultatus. Siuo atveju stebima ryski pradiné inaktyvacija po 15 min trukmés inkubacijos 50 °C,
visgi aktyvumas atgaunamas po 60 min. Inkubavus baltyma pusvalandj toje pacioje
temperatiiroje, aktyvumas iSlaikomas panaSus lyginant su aktyviu baltymu. Inaktyvuojant
baltyma 55 °C tiek 30 min, tiek 15 min stebimas ryskus baltymo aktyvumo praradimas, taciau
abejais atvejais 60 minute baltymas atgauna aktyvuma. Visgi jis yra kelis kartus mazesnis nei
aktyvaus baltymo. Inkubuojant baltymg 60 °C 30 min dar stebimas nedidelis aktyvumas, ta¢iau

praéjus pusvalandziui ir toliau baltymas neberodo aktyvumo.
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23 pav. Rekombinantinio aktyvaus ir inaktyvuoto endolizino PSKMLys-6His jtakos M.
lysodeikticus palyginimas. Inaktyvacija atlikta 15 ir 30 min, 50, 55 ir 60 °C temperatiirose.
Inaktyvuoto ir aktyvaus endoliziny aktyvumo matavimai atlikti 37 °C temperataroje po 0, 30, 60
ir 120 min, (n=2).

Rekombinantinio baltymo Vid5Lys-6His atveju (24 pav.) jis iSlaiko aktyvumag po
inkubacijos laikotarpio 50 °C, nors aktyvumas sumaZzéja, bet pokycCiai néra ryskis. Po
inkubacijos 55 °C 15 min baltymo aktyvumas ryskiai sumazéja, ta¢iau pradedamas atgauti po 60
min. Inkubuojant toje pacioje temperatiroje pusvalandj, baltymas aktyvuma praranda ir jo

neatgauna. Esant 60 °C, kaip ir VpaE1Lys-6His atveju, stebima visiska baltymo inaktyvacija.
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24 pav. Rekombinantinio aktyvaus ir inaktyvuoto endolizino Vid5Lys-6His jtakes M.
lysodeikticus palyginimas. Inaktyvacija atlikta 15 ir 30 min, 50, 55 ir 60 °C temperatirose.
Inaktyvuoto ir aktyvaus endoliziny aktyvumo matavimai atlikti 37 °C temperatiiroje po 0, 30, 60
ir 120 min, (n=2).

Sunku pasakyti, kas lemia, jog baltymas atgauna dalj savo aktyvumo po terminio
poveikio. Teigiama, jog baltymai gali buti stabilizuojami mazinant jy i$sivyniojimo entropija
(Matthews et al.,, 1987). Biitent prolinas pasiZzymi zemiausia konformacijos entropija
i$sivyniojusioje baltymo biuisenoje, kas, manoma, galiausiai lemia, jog baltymas biina
stabilizuojamas (Vieille and Zeikus, 2001). Pasinaudojus bioinformatiniy jrankiy svetainéje
ExPASy esanéiu jrankiu ProtParam, nustatyta, jog baltymg VpaE1lLys-6His prolinas sudaro 2,6
%, Vid5Lys-6His sudaro 2,0 %, o PSKMLys-6His 3,7%. Lyginant duomenis su Plotka ir
komandos (Plotka et al., 2014) aprasytu termostabiliu baltymu Ph2119, kurio prolino kiekis yra 9
%, nagrinéjamy baltymy prolino kiekis yra santykinai mazas. Visgi Plotka ir komanda,
lygindami Ph2119 su kitu nustatytu P. aeruginosa fago ¢KMV termostabiliu baltymu gp36C
(Lavigne et al., 2004), kurio prolino kiekis sudaro 2,1 % , sitlo, jog grei¢iausiai ir kiti faktoriai
lemia termostabilumg. Vertinant miisy gautus rezultatus, matyti, jog jie patvirtina prolino teorija,
kadangi didesniu termostabilumu pasizyméjo VpaE1lLys-6His ir PSKMLys-6His, nors aktyvumo
skirtumas tarp VpaE1lLys-6His ir Vid5Lys-6His yra labai mazas.

Taigi, matyti, jog esant 50 °C inkubacijos laikotarpiui, baltymai iSsaugo savo aktyvumag

arba yra linke renattruoti. Baltymus inkubuojant 55 °C stebimas rySkus aktyvumo praradimas,
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bet PSKMLys-6His ir VpaElLys-6His greitai atgauna savo aktyvumg (renatdiruoja), o Vid5Lys-
6His yra maziau stabilus auksStesnése temperatiirose. Ties 60 °C inkubacija stebima visiska

baltymy inaktyvacija.

Siame darbe buvo sékmingai klonuoti skirtingy fagy VpaE1, Vid5 ir PSKM endoliziny
genai, indukuota jy raiSka ir iSgryninti afininés chromatografijos biidu. Rekombinantiniy
endoliziny aktyvumas buvo parodytas skirtingais metodais — matuojant bakterijy lasteliy
suspensijy optinj tankj, stebint lizés zony susidarymg bakterijy pasélyje kietoje terpéje bei
nustatant islikusiy gyvybingy bakterijy skaiciy paveikus endolizinu. Apibendrinus endoliziny
aktyvumo tyrima, galima teigti, jog jie pasizymi rySkiu poveikiu prie§ Gram-teigiamas bakterijas
(vidutinis gyvybingy KFV skaicius po poveikio endolizinu sudaro 6-9 %). Parodyta, kad Vid5
fago endolizinas gana efektyviai lizuoja Gram-neigiamas bakterijas, 0 sukonstruotas mutantinis
VpaE1l fago endolizinas buvo aktyvesnis negu natyvus. Taip pat nustatytas visy rekombinantiniy

endoliziny ~ optimalus  veikimo  pH  bei jvertintas  baltymy  termostabilumas.
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ISVADOS

Sukonstruoti bakteriofagy vB_EcoM_VpaEl, vB PagS Vid5 ir vB_PagM_PSKM
rekombinantiniai endolizinai yra tirpts baltymai, pasizymintys bakterijy lizés fermentiniu

aktyvumu.

Rekombinantinio endolizino VpaElLys veikimo pH optimumas yra 8,0, o Vid5Lys ir
PSKMLys — 6,8.

Rekombinantiniai endolizinai pasizymi lizés i§ iSorés poveikiu Gram-teigiamoms
Geobacillus stearotermophilus bakterijoms, kuriy gyvybingumas po Vid5Lys poveikio
iSlieka 6,66 %, po VpaElLys poveikio — 6,14 %, o po PSKMLys — 8,69 %.

Gram-neigiamy E. coli BL21- bakterijy atzvilgiu didziausiu aktyvumu pasizymi Vid5Lys.
Mutantinis VpaE1MLys (L3W) bakterijy pasélyje formuoja ryskesne lizés lyginant su

laukinio tipo baltymu.

. Tirti rekombinantiniai endolizinai praranda gebéjimag lizuoti Micrococcus lysodeikticus

inkubavus juos 60 °C 15 min.
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Bakteriofagy endoliziny aktyvumo tyrimas

SANTRAUKA

Didéjant bakterijy atsparumui antibiotikams, svarbu ieskoti naujy ir efektyviy budy juos
pakeisti. Zinant $ia problema, §iuo darbu buvo sickiama nustatyti bakteriofagy endoliziny
aktyvuma. Bioinformatiné analizé atskleidé, jog nagrinéjamy bakteriofagy VpaEl ir PSKM
endolizinai pasizymi muramidaziniu aktyvumu, o Vid5 — gliukozamidaziniu ir priklauso

hidrolaziy $eimai.

Siekiant jgyvendinti i$kelta tiksla, j plazmidinius raiSkos vektorius klonuoti nagrinéjamy
endoliziny genai ir i§gryninti rekombinantiniai baltymai, atitinkamai C- arba N- galinéje dalyje
sulieti su 6 arba 10 histidiny (His) inkaru. Nustatytas tinkamas rekombinantiniy baltymy pH
veikimo optimumas, identifikuojant lizin; aktyvuma pries Gram-teigiamas Micrococcus
lysodeikticus bakterijas. Norint patvirtinti lizinj aktyvuma, endolizinais paveiktos Gram-
teigiamos Geobacillus stearothermophilus bakterijos. Nustatyta, jog po poveikio endolizinu
gyvybingy kolonijas formuojanciy vienety iSlieka 6-9 %. Pastebéta, jog baltymas, N-galinéje
dalyje suri$tas su 10 histidiny, yra mazai aktyvus. Patikrinus rekombinantiniy endoliziny poveikj
Gram-neigiamoms Escherichia coli BL21" lasteléms, nustatyta, jog endolizinai pasizymi mazu
aktyvumu, o ryskiausig lizés zong palieka Vid5 bakteriofago endolizinas. Siekiant padidinti
endoliziny gebag prasiskverbti pro Gram-neigiamy bakterijy iSoring membrang, sukonstruotas
mutantinis rekombinantinis endolizinas, kurio N- galinéje dalyje leucinas yra pakeistas triptofanu
(L3W). Pastebétas sio mutanto lizinis aktyvumas prie§ Gram-neigiamas bakterijas buvo didesnis
nei natyvaus baltymo. Vertinant tirty endoliziny temperatiirinj stabiluma, nustatyta, jog visi

rekombinantiniai baltymai po inkubacijos 60°C 15 min praranda gebéjima lizuoti bakterijas.
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Investigation of Bacteriophage Endolysins Activity

SUMMARY

Because of rapid growth of bacterial resistance to various antibiotics, it is necessary to
discover alternatives to kill bacteria. Bacteriophages were considered as an opportunity for long
time, but since bacteria also became resistant to them, attention turned to viral enzymes called
endolysins.

Considering the upcoming threat, the aim of this study was to investigate a research on
activity of viral endolysins. Three recombinant and one mutant endolysin with his affinity tag
were purified from bacteriophages VpaE, Vid5 and PSKM during this examination. Measuring
the pH optimum for enzyme activity, the lytic activity against Gram-positive Micrococcus
lysodeikticus bacteria was identified. Endolytic activity against Gram-positive bacteria was
confirmed using Geobacillus stearothermophilus bacteria, where only around 6-9 % of viable
colony forming units was left after effect of endolysins. Lytic activity was also performed on
Gram-negative Escherichia coli BL21". It showed a low activity against these bacteria and only
endolysin of Vid5 bacteriophage showed a significant activity. Aiming to increase the endolytic
activity against Gram-negative bacteria, a mutant recombinant endolysins of bacteriophage
VpaEl was constructed, which had a replaced amino acid leucine to tryptophan in the third
position of N-terminus (L3W). Successfully, lytic activity of this mutant enzyme was identified
higher than of a native enzyme. Estimating the thermostability of recombinant endolysins, it was
established that recombinant enzymes are being inactivated at the 60 °C after 15 min of

incubation.
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