VILNIAUS UNIVERSITETAS
Gamtos moksi fakultetas

Biochemijos ir biofizikos katedra

Biofizikos studip programos Il magistraimtos kurso studeat

Ana JUZENAITE

Magistrinis darbas

Infekcijos terpés fizikocheminip savybm jtakos
bakteriofago PRD1 gfveikai suSalmonella enterica lasteliy

apvalkaléliu tyrimai

Darbo vadovas:

Doc. habil. dr. (hp) Rimantas Daugeléus

Vilnius 2008



Infekcijos terpés fizikocheminiy savybiy jtakos bakteriofago PRD1

saveikai suSalmonella enterica Iasteliy apvalkaléliu tyrimai

Darbas atliktas VU Gamtos mokdiakulteto Biochemijos ir biofizikos katedroje

Ana Juznait

Darbo vadovas:

Doc. habil. dr. (hp) Dr. Rimantas Daugelaus



TURINYS

SANTIUMIPOS ...ttt mmmmmme e e e e ettt e et et e e e e et e e e et eaeennsa e e e et e e e et e eeennns 5
IV ADAS oottt e e e e e e e a bttt e e e e e enneee e e annnrreraeeeeaannrees 6
1. LITERATUROS APZVALGA ...t ettt 8
1.1. Bakteri apvalkadliu StrUKGra .........coooiiiiiiiiiiii e 8
1.1.1.Gramteigiangu bakterip apvalkatliy Strukfira..............oevvceiiiiiiiiieeennnnn. 9
1.1.2. Gramneigiamu bakterij apvalkaéliy Strukfira............ccooeeeevveivvvveeiinnnnn, 11
1.2. Bakteriy lasteliy pavirSiaus pralaidumo barjerai..........oooeeeeceeeeeeeiiiivviiinnnn. 13
1.2.1. 1S0rigS Membranos DAIJEraS ...........uuiiiriee s e e e e e e e eeeeeeeeeens 14
1.2.1.1. Baltyminiai Kanalai.................oeemmmreeeiiiiiiiiiiiiiie e e eeeeeeseeeeesennnns 15
1.2.1.2. Lipopolisacharidbarjeras .........ccceceeeeiiiiieeeeeeiieeeeicee e eeeeeee 17
1.3. Lipofiliniy jony saveika su baktenj membranomis.............ccccceeiiiiiiniiiiiiccenee 18
1.4. Membranas turéiy virusy patekimoj lastek badai.............ccccooeeiiiiiiii . 19
1.4.1. Gyviny virusy patekimag lastek.........cccoovvveiiiic e 19
1.4.2. Membrasturincio bakteriofago PRD1 patekimagstek....................... 21
1.4.3. DNR patekimaglastek Seimininke............ccooooeviiiiiiiiiiiiiii e, 24
2. MEDZIAGOS IR METODAL ... oo ettt e et en e e 25
2.1. MedZiagos, biologiniai objektai ir prietaiSal...........ccccoeeeeeeeiiieiieiiiiieens 25
2.1.1. Reagentai, mikroorganizmai ir aparat.............ccccceeeeeeeeereeeeeennnnnnnnns 25
2.1.2. Mitybires tergs, tirpalai ir jy paruoSimas ...........ccooeevvevveeiiiinivnimmmeaee. 26
P Y = o o - | UURPPP 27
2.2.1. Lasteliy QUGINIMAS .......ccoveeeieeiiiiiies e e e e emmmmm s e e e e e e e e e s 27
2.2.2. lasteliy paruoSimas potenciometriniams matavimams...................... 27
2.2.3. lasteliy dorojimas EDTA, EGTA ...t 27
2.2.4. Bakteriofago titro NUStatymas. ........cooooeiiiiiiiiiiiiie e 28
2.2.5. Bakteriofago gryniniMas. ..........coooeeeeeeuummiminaaneeeeeeeeeeeeeeeeesennnnnnnnnnns 28
2.2.6. Potenciometriniai TPRr K* koncentracijos matavimai ..................... 29.

2.2.7. Osmosinio &fjio ir jonirés jegosijtakos bakteriofago PRD1

INFEKLYVUMUI NUSTALYMAS. ....eutiiiiiiiiiie s 30
2.2.8. LIZS tYIIMAS.. .oiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et s e e e e e e e e e e e e at e an 30
2.2.9. DUOMEM ANANIZ. . ....coveiieie e e eaaas 30



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS ... 31

3.1. Bakteriofago PRD1 poveikia enterica lasteliy apvalkatliui priklausomylz
NuUo infekcijos daugybiSKUMO.............vvuiieeeee e e e e e e e e e eeeeaveeees 31
3.2. Antibiotiky jtaka membramlaidumui.............oeeeiiiiiiiiiie e 32
3.3. Temperairositaka bakteriofago PRD1 infekcijai............cumeeieeeieiiiiiiiiiiiinn, 33
3.4. Fago PRDitakos bakterij apvalkatlio laidumui priklausomyb nuo tergs
JONINES JEJOS I OSMOSINIO BUIO.....cciiieieeieeiiiiiiie e e e e e e e e e s 35
3.5. Dvivalertiy jony svarbos bakteriofago PRD1 infektyvumui tyrimai...............37
3.6. Arsenatgtaka membraplaidumui ir bakteriofago infektyvumui ...................41
3.7. Aeracijogtaka bakteriofago PRD1 iNfEKCIJal............commmeevrermnniiiiiaiaeeeeeeeeeeeeee 41
3.8.Dvivalertiy jony jtaka bakteriofago PRD1 sukeliamasteliy lizei..................... 44
ISVADOS ...ttt emeae et e e sttt e bRttt ettt 46
SANTRAUKA (lIEtUVIY KAIDA) ........c.viveeeeieeeee et eeememes et ee s een e 47
SANTRAUKA (angly Kalba) .......ccoooiiiiiii e 8.4
LITERATUROS SARASAS ...ttt eemes ettt ts e saesae s enesaeeae e 49



SANTRUMPOS

Ay — membranogampa

EDTA - etilendiamintetraactaigstis

EGTA — etilenglikolio(2-aminoetileterio)-N,N,N‘N‘dtraacto figstis
GD — gramicidinas D

Glc — gliukoz

IM — iSorine membrana

LB — Luria-Bertani terp

LPS — lipopolisacharidas

MOI — infekcijos daugybiSkumas

OT — optinis tankis

PCB - fenildikarbaundekaborano anijonas
PM — plazmig membrana

PMB — polimiksinas B
TPP - tetrafenilfosfonio katijonas

Tris — tris-(hidroksimetil)aminometanas



IVADAS

Virusy ir lasteks membran saveika yra svarbus kiekvienos viruss infekcijos
vyksmas. Infekcinio ciklo eigoje virusas maziaugiai kartus turijveikti lasteliy plazmirg
membran — patekdamasgja ir iSeidamas iSakteks infekcijos pabaigoje. Eukariotinlasteliy
virusai reprodukcijos metu galaweikauti ir su vidudstelintmis membranomis. Membran
susiliejimas (fuzija) yraprastas reiSkinys virusams patenkaetikariotinesdsteles. Kai kurie
apvalkatlj turintys virusai tiesiogiai sulieja savo memhyau hsteliy plazmine membrana
(PM), kiti i lasteles patenka endocitsz lidu (Poranen et al., 2002). Daugelyje virus
identifikuoti specializuoti viriono glikoproteinagtsakingi uz viruso apvalkdio saveika su
lasteks membranomis. Santykinigveikoje dalyvaujaéiu viruso komponent apibgztumas
bei galimyle sekti ir kontroliuoti patsaveikos proces skatina tirti § reiskin ir teikia vilties
ne tik giliau pazinti biologini membran syveika, bet ir sukurti naujus efektyvius
priesvirusinius vaistus.

Bakteriofagai (baktenj virusai, fagai) turi kelet pranasum prie$ tradicinius
antibiotikus. Antibiotikai ypatingai nesirinkdamgmusSa visas jautrias bakterijas, tame tarpe
ir gemsias, atliekatias esmines funkcijas Zzmogaus organizme. Fagumgdabai atrankiai
nutaikyti i kenksmingas bakterijas ir jas iSnaikinti, visiSkakenkiant naudingosioms¢ka
to, kad fagai dauginasi eksponentiniu gigi mazos §j bakterip virusy dozs gali uzZtekti
bakterires infekcijos iSgydymui. Be to, bakteriofagai negafiekuoti Zmogaus, kit gyviiny
ar augal, jie pavojingi tik bakterijoms.

Biologiniy membran saveika yra neatsiejama ir bakterijnfekcijos membram
turintiais fagais dalis. Zinoma, kad lipidinapvalkatli turintys fagai, tokie kaip
06, 13, sulieja j su hsteliy-Seimininky iSorine membrana (IM) (Bamford et al., 1987,
Daugelawtius et al., 2005). Manoma, kad fagas PM2, turim&nbragn baltymires kapsids
viduje, taip patg sulieja su infekuojamlasteliy IM (Kivela et al., 2004)Tectiviridae Seimai
priklausantis bakteriofagas PRD1, infekuojantis giaw atsparumu antibiotikams
pasizymirtias gramneigiaasias bakterijas, bei gramteigigm bakterip Bacillus
thuringiensis fagas BAM35 kapsigs viduje esafia membran taip pat naudoja patekimui
lastek. Manoma (Grahn et al., 2003; Gaidelgt al., 2006; Daugelasius et al., 2007), kad
Siy fagu membrana patekimo metu susilieja su infekuajdpsteliy plazmine membrana.
Deja, taijrodyti tiesiogiai yra gana sgtinga.

Lipofiliniai jonai — tai kiivi turincios molekués, kurios yra tirpios tiek poliniuose,

tiek ir nepoliniuose tirpikliuose. Biologis membranos yra laidZzios Siems jonanst jd



Lipofiliniai jonai daznai naudojami kaip membranogampos Ay) indikatoriai
mikroorganizny lastekse, eukariotinj lasteliy organetse ir membranise pislekse.
Panaudojant lipofilinius jonus galima tirti ir apiotiky bei fagr poveil bakteriy IM
laidumui (Daugelaviius et al., 1997; 2000).

Registruodami fago sukeliamas tetrafenilfosfoni®®T), fenildikarbaundekaborano
(PCB) ir kalio (K) jony sroves bei tirdami membranose aktyvantibiotiky poveik
membranogtampai ir kalio jom gradientui pabarine jvertinti Salmonella enterica lasteliy
PM ir IM laidumo pokyius bakteriofago PRD1 infekcijos eigoje. Sio datilslas buvo
iStirti infekcijos tergs fizikochemini savybi, ir lasteliy energetikostaka bakteriofago PRD1
saveikai suS enterica lasteliy apvalkatliu. Tuo hidu buvo tiktasi geriau pazintiabteks ir
fago membrai saveika bei j jtakojartius veiksnius.

Darbo tiksluijgyvendinti buvo iSkelti tokie uzdaviniai:

e |Stirti pradirese infekcijos stadijose vykstéios infekuojana S enterica
lasteliy membran laidumo pokgius bei nustatyti y priklausomylk nuo
vidulastelinio ATP;

e |Stirti kaip bakteriofago PRD13aseika suS enterica lastely apvalkatliu
priklauso nuo infekcijos tegs temperatros, jonires j¢gos, osmosinio &gio ir

dvivalertiy jony koncentracijos;

o [Stirti infekuoty lasteliy aeracijos ir vidujstelinio ATP jtaka fago sukeliamai

lizei.



1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1. Bakterijy apvalkaléliy struktiira

Bakterijos hstek sudaro Sie komponentaysteks apvalkallis, | kurio suctj gali
ieiti kapsu¢, lasteks siendd, iSorire (IM) ir plazminé (PM) membranos, bei citoplazminiai
elementai: citozolis, nukleoidas, ribosomos ir Bakteriju lastekse rera vidubsteliniy
membraniny  struk@iry: branduolio membranos, mitochondrij Goldzio aparato,

endoplazminio tinklo (Alberts et al., 2002).

Bakterirg citoplazny supa PM, kuri yra sudaryta i$S dvigubo fosfolipgluoksnio su
isiterpusiaig ja baltymais. Vidig dvisluoksnio dalis yra hidrofobénir jos storis sudaro apie
3.5 nm. ISorini sluoksni, kurie susideda i$ polimilipidy molekuliy sriciy ir baltymy, storis
yra apie 2 nm. Taigi, visos membranos storis yia &b nm. ISskikt bakteriniy membran
chemiré analiz paroa, kad jos turi panaswysu membranimis struktiromis, iSskirtomis is
augat ir gyvany. Bakterinipy PM ypatumas yra tas, kad jose yra §gaug baltym, kurie
sudaro 70— 7% sausos §i strukiry mass (Madison et al., 2003). Baltymai yra pagrindinis
biologiSkai aktyvus membrankomponentas. Plaznije membranoje iSségiusios jvairios
medZiag pernasos sistemos, taip pat oksidacinio fosfamilon bei makromolekudi
biosintezs fermentai. Si membrana — tai difuzinis barjeragrdfilinems medziagoms
(Osborn et al., 1980).

Lasteks sienal — tai svarbus prokarigtstrukiiros elementas. Tai standi, pta,
uzdara strukira, apsaugantiastek nuo fiziniu poveiky. Tyrimai parod, kad bakterij
lasteliy apvalkatliai dalyvauja daugelyje fiziologini proces. Lasteliy sienet atlieka Sias
funkcijas:

1. suteikia hstelei atitinkam dydj ir forma;

2. tai mechaninis barjeras, neleidziantistek patekti didetms molekums ir

apsaugantisajnuo osmosinio sgio pasikeitin;
3. tai selektyvus barjeras, per kgali vykti atranki pernasa,
4. lasteliy sienetje yra specifiniai receptoriai bakteriofagams.

Bakterijos skiriasi savo siersl strukiira ir chemine sudimi. Pagal reakcij i dam
mokslininko Grammo pasiyta diferencin prokariot; dazymo Ilada, bakterijos skirstomog
gramteigiamsias ir gramneigiagsias. Sis empirinis kriterijus remiasi nuoseklistéliy



apdorojimu: dazymu kristaliniu violetiniu bei jodiukinimu etilo alkoholio ir acetono
misSiniu, ir papildomu dazymu safraninu. Paq; irocediry gramteigiamosios bakterijos
nusidazo violetine spalva, 0 gramneigiamosios, y- hesidazatios bakterijos (pvz.:
Escherichia coli ar Salmonella enterica)- yra rausvos.

Gramneigiamjuy bakteriy sienet yra sudtingesré negu gramteigiamgu. Standus
bakteriniy sienely karkasas susidaro kovalentiSkai susijungiant pohiaridams ir
polipeptidams. Sis karkasas gramteigiamosiose tjde yra storesnis negu
gramneigiamosiose. Prie Sio striutio pagrindo jungiasi sienelikomponentai, skirtingi

gramteigiamosiose ir gramneigiamosiose bakterijdaadison et al., 2003).

1.1.1. Gramteigiamyjy bakterijy apvalkaléliy struktara

Gramteigiamyju bakterip siene¢ (1.1 pav.) yra storesnr labiau amorfig lyginant
su gramneigiamosiomis bakterijomis. Jos pagriaairag sudaro specifinis heteropolimeras
— peptidoglikanas (Madison et al., 2003), dar vadias mureinu (lot. murus — sietel
Gramteigiamosiose bakterijose peptidoglikanas su@ér — 90% sausos sieéelmass, jo
storis 20-80 nm. Gramteigiagu lasteliy peptidoglikanas — tai didzilpolisacharidinio —
peptidinio komplekso molekélsu kryzmiskai iSsigsciusiomis glikano grandiiémis, kurios
susijungusios glikozidigmis ir peptidirtmis jungtimis.

Pagrindinis pasikartojantis polisacharidirgrandiniy vienetas yra muropeptidas -
disacharidas, kuriame N-acetil-D-gliukozaminas sgjasf (1-4) rySiu su N-acetilmuramo
ragsStimi, prie kurios prijungta tetrapeptidigonire grandir¢, susidedanti iS L-Ala, D-Ala, D-
Glu ir arba diaminopimelo tgsties, arba L-Lys, kuris yra diaminopimelaigsgties
dekarboksilinimo produktas. Skersiniai tilteliai rga ilgy lygiagretiy polisacharidini
grandiniy susidaro susijungiant Sokms peptidigms grandiéms. Tai iSaiSkinta, tiriant
mureino hidrolizs produktus: vieno polisacharido g&liD-Ala liekana Soniée peptidirgje
grandirgje kovalentiSkai jungiasi su kaimyninio polisacliarpeptidine Sonine grandine.

Peptidoglikanas — tai polielektrolitas, kuiikrautos grups siveikauja tarpusavyje.
Jo matrica kovalentiSkai "prigia" prie kitos makromolekuliés sieneds dalies, sudarytos isS
polisacharid ir polifosfaty — teicho @giy. Tai vandenyje tirfps polimerai, turintys
fosfodiesterigmis jungtimis sujungtas ribitolio ar glicerolio kanas. TeichotigStys gali
kovalentiSkai jungtis su N-acetilmuramagstimi (Madison et al., 2003). Prie laigvibitolio

ar glicerolio hidroksilini grupiy gali bati prisijungusiosjvairios medziagos; pvzB. subtilis



lastebms hkidinga D-gliukoz. ligos teicho @#g&iu molekubs perveria peptidoglikano
sluoksn ir gali iSsikiSti i pavirSiy. Tai nulemia bakterijos pagrindines antigeninesylas.
Priklausomai nuo augimailyguy, sienets teicho @igstys gali lati pakeistos kitais anijoniniais
polisacharidais — teichuronagstimis, kurios taip pat gali suristi peptidoglilkatipoteicho
ragStys susijungia su plazmine membrana¢ltgth nepakaiiamos ir nepriklauso nuo augimo
salygu (Archibaldet al., 1989).

Lipoteicho Teicho
rigstis riigstis

Peptidoglikanas

T H
sip?
|

; @*ﬁ?

Plazminé |
membrana

1.1 pav. Gramteigiamyju bakterij y apvalkalélis.

Sieneés mechaniés savylds labai priklauso nuo sienelhidratacijos laipsnio, kuris
itakojamas augimo tekp. Gramteigiamju bakterip sienet¢s lengvai suriSa jonus.
Peptidoglikanas turi tiek anijonines (karboksikgktikatijonines (amino) grupes. Bendras
krivis augimo metu visada yra neigiamas. Pasiekiarang $uriSimo vietos siengke yra
nevienodai pasiskitgusios. Nors joninis polimeras yra visoje siefelB. subtilis daugiau
suriSimo viet turi iSorirgje sienets dalyje. Neigiamaikrauty grupiy taip pat daugiawsteks
poliuose negu cilindrigje dalyje. Manoma, kad septojeyisai rera.
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B. subtilis peptidoglikano ir teicho tig<iu sintez yra slopinama skyrikii ir
jonofory, pvz., valinomicino. T&@au valinomicinas neslopina laigMipidy arba lipoteicho
ragiy formavimosi. Tai rodo, kad lipoteichaig<iy ir sieneés teicho @g&iy sintezs
mechanizmai yra skirtingi. dsteks sienels sintezje dalyvaujatiu fermeniy aktyvumas
priklauso nuo elektrocheminio protpngradiento. Jis reikalingas kaip energijos Saltinis
sintetinany ferment, rotacijai ir reorientacijai, sienid pirmtaky; translokavimui per PM.
Sieneliy teicho 6g&iu glikozilinimas rera jautrus valinomicinui. Jam jautrus glicerolio
fosfato grandialés formavimas.

Elektrocheminio protop gradiento iSnykimas gali aktyvuoti autolizinus arb
fermentus, kurie degraduoja membranos lipidus.hiceitgstis degraduojantys fermentai rasti
sporuliacijos arba badavimo metu (Harrington ir iBgd1984). Teicho figStys nulemia ne tik
nespecifines asteliy savybes (pvz.: kwi, poliSkumy, hidrofobiSkum), bet ir specifines
pavirSiaus savybes (pvz.: antigeniSkiiraugebjima suristi antikinus ir fagus (Archibald et
al., 1989).

1.1.2. Gramneigiamyjy bakterij y apvalkaléliy struktira

Gramneigiamju bakterijp lasteks turi sudtingos strukiiros apvalkallius (1.2
pav.), sudarytus iS kelisluoksni. 1S iSogs lastek supa iSorida membrana (IM), kua nuo
plazmirtss membranos (PM) skiria periplazma. Periplazmoja ylonas, 2- 3 nm,
peptidoglikano sluoksnis. Jis sudaro 15-20 % saimsioets svorio. ISorid membrana savo
sucktyje turi unikal; komponerg — lipopolisacharid (LPS). LPS molekuk yra iSsidsciusios
IM iSoriniame sluoksnyje. yJ sucttyje iSskiriamos trys dalys: proksimatinhidrofobire
lipido A, sudaryto iS s®iyju riebal; rag&iy, susijungusi su fosforilinto gliukozoamino
disacharido molekaimis; distalire hidrofiliné polisacharido dalis, nukreiptaterpe; ir Sias
dalis jungianti Serdinio polisacharido sritis. Seiol polisacharido sritis turi daug neigiamai
ikrauty grupiy, kurios nulemia antigenines bakterijos savybebpidas A lipopolisacharig
itvirtina iSorirtje membranoje. ISorinLPS dal — O-polisacharigl — sudaro pasikartojéios
heksozs: gliukoz, galaktoz, manoz, ramnoz. Galimi Simtai O-polisacharidkombinacijy;
skirtingn gramneigiamjuy bakteriip kamieny lasteks savo sugtyje turi skirtingas O-
polisacharid molekules. Btent Sios LPS dalys lemia bakterjrasteliy antigenines savybes

bei toksiSkum. ISoriness membranos vidinis sluoksnis sudarytas i$ fosfhlipE. coli atveju
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tai daugiausia fosfatidiletanolaminas, su nedideligkiekiais fosfatidilglicerolio ir
kardiolipino.

IM — tai difuzinis barjeras hidrofobéms ir amfifiinems medziagoms: jonoforams,
pvz., karbonilcianid-p — trifluormetoksifenilhidraaui ir valinomicinui, dazams — metileno
meliui, Kristalvioletui, daugeliui antibiotilz. Barjerires IM savylés priklauso tiek nuo LPS,
tiek ir nuo baltym, jeinartiy i Sios membranos séfd. [vairios hidrofilinés baltymirés poros,
perveriagios IM, uztikrina pasyw mazos molekuliess mags medziag difuzija pro IM. Sios
membranos baltymsucttis ir kiekis skirtings bakterij ir ju kamien; lastekse yra skirtingas
ir gali labai keistis, priklausomai nuo bakterikultyvavimo salyg. E. coli IM baltymai
Omp C, Omp D, Omp F sudaro poras, laidzias hidnéfihs medziagoms, kurimolekuliré
mas: nesiekia 600 Da (Vaara, 1992). Sie baltymai dainsami “matriksiniais” porinais. Jie
beveik be atrankos praleidZzia mazas hidrofilinedeides. IM yra baltym, sudaratiy ir
atrankius kanalus, pvz., baltymas Lam B sudaro fpo@dzias tik maltozei ir maltés
oligosacharidams. Gramneigigm bakteriiy IM su po ja esanu peptidoglikano sluoksniu
yra sujungta lipoprotein molekubmis. Lipoproteim baltymin komponerd sudaro 57
aminomgstys, vyrauja 15 aminog<iu pasikartojatios sekos. Pagrindin lipoproteing
funkcija gramneigianguy bakterip apvalkaéliu struktiroje yra IM stabilizavimas, jos
pritvirtinimas prie peptidoglikano sluoksnio. Tyrinelektroniniu mikroskopu paréd kad
trys porino molekus sudaro hidrofilia pora, kurios diametras 1.5-2 nm. Manoma kad
kiekviena porino molekgl saveikauja su trimis lipoproteino molekuhis, iS kuriy viena

susiriSusi su peptidoglikanu, o kitos dvi — laisvos
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1.2 pav. Gramneigiamyjy bakterij y apvalkalélis.

IM yra apie 10 nm atstumu nuasteks PM, sudarytos iS dvigubo fosfolipid
sluoksnio susiterpusiais ji baltymais. Sioje membranoje yra i&si§ uz jvairiy medziag
pernag atsakingi baltymai, taip pat oksidacinio fosfaritho bei kai kurios makromolekuli
biosintezs sistemos.

PM yra difuzinis barjeras hidrofilims molekutms. Tarp PM ir IM yra
periplazmire ertme, | kurios sudtj jeina peptidoglikano sluoksnis. Kai kurios medziagos
patekusios periplazmir ertrrg, gali protonizuotis, kadangi periplazmos pH yrangenis nei
lasteks iSokje (Lipowsky, 1995).

1.2. Bakterijy Igsteliy pavirSiaus pralaidumo barjerai.
Bakterijos, damos vienalktmis, yra pastoviai veikiamos aplinkoje e&an

nuoding; junginiy. Gramneigiamosios bakterijos ir mikobakterijosaagkmingai iSgyvena

badamos nuodinguose miSiniuose, kadangi jos turi [Zemttsparumo mechanizmus. ¥is
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pirma, jos turi efektyy pralaidumo barje; sudaryg iS IM (gramneigiamjuy atveju) arba
mikolato turirtios lasteks sienels (mikobakteriy atveju). Be to, jos aktyviai stumia vaist
molekules pro barjerus igdteks, daZznai tam panaudodamos dauginio atsparumacanest
(DAV) siurblius. Gramneigiangu bakterip DAV siurbliai atpazsta ir iSstumia iSakteks
labai jvairias medziagas. lami integralia PM dalimi, jie, panaudodami pagailis
baltymus, dazniausiaiggeikauja su IM porinais, formuodami baltyminius koleksus, kurie,
apeidami IM barjey, iSstumia vaist molekules tiesiai terpe (Nikaido, 2001).

1.2.1. ISorinées membranos barjeras

IM — tai difuzinis barjeras hidrofobéms ir amfifilinems medziagoms. Visos
gramneigiamju bakterip lasteks yra padengtos IM, kuri yra virS PM ir periplazmos
(1.3 pav.). Sio apvalkdio sluoksnio pagrindia funkcija yra ta, kad jis tarnauja kaip
efektyvus pralaidumo barjeras (Nikaido, 2000; Nikgi2001).

kanalas {TDIC
hmhums sluolcsnis
Vldnus sluoksnis
Jung;lantysm
/’E haltymas (AcrA)

o i . M
i i i

Ampifilinis junginys

siurblys
{AcrB)

1.3 pav. IM pralaidumo barjero ir dauginio atsparumo vaistams siurblio
saveika gramneigiamyjy bakterij y apvalkaléelyje
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IM dvisluoksnio strukiira yra asimetrié, turinti fosfolipidy vidiniam sluoksnyje ir
LPS iSoriniam sluoksnyje (Snyder ir Mclintosh, 2Q00jfuzija per nespecifinius ponn
kanalus ir atrankios pernaSos kanalus, rustaSy baltymy kristaling strukiira, dabar
iSaiSkinta molekuliniame lygmenyje. LPS tygimai ne tik parodgspidinga LPS strukiiros
jvairowg bakterip vieSpatijoje, bet ir leidzia suprasti, kad LPSuktira gali iti
modifikuojama priklausomai nuo tesjp fizikochemini; savybi (Nikaido, 2003).

1.2.1.1. Baltymy kanalai

IM, kaip ir kitos biologirts membranos, iS ess yra lipidinis dvisluoksnis. Tai
lemia IM lipidinés dalies silpa pralaidum hidrofilinéms medziagoms ir taip apsunkina
lasteliy saveika su inkubacijos terpe. Té@dIM turi hidrofilinius kanalus formuojatius
baltymus, kurie leidzia maisto medziagoms pat¢kKtistek ir padeda pasalinti medziag
apykaitos produktus. Pirmieji tokius silpnai atrarsk kanalus formuojantys baltymai —
porinai — buvo atrasti 1976 metais. ZodzZiu ,porinasivo pasillyta pavadinti baltyr,
formuojartiy neatrankius difuzinius kanalus, kéa¥aip ir galima tiktis, porinai buvo rasti
visose iStirtose gramneigiamosiose bakterijose eltgingrugje gramteigiamju bakterij,
kurios turi lipidais turting lasteks siened (Nikaido, 2003).

Klasikiniais porinais vadinami trys. coli gaminami porinai: OmpF, OmpC ir PhoE.
Jie rodo bendr pirmenyle medziag kraviui ir dydziui. OmpF ir OmpC teikia pirmengb
katijonams, o PhoE- anijonams. Parikanalai paprastai yra gana siauri. PagrindiniomlE.c
porino skerspjvio siauriausia vieta, kartais vadinama plySiupé&ie), yra tik 11A. PhoE ir
OmpF leidzia prasiskverbti Siek tiek didésms molekutms negu OmpC. Cuirdifuzijos
tyrimai leido nustatyti, kad OmpF porino kanalo rskeuo yra apie 12A (Nikaido, 2003).

Tik nedaugelis porip formuoja kristalus, ir éra lengva nustatytijtreting struktira.
Zinoma, kad porin monomerai kerta lipig dvisluoksi kaip p-statire, sudaryta i 16-
juosty. OmpF porine transmembraninfragment ilgis yra nuo 7 iki 16 aminag&iy

liekany. RySys tarp monomeistabilizuojamas &a hidrofobirts ir polines siveikos.
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1.4 pav.E. coli OmpF porino struktira.

A- vaizdas statmenas membranos plokStumai;

B- vaizdas kryptimi, kuri paveiksle A pazyta rodykle;
C- vaizdas i8 virSaus,iint per vien i$ trimen.

Kilpa 2 (1.4A pav.) vaidina svainbvaidmen monomen saveikoje su kaimyniniais
subvienetais. Kilpa 3 siaurina kamaPlyselis (1.4C pav.) sudarytas iS kilpos 3 Glull7
Aspll3 taip pat 4 bazipiliekany Lys16, Arg42, Arg82 ir Argl32, esé@m prieSingose
grandires pugse (Nikaido, 2003).

Pseudomonas aeruginosa lasteks pasizymi yp& dideliu atsparumu daugeliui
antibiotiky, nes y IM pralaidumas hidrofililms medziagoms yra 2 laipsniais Zemesnis negu
E. coli. PagrindinisP. aeruginosa porinas OprFigalina tik labai ¢ta smulkiy molekuliy
difuzija pro IM, nors ir jo iSskyrimo riba yra net didésneguE. coli OmpF.E. coli porinas
OmpA taip pat leidzia tik labaiéta maz; hidrofiliniy medziag molekuliy prasiskverbim i
lastek. Irodyta, kad OmpA ir OmpF turi 2 konformacijas: vée(apie 98%) neformuojanti
kanalo, o kita (apie 2%) formuojanti digekanah. PanaSus pasiskirstymas yra ir OprF
populiacijoje (1.5 pav.). Galima didgu (pagrindiny) poring konformacij netektis, kuri
didina atsparumhidrofiliniams antibiotikams, tokiems kafplaktamas.
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1.5 pav. OmpA ir OmpF konformacijos

Manoma, kad vartojant antibiotikus vyksta mutgargaminadiuy pakeistus porinus,
atranka (Nikaido, 2001). Teau poriny netektis sukuria kiitis organizmams mutantams,
kadangi maisto medziagos (y¥pasant mazoms koncentracijoms) taip pat datigu patenka

i lasteles.

1.2.1.2. Lipopolisacharido barjeras

Nors per porin kanalus kartais gali praeiti palyginti didelmolekulirts mass ilgi
ir lanksftis tirpiniai, molekuly lipofiliSkumas zymiai suftina ju difuzija per porinus (Nikaido,
2003). Didelio lipofiliskumo vaistai sunkiai skvealsi per porin kanalus, kurie savo viduje
turi tvarkingy vandens molekuli grandirtle. Taigi pagrindinis tokj junginiy i¢jimo kelias
yra per IM lipidy dvisluoksn. Patekimas Siuo keligvertintas naudojant labai lipofiliSkus
junginius — steroidus. Nedidedlektrin kravi turintys steroidai prasiskverbia per laukinio tipo
E.coli lasteliy IM dvisluoksn greiiau negu nedidelis lipofilinis kefalosporinas cetainas
prasiskverbia per porn OmpF. Taigi, labai lipofiliski junginiai gali pr#e pro IM
dvisluoksn pastebimu gréiu, nors Sis greitis ir yra bent 2 @ihis Zemesnis negu |
prasiskverbimo greitis pegdteks PM (Nikaido, 2001). Tiriant baktegijautruny lipofilinius
vaistais, gra lengvayvertinti IM dvisluoksnio pralaidumo vaidmenTokie vaistai yra ir geras
siurbliy, iSstumiadiu iS lasteliy lipofilines medziagas, substratas.clDSios priezasties
daugelio vaist difuzija per IM dvisluokspndaznai yra ganata (Nikaido, 2001).

LPS yra pagrindinis lipidas gramneigiamm bakterip lasteliy pavirSiuje. LPS
sluoksnis veikia kaip pralaidumo barjeras, daran®ring membran nepralaidzia
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hidrofobiniams antibiotikams, detergentams, dawgdlaltym; (Snyder ir Mclintosh, 2000).
LPS pagrind sudaro cukg liekanos. Sis junginys molelj taip pat gali tusti iki septyniy
riebaly ragiy ir ilga polisacharido grandin(Snyder ir Mcintosh, 2000).

Taigi daugumos organipijunginiy patekimasj gramneigiamsias bakterijas yra
gana ttas, ypé vaisty, kuriy molekuks paprastai ima Zymiai didests negu tipiSkos maisto
medziag molekuks. Gramneigiamosios bakterijos yra maziau jautiasstams, nesuyj
pavirSius maziau pralaidus specifiniams antibiotikanegu gramteigiamu bakteriy. LPS
yra pagrindinis pralaiduanhidrofobirems moleku¢tms mazinantis faktorius. Tai paaiskina
nepaprastakta lipofiliniy medziag patekim i lastek (Snyder ir Mcintosh, 2000).

Tarp P. aeruginosa, P. putida, E. coli, S enterica ir keliy kity gramneigiamju
bakteripy rasiy IM dvisluoksnio pralaidumo skirtumai yra nediddlPS mutani, tokiy kaip
IpxA, IM dvisluoksnis jgalina Zymiai greitegnlipofiliniy vaisty patekina i lastek, bet
jautrumas hidrofiliniams vaistams nepakinta (Nikaid001). Laukinio tipoasteliy jautrumas
vaistams gali @iti padidintas polikatijoniniais junginiais, pvz.plpmiksino B nanapeptidui.
Tokie junginiai gveikauja su LPS, pazeidzia iSorinio IM sluoksniuktiira ir padaro 4steles
ypa& jautrias lipofilinems medziagoms, tokioms kaip rifampinas, fusidimigstis,
novobiocinas, klindamycinas, eritromicinas ir nédgb rmgstis. Vienok polikatijonai
nepadidina jautrumo tokiems junginiams, kaip cifmkdacinas, ampicilinas ar tetraciklinas ir
kitiems, kurie prasiskverbimui per IM naudoja parkelia (Nikaido, 2001).

Kai kuriy gramneigiamju bakterip raSiy IM dvisluoknis gali liti nejprastai
pralaidus.N. gonorrhoeae ir H. influenzae paprastai yra labiau nei kitos gramneigiamosios
bakterijos jautrios tokioms medziagoms kaip eriti@nas, nalidiksoirgstis (Nikaido, 2001).

1.3. Lipofilini y jony saveika su bakterijy membranomis

Lipofiliniai jonai — tai klag ikrauty molekuliy, tirpiy tiek hidrofiliniuose, tiek
hidrofobiniuose tirpikliuose. Biologis membranos yra laidzios Siems jonamd
naudojami kaip membranogampos Ay), t.y. transmembraninio elektripi potencial
skirtumo, indikatoriai mikroorganizmn lastekse, eukariotini lastely organetse ir
membranigse pislekse.

Lipofilinis katijonas TPP yra platiai naudojamas kaip membrangampos fAy)
indikatorius biologigse mikrosistemose, tutimse neigiamaijkrauty vidy, pavyzdZziui,

mitochondrijose ir bakterijose. Veikiant elekttinpotencial skirtumui, TPP pasiskirsto
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abipus Siems jonams laidziogsteks PM. Energizuotos mitochondrijos kaupia lipofiligi
katijonus, o submitochondia pisleks kaupia lipofilinius anijonus. Taigi mitochondigjor
bakterijos generuoja viduje neigiarmembranogtampm, 0 submitochondriés ir bakterigs
puslekés — teigiam. Lipofiliniai anijonai, tokie kaip PCBir tetrafenilboratas (TPR
naudojami bakterimi ir mitochondrinip membranink pasleliy, turinciuy atvirkia
poliaringuma, Ay nustatymui.

Taciau lipofiliniy jony panaudojimo galimys neapsiriboja tik biologini objekiy
Ay matavimais. Matuojant lipofilimi jony PCB, sugeni mikroorganizna lastekmis, kiel,
galima greitai kiekybiSkai nustatytiadteliy biomasg, gyw ir negyw lasteliy skatiy
tirlamajame mginyje, ksteliy jautrumy jvairiems biocidiniams agentams, pvz.: antibiotikams
bakteriofagams. Tokie tik& ir greiti nustatymo metodai labai reikalingi ekementirgje
mikrobiologijoje ir biotechnologijoje, tdau norint juos &mingai taikyti, hitina iSsiaiskinti
mikroorganizny lasteliy barjerines savybes veikiéns faktorius.

Lipofiliniai anijonai su membranomisageikauja kitaip, nei struktisSkai
panafis katijonai. Net tiriant artimus strdkinius analogus, kaip TPPir TPB, lengva
pastebti, kad membranos anijansuriSa keliomis etimis daugiau, o prasiskverbimo pro
dvisluoksnius greitis yra keliomis éthis didesnis nei katijan Teigiamy ir neigiam
lipofiliniu jonu adsorbcijos skirtumaiékmingai aiSkinami lipid dvisluoksniu dipoligmis

savylemis (Daugelaviius et al., 1997).

1.4. Membranas turinciy virusy patekimoj Iastele badai

1.4.1. Gywminy virusy patekimasij lastele

Membranas turi€iy virusy genomasi lastek gali patekti keliais tdais: 1)
viruso apvalkalui susiliejant sadteliy PM ir tokiu kidu genomui tiesiogiai prasiskverbiant
per PM; 2) endocitas bidu.

Membram susiliejimas hdingas visems apvalkdd turintiems virusams. Tai
suckttingas procesas, susidedantis iSiketadipy (Burger, 1995):

1) specifinii membranos sfiy atpazinimo,
2) suliejimo baltyma aktyvacijos,
3) fuzijos pot susidarymo (Si stadija dar vadinama, nuo ligidklausartia),

4) fuzijos porn iSsipktimo.

19



Viruso ir lasteks membran susiliejimas gali vykti dvejopai. Viruso apvalkks gali
tiesiogiai susilieti suasteks PM Paramyxo-, retro- ir herpes virusy atveju). Toks procesas
nepriklauso nuo pH. Kitu atveju viruso virionagi@adziy patenka lastek endocitozs hadu,
suliejimo baltymai aktyvuojasi endosomose veikiangsStiniam pH, ir tik tada viruso
apvalkatlis susilieja su endosam membrana (pvz.Alpha-, rhapdo-, Orthomyxo-,
Togaviridae atveju). (White et al., 1983)

Membrany suliejimo procesas geriausiai iStirtas endoégoatveju. $ proceg
reguliuoja viduistelinis C&*, ATP, fermentai fosfatas ir GTP. Endocitaz indukuojama
padictjus viduhstelinei kalcio koncentracijai, demu tiesiogiai kalcio jonai membran
suliejime nedalyvauja. ATP yra svarbus sekrecigranuly judéjimui prie lasteks PM
(Burger, 1995).

1.6 pav. Lipidy persitvarkymas susiliejartiose membranos€Chernomordik et al., 1997)
OR - oleino ugstis,LPC — lizofosfatidilcholinas.

Viruso ir lasteks membran susiliejimas prasideda, kai membyanSoriniai
monosluoksniai suaf ir suformuoja kontaktin dvisluoksi (1.6 pav.). Si membran
saveikos stadija dar kartais vadinama monosluoksagafarba pusiaufuzija.i$roceg gali
itakoti membranos lipid sucttis, kuri nulemia membranos polinkankstytis skirtingomis
kryptimis (Chernomordik et al., 1997). Pvz., inuerto kKigio formos lizofosfatidilcholinas
(LPC) inhibuoja, o kgio formos oleino wgstis (OR) skatina fuzij (1.6 pav). Sekafiame
etape tarp gveikaujagiu membran susiformuoja hidrofilids poros. Fuzijos pardiametras

tik 1 — 3 nm, ir tik kelios lipid molekuks dalyvauja Siame procese. Poromsiplais
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saveikaujantys monosluoksniai susispaudzia, o tolmesiSsipl€ia. Susiliejimo pabaigoje
susidaro kritinio diametro poros, kuriosélau iSplinta visame kontaktuojéiame
dvisluoksnyje (Burger, 1995; Chernomordik et a997).

Kitas kidas, kuriuo virusas gali patektilastek yra endocitoz. Endocitoz yra
tipinis daugelio gyuny virusy infekcijos procesas. liglaika buvo manoma, kad ji gali vykti
tik eukariot; lastekse. T&iau prokariotuose taip pat vyksta procesas pangendocitoz —
tai 6 grups bakteriofag kapsi@s patekimag citozoli (Poranen et al., 1999).

Yra zinomi penki endocit@s tipai (Riezman et al., 1997):

1. nuo klatrino priklausoma endocitigz

2. nuo kaveolino priklausoma endocitgz

3. nuo Klatrino ir kaveolino priklausoma endocipz
4. makropinocitoz,;

5. fagocitoz.

Geriausiai iStirta yra gyiny virusu endocitoz, kurios metu susidaro klatrinu
dengtos psleks ir endosomos (Marsh ir Helenius, 1989¢raNiki galo tiksliai zinoma, kaip
virusas iS §j pasleliy “pabéga”. Pagal zemo pH modelasteliy ragstinis pH kedia i
membran isiterpiagio baltymo konformaci, ko pasekoje susiformuoja pora ir virusin
dalek translokuojama peragleks membraam | lasteks citozol (Carasco, 1994; Marsh ir
Helenius, 1989). Pagal protonovarasgygs moddl virusams prasiskverbti perskeks
membragn vien gstines tergs nepakanka. Carrasco (1994, 1995) pagmielaich, kad
viruso patekimuij citozoli reikalinga protonovarostga. Manoma, kad viruso baltymai ,
isiterpz { membran, panaudoja protan(arba kit; jony) judéjimo i citozol energijp genomo

translokacijai ta p@a kryptimi (Carasco, 1994).

1.4.2 Membram turin ¢io bakteriofago PRD1 patekimag lastele

Daugiasluoksnis prokariotinilasteliy apvalkatlis yra barjeras makromolekumhs ir
didekms daletms, tokioms kaip virus kapsias. Todl daugumos bakterijas infekuojan
virusy kapsids niekuomet nepatenkdastek, jos lieka 4steks iSokje. Genomas i$ kapsisli
lastek perneSamas per vigrs specializuat ikosaedro (kapsig) kamm. Apvalkakli turintys
virusaij lastek patenka suliedami savo membhyau viena iSdsteks membran.

Bakteriofagas PRD1 (1.7 pav.) priklauso palygimeseniai atrastai lipid
turinciai bakteriofag grupei. Siai grupei priklausantys virusai skiriasivo morfologija,

nukleomgsties tipu, lipid iSsidestymu virione beidstekmis — Seimininkmis.
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1.7 pav. Bakteriofago PRD1 struktira. (Bamford JKH et al., 2002)

Fagas PRD1 priklausbectiviridae $eimai (Bamford JKH et al., 2002). Sios
Seimos atstovai infekuoja gramteigigsias (AP50, Bam35) ir gramneigiasias (fagai
PRD1, PR3, PR4, PR5, PR772, L17) bakterijas (Rydi2@d1).

Fagas PRD1 infekuojg. coli, S. enterica sv. Typhimuriumir P. aeruginosa
kamieny lasteles, turitias konjugacines IncP tipo plazmides (Ziedlaét al., 2005). Si
plazmidziy koduojamos funkcijos yra dtinos fago patekimuii lastek. Bakteriofago
receptorius yra pilio galiukas, o fago DNR patekiiriastek mechanizme aktyviai dalyvauja
lipidinis sluoksnis.

PRDL1 virionas yra 65 nm skersmens, 66 MDadandsurios 14% sudaro DNR,
13% lipidai ir 73% baltymai. Infekcijos metu sintetmi virs trisdeSimtiesisSiy baltymai, iS
kuriy 25 wliau inkorporuojamii viriona. Fago apvalkal sudaro du baltymai: didysis — P3 ir
mazasis — P5. Abu Sie batymai virione sudaro tiimesr strukiiras. Baltyminis apvalkalas
gaubia fago membran kuria sudaro 40% baltym ir 60% lipidu. Membranoje yra apie
dvideSimt baltym, kurie iSsidste iSorje arba integruotii membrag. Svarbiausias su
membrana asocijuotas baltymas yra P11, éS&isl jos periferijoje, reikalingas fago
infektyvumui. Jis formuoja baltymintinkla tarp kapsids ir membranos. Kitas svarbus

baltymas P18 dalyvauja membranos transformacijosgse.
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Bakteriofago PRD1 genamsudaro dvigrand linijiné 14925 bp ilgio DNR
molekuk, abu molekus galai turi identiSkas invertuotas terminaline® i sekas. Prie
abie DNR 5' galy kovalentiSkai prijungtas baltymas P8 (Tuma et18196).

Bakteriofagas PRD1 efektyviai iSnaudoja baltysintez. PRD1 vystymosi
ciklas (1.8 pav.) prasideda bakteriofago prisituirtu ant steks — Seimininks. Po
adsorbcijos fago DNR patenkalastek, o tugia kapsi@¢ su susitraukusia membrana lieka
iSoréje. Po to prasideda baltynsintez ir DNR replikacija (Grahn et al., 2002). Sio fago
DNR patekimasj lastek susigs su viriono membrana, kuri, infekuojanistek, iStista ir
formuoja membraninn iSaug, atsiveriadia viename ikosaedro kampe. SuabkBtant
membraninei pslelei viriono viduje, fago DNR patenkaasteks citozol. Infekcinis ciklas

trunka apie valand

DNR patekimas

Prokapsides
susirinkimas

1.8 pav. PRD1 vystymosi ciklas. (Tuma et al., 169

Deja, kol kas nepavyko tiesiogiaiodyti, kad viriono viduje esanti fago
membrana susilieja su bakteriPM. Registruodami fago sukeliamas TRPK™ sroves bei
tirdami membranose aktyyiantibiotiky povei§ membranogtampai ir kalio jom gradientui

pabandme istirti, kaip ketiasi Salmonella enterica lasteliy plazmires ir iSorires membran
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laidumai, Sias dsteles infekuojant bakteriofagu PRD1. Sio darbesldik buvo nustatyti
infekcijos tergs fizikocheminy savybiy itaka bakteriofago PRD1 aseikai su Salmonella
enterica lasteliy apvalkatliu. Tuo kidu tikéjomés geriau pazintialsteks ir fago membran

saveika bei ja jtakojartius veiksnius.

1.4.3 DNR patekimagd lastele Seimininke

1. Bakteriofagas atpagita receptou
ir negiZtamai susijungia su
lasteks IM.

2. Virusas prasiskverbia pradteks
IM.

3. Suskaldomas peptidoglikano

sluoksnis.

4. Viruso membrana susilieja su

infekuojamosdsteks PM.

5. Viruso DNR jSvirk&iama |

lastek.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos, biologiniai objektai ir prietaisai

2.1.1. Reagentai, mikroorganizmai ir aparafira

Agaras Bacto — Ferak
Arsentas — Sigma
CaCh - 2H,0 — Roth
EDTA — Serva
EGTA —Roth
Gliukoze — Roth
Gramicidinas D (GD) — Sigma
HCI — Roth
Kanamicinas — Roth

KCI — Roth
MgCl, - 6H,O — Roth
Mieliy ekstraktas — Oxoid
Mitybinis agaras — Vladivostok
NaCl — Roth
NaH,PQO, - 2H0 — Lachema
NaOH — Reachim
PCB — susintetintas dr. A. BeganskésnVU Chemijos fakultete
Polietilenglikolis — Roth
Polimiksinas B (PMB) — Sigma
Sacharo& — Roth

TPP — Chemopol
Triptonas Bacto — Oxoid
Tris — Flukta

Salmonella enterica serovariateto TyphimuriunDS88 kamienoalsteks [AH2 H1-
I::Tn10(Tc)(pLM2) bei bakteriofagas PRD1gauti i§ prof. D. Bamfordo, Helsinkio

universitetas, Suomija.
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Darbe naudoti:

TPP selektyvis elektrodai pagaminti VU GMF Biochemijos ir bidkias katedros Membran
biochemijos laboratorijoje;

K" selektyvis elektrodai (Orion Research, Inc.; model 93-19).

Centrifugos Beckman J2-21 ir Eppendroff Centrif6§€4 R.

Ultracentrifuga Sanyo MSE MS 60.

Daugiafunkcinis prietaisas Modulus (naudotas optiankio matavimams).

2.1.2. Mitybinés terpes, tirpalai ir j y paruosSimas

LB modifikuota terg: 10 g triptono; 5 g mieli ekstrakto; 5 g NaCl; distiliuoto vandens iki
1000 ml, pH 7,0.

Kieta agarizuota tegp 1 | LB modifikuotos + 18 g agaro.

Pusiau skysta agarizuota terp | LB modifikuotos + 7 g agaro.

Visos tergs autoklavuojamos 30 min. 1 atmegsjje.

Tirpalai:

100 mM EDTA, pH 8,0;
150 mM KCl tirpalas;

10%, 15% ir 20% sachargz
20% gliukoz;

50 mM NaP, pH 7,0;

20 mM Tris-HCI, pH 7,4;
50 mM Tris-HCI, pH 7,0;
50 mM Tris-HCI, pH 8,0;

Antibiotikai:
Gramicidino D 5 mg/ml tirpalas;
Kanamicino 70 mg/ml tirpalas;

Polimiksino B 25 mg/ml tirpalas;
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2.2. Metodai

2.2.1. Lasteliy auginimas

I sterilia kolbuie su 25 ml LB terps mikrobiologine kilpeleneSama viena baktayij
kolonija iS muziejiks kultiros. Salmonella enterica lasteks auginamos purtygjle, +37 °C
temperairoje per nakt Taip iSauginta naktinkultira skiedZziama Sviezia LB terpe iki optinio
tankio 0.1 (540 nm bangoje) ir auginama toliau gnirt kol hsteliy suspensijos optinis tankis
pasiekia 1. Zinoma, kad optinis tankis 1 esant B#Dbangai atitinka 3 x £0S enterica
lasteliy/ml [Ziedaite et al., 2005].

2.2.2. Lasteliy paruoSimas potenciometriniams matavimams

Ruosiant 4steles TPP matavimams, jos auginamos taip pat kaip apra3y2dl.2
skyrelyje, nusodinamos centrifuguojant 15 ndimut4°C temperaroje 5000 aps./min gré&u
(centrifuga Beckman, rotorius JA-14) ir resuspenamos mazame 50 mM Tris-HCI (pH 7)
buferio tiryje, kad gautosabteliy suspensijositis biaty bent 200 kart mazesnis negu buvo
auginimo metu. Bandymo metu tirStateliy suspensija laikoma vandens-ledo miSinyje.

K* matavimamsalsteks buvo ruosiamos analogiskai kaip ir TRRatavimams, bet
resuspenduojamos mazame 100 mM Tris-HCI (pH 7)rlauferyje.

Lasteliy suspendavimui naudoto buferio koncentracija irlpito parinkta taip, kad
potenciometrini matavimy metu Wity stebimas geriausias PRD1 indukuotas TRy

sugrimas bei ryskiausias 'ony iSmetimas.

2.2.3. Lasteliy dorojimas EDTA ir EGTA

Ruosiant EDTA arba EGTA dorotagsteles TPP matavimams, jos auginamos taip
pat kaip aprasSyta 2.2.1. skyrelyje, nusodinamostriteguojant 15 mindiy +4°C
temperairoje 5000 aps./min gr&u (centrifuga Beckman, rotorius JA-14) ir
resuspenduojamos 10 karhazesniame, nei buvo auginamayje 50 mM Tris-HCI, pH 8.
Pridedama EDTA arba EGTA iki 1 mM koncentracijosinkubuojama 10 min. +37°C

temperairoje aeruojant. Tadaadteks nusodinamos centrifuguojant 15 minu +4°C
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temperairoje 5000 aps./min gr&u (centrifuga Beckman, rotorius JA-14) ir
resuspenduojamos 200 karhazesniame 50 mM Tris-HCI pH 8 buferioryje, negu buvo

auginta 4steliy. Bandymo metu tirStai$teliy suspensija laikoma vandens-ledo miSinyje.

2.2.4. Bakteriofago titro nustatymas

Titro nustatymui 3 ml iSlydytos pusiau skystos &mgastos terps sumaiSoma su
0.1 ml iSaugintos baktetijkultaros ir 0.1 ml 10-10"* karty praskiestos fag suspensijos.
MiSinys iSpilamasj Petri EkStek su kieta agarizuota terpeélsSteks inkubuojamos +3TC
temperairoje per nakt Pagal susidariusinegatyvii koloniju skatiy apskatiuojamas fago
titras.

2.2.5. Bakteriofago gryninimas

Bakteriofagas nutitruojamas kaip aprasSyta 2.2.3redige. Atrenkamos ¢ksteks,
kuriose negatyvios kolonijos uZima mazdaug ¢pl&kSteks ploto (400-500 negatyyi
kolonijy IékStekje). 1 sterilia kolba nuo atrinkt IékSteliy nugramdomas virSutinis minksto
agaro sluoksnis ir uzpilamas LB terpe (3ml viendStelei). Inkubuojama 3 val. +37°C
temperairoje aeruojant. Agaro liekanos #steliy nuolauzos nusodinamos centrifuguojant 15
minwiy +4°C temperairoje 10000 aps./min gr@u (Eppendrof Centrifuge 5804 R, rotorius
F34-6-38). Tokiu bdu gaunama iSeigénbakteriofago suspensija, naudojama tolimesniam
fago dauginimui.

Auginama 4steliy kultara nuo pradinio optinio tankio 0.1 iki 0.7 (540 frangoje)
ir infekuojama bakteriofagu PRD1, kad infekcijosuggbiskumas (MOI) @ty 15. Lastekms
lizavus, t.y. terpei nuskaigjus (po 4 - 5val), abtely nuolauzos nusodinamos
centrifuguojant 20 mintiy +4 °C temperatoje 8000 aps./min gré&u (centrifuga Beckman,
rotorius JA-14).] supernataat maiSant ant magnetis maiSykés dedama polietilenglikolio
(PEG) iki 106 koncentracijos firis/svoris) bei NaCl iki 0.5M koncentracijos ir
inkubuojama 1lval. +4°C tempelabje. Suspensija centrifuguojama 1val. +4°C
temperairoje 10000 aps./min g@u (centrifuga Beckman, rotorius JA-14). Nédes
resuspenduojamos iS anksto atSaldytame 10Q; kagZzesniame 50 mM Tris-HCI (pH 7)
buferio firyje, negu buvo augintadteliy. Resuspenduotos nuol®s paliekamos per nakt

vandens-ledo vonioje.
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Pagaminami 10%— 15% — 20 % sachasogradientai, kurie paliekami per ngkt
+4°C temperdiroje. Resuspenduptnuogdy suspensija atsargiai uzpilama ant sacheroz
gradient, ir centrifuguojama 1 val. +15 °C tempenatje 24000 aps./min gr@u (centrifuga
Sanyo MSE MS 60, rotorius TST 28.38). NucentrifugavsSrySkja Svieg barstanti juosta,
esanti tarpl5% ir 20% sacharo&s sluoksni. Juosta iSsiurbiama ir toliau centrifuguojama
2 val. +4 °C temperatoje 27000 aps./min g@u (centrifuga Sanyo MSE MS60, rotorius
TST 28.38). Nuade bakteriofagai resuspenduojami keliuose mililitreios anksto atSaldyto
50 mM Tris-HCI (pH 7) buferio.

Bakteriofago infektywi dalely koncentracija nustatoma titruojant (zr. 2.2.3.

Bakteriofago titro nustatymas).

2.2.6. Potenciometriniai matavimai

Potenciometriniams matavimams buvo naudojami “TPR" ir PCB jonams
atrankiai jautis membraniniai elektrodai. TPRr PCB elektrod; uZpildymui atitinkamai
naudoti 0.9 % NaCl tirpalai turintys 1 mM TPRrba 1 mM PCBchlorido. Elektrodai
prijungiami prie signalo stiprinimo sistemos, pagaiws VU Biochemijos ir biofizikos
katedroje, auksStagéjimo varza pasizymiio operacinio stiprintuvo AD549JH pagrindu.
Sustiprintas signalas buvo perduodamas kompiutdaomem perdavimo plok&s DT 302
pagalba. Jan koncentraciy pokyiai registruojami prie ploks8s prijungto kompiuterio
pagalba.

Matavimai atliekami 5 ml arba 30 ml kiuese, i kurias pilama inkubacinterpe.
Kiuvetése termostato pagalba palaikoma stabili tempexatTyrimas pradedamas, kai
termostato termometras 10 min stabiliai rodo temuper, kurioje bus atliekamas bandymas.

Kiekvieno tyrimo pradzioje selektyg elektrodai kalibruojamijneSant tam tikr
TPP chlorido, PCB chlorido arba KCI kiek{ matavimo terp. Nusistogjus elektrodo
parodymamsjne$amasabteliy priedas iki galutias koncentracijos 3xf0ast./ml. Lasteks
sugeria arba iSskiria tam tikindikatoriny jony kieki, ko pasekoje nusistovi naujas jon
koncentracijos tekge lygis. Tadaidedamas bakteriofagas bei kiti priedai (EDTA, EGTA,
CaCb, MgCl,, GD, PMB), ir j1 poveikis stebimas pagal TPRrba K jony koncentracijos
terpeje padidjima arba sumagima.

Indikatoriniy jony kieki galima apskaiuoti, remiantis tiesine priklausomybe:

E-f(lg C).
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Potencialas E iSreiSkiamas mV (pagal prietaiso gyanus). Potencialas E
iSreiSkiamas mV (pagal prietaiso parodymus). Zimaidéksly terpes tiri matavimo kiuvetje,

iS elektrodo parodymgalime apska&iuoti sugerd arba iSskir tiriamy jony kiekj.

2.2.7. Osmosinio ggio ir jonin és jégosjtakos bakteriofago PRD1 infektyvumui

nustatymas

Tiriant osmosinio sigio jtaka bakteriofago infektyvumui, registruojant TPP K*
jonu koncentraciy pokyius, i matavimo terp buvo dedamos skirtingos sacha®z
koncentracijos. Jonés j¢gos poveikiui nustatyti inkubacijos terp buvo dedamos skirtingos
NaCl koncentracijos.

2.2.8. Lizs tyrimas

Lizeés tyrimui Salmonella enterica lasteks auginamos, kaip apraSyta 2.2.1 skyriuje,
iki OD 0,6, infekuojamos bakteriofagu PRD1 (MOI 1i6)5 min inkubuojamos tokiomis
salygomis, kaip buvo augintosidteks. Infekuot lasteliy suspensija lygiomis dalimis (po
30 ml) iSpilstomaj matavimo kiuvetes. Priklausomai nuo eksperimernksld, aeracija

nustatoma vienoda arba skirtinga visose matavimoefise.
PCB jony matavimai buvo atliekami kaip apraSyta 2.2.6 skgri Lygiagreéiai su

PCB matavimais buvo matuojamasdsteliy suspensijos optinis tankis.

2.2.9. Duomenm analizé

Sio darbo eksperimentai buvo pakartoti po 3 — fusaDuomen apdorojimui

naudotos programos:
1. Sigma Plot 2001 7.0 versija;
2. Microsoft Office Excel Professional Edition 2003 sig;

3. Corel Photo — Paint 12.0.0.458 versija.
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3. REZULTATAI IR J U APTARIMAS
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ISVADOS

. Bakteriofagas PRD1, infekuodam&slmonella enterica lasteles, didina iSoris
membranos laidum bet nedepoliarizuojayjplazmires membranos. 300 OsmM ir
didesnis infekavimo tegs osmosinis gbis bei 22°C ir Zemesa temperaira slopina
bakteriofago PRD1 poveilSalmonella enterica Iasteliy apvalkatlio laidumui.

. Skirtingai nuo giminingo bakteriofago Bam35 infgkesi poreikiy, dvivalertiai
katijonai rera reikalingi fago PRD1 agseikai su S enterica lasteliy apvalkaéliu
pradiniuose infekcijos etapuose. Dvivalen katijony kompleksonai net skatina
membranas laidinanfago PRD1 poveik o C&" ir Mg** jonai Siek tiek slopina

plazmires membranos laidinim

. Arsenatas slopina PRD1 poveiknfekuojamy lasteliy apvalkaéliui. Tai gali bati

susig su Sio slopiklo sukeliamu vidagtelinio ATP kiekio sumagimu.
. PRD1 infekcinio ciklo trukma atvirkiai proporcinga aeracijos intensyvumuli.

Arsenatas skatina, o dvivak®ai katijonai neturijtakos hsteliy lizei infekcinio ciklo

pabaigoje.
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Santrauka

Tectiviridae Seimos bakteriofagas PRD1, infekuojantis daugiratisparumu
antibiotikams pasizymitias gramneigiamsias bakterijas, patekimuiastek naudoja viriono
viduje esatia membran. Manoma, kad Sio bakteyijviruso membrana patekimo metu
suliejama su infekuojamlasteliy plazmine membrana. Deja, tiesiogieodyti, kad fagig
membrana susilieja su infekuojambakterip plazmine membrana yra siithga.
Registruodami fago sukeliamas TRPK" sroves bei tirdami membranose aktysintibiotiky
poveikk membranogtampai ir kalio jom gradientui pabarine iStirti Salmonella enterica
lasteliy plazmires ir iSorires membran laidumo pokyius pradiniame infekcijos etape ir
nustatyti infekcijos tergs fizikochemini savybiy jtaka bakteriofago PRD1 aseikai su
S enterica lastekmis. Bakteriofagas PRD1, infekuodam&almonella enterica lasteles,
didina iSorits membranos laiduwm bet nedepoliarizuojayj plazmires membranos.
300 OsmM ir didesnis infekavimo teip osmosinis sbis bei 22°C ir Zemesa temperatra
slopina bakteriofago PRD1 povegilcalmonella enterica lasteliy apvalkatlio laidumui.
Skirtingai nuo giminingo bakteriofago Bam35 infgkei poreikiy, dvivalertiai katijonai réra
reikalingi fago PRD1 greikai su S enterica lasteliy apvalkatliu pradiniuose infekcijos
etapuose. Dvivalemy katijony kompleksonai net skatina membranas laidinéago PRD1
poveiki, o C&" ir Mg** jonai Siek tiek slopina plazmis membranos laidinim Arsenatas
slopina PRD1 poveikinfekuojamy lasteliy apvalkatliui. Tai gali hiti susig su Sio slopiklo
sukeliamu viduistelinio ATP kiekio sumagimu. PRD1 infekcinio ciklo trukra atvirk&iai
proporcinga aeracijos intensyvumui. Arsenatas s&at dvivaletiai katijonai neturijtakos
lasteliy lizei infekcinio ciklo pabaigoje.
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Summary

Bacteriophage PRD1 froffectiviridae family uses its internal membrane to enter the
host multiple resistant to antibiotics Gram-negatdacteria. Some indirect evidences indicate
that during the entry phage membrane fuses withptaema membrane of bacterial cell.
However, it is very complicated to get the direetdences or indications of the membrane
fusion in this system. Monitoring the phage-indufleses of TPP and K ions and studying
the influence of membrane-active antibiotics on roeme voltage and potassium gradient we
were investigating PRD1-induced changes in the pahility of the outer and the plasma
membranes oBalmonella enterica cells and registering the influence of physicocivam
parameters of infection medium on the efficiencypbage-cell interaction. We have shown
that phage PRD1 increases permeability of the auembrane but does not depolarize the
plasma membrane during the entry. 300 OsmM andehighmotic pressure in the infection
medium and temperature lower than 22 blocks the phage induced changes in bacterial
envelope. Differently from the relative bacterioggaBam35, divalent cations are not needed
for PRD1 entry. Complexones of divalent cations BDdhd EGTA stimulate, but Gair
Mg®* slightly inhibit the plasma membrane-permeabiligiactivity of PRD1. Arsenate
inhibits PRD1 induced changes of the cell envelaqme the reduced intracellular ATP content
could be the reason. Bacteriophage-induced lysiS. efiterica cells is aeration-dependent
and the shortest infection cycle was observed atlitons of intensive aeration. Arsenate

stimulated but divalent cations had no effect anlyisis of PRD1 infected cells.
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