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SANTRUMPOS

a.r. - aminorugstis

ASR - atviro skaitymo rémeliai

bp - baziy pora

CFP - kubiniy, filamentiniy ar pleomorfiniy fagy grupé
EBI - Europos Bioinformatikos institutas

EDTA - etilendiaminotetraacto rugstis

EMBL - Europos Molekulinés biologijos laboratorija
HMC - hidroksimetilcitozinas

ICTV - Tarptautinis Virusy taksonomijos komitetas

kb - kilobaze

LB - Luria-Bertani terpé

MRSA - meticilinui atsparus Staphilococcus aureus
NCBI - Nacionalinis Biotechnologijos informacinis centras
OREF - atviro skaitymo rémelis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PNK - polinukleotidkinazé

REz¢ - restrikcijos endonukleazé

SDS PAGE - natriododecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
TAE - tris/acetato/EDTA buferis

TBE - tris/borato/EDTA buferis

tmRNR - transportiné informaciné RNR

TRIS - tris(hidroksimetil)aminometanas

VRE - vankomicinui atspartis enterokokai



I[VADAS

Bakteriofagai (fagai) — virusai, infekuojantys bakterijas. Pastaraisiais metais jau¢iamas
nemazas susidoméjimas Sia gyvybés forma. leskoma fagy, kaip galimy vieny i§ kovos
priemoniy prie§ patogenines, didelius nuostolius veterinarijos, maisto, zuvininkystés
pramongje bei medicinoje atneSancias bakterijas, panaudojimo galimybiy. Taip pat tiriamas ir
ju pritaikymas Siuolaikiniy biotechnologiju srityje. Dél unikaliy savo genetiniy, morfologiniy
ir fiziologiniy ypatybiy fagais domimasi kaip: baltyminiais neSikliais vakcinoms ir
diagnostikai, naujais galimais geny raiskos vektoriais, naujy fermenty bei gerai organizuoty
makromolekuliy Saltiniais nanobiotechnologijoms ir daugelyje kity sri¢iy.

AnksCiau minétose srityse, ypa¢ medicinoje, neretai keliami auks$ti saugumo
reikalavimai naudojamiems objektams. Norint pasirinkti saugius, geriausiai konkreciam
tikslui tinkamus variantus bei numatyti juy tikslias pritaikymo galimybes, bitini iSsamiis
pasirinktyjy bakteriofagy morfologiniai, fiziologiniai ir ypa¢ genetiniai tyrimai, nes neZinant
kokie geny produktai ir ju raiSkos reguliavimo mechanizmai yra koduojami genome,
tolimesnis praktinis tokiy virusy taikymas minétose srityse i§ esmés yra nejmanomas.

Deja, Siuo metu zinoma tik nedidelé dalis visy gamtoje egzistuojanciy bakteriofagy, 18
kuriy visavertiSkai identifikuoti (su pilnai nustatytomis genomo sekomis) yra tik ~ 10 %, todel
akivaizdu, kad esama situacija realiai neatspindi tikrosios bakteriju virusy genetinés ivairoves
ir ju pritaikymo galimybiy. Juolab, kad Siuo metu NCBI duomeny bazéje esanciy
bakteriofagu, infekuojanciy skirtingas lasteles-Seimininkes, kiekybiné sudétis pasiskirsciusi
nevienodai. Pavyzdziui, pateikiami 77 enterobakterijy, 72 mikobakteriju, 55 stafilokoky
virusy genomai su pilnai nustatytomis sekomis, tuo tarpu atitinkamy Sa/monella fagy genomy
téra 15, Klebsiella bakterijas infekuojanciy virusy — 5.

Sio darbo metu buvo atlieckami tyrimai su dviem naujais, Lietuvoje isskirtais,
virulentiniais bakteriofagais - VinS9 ir RaK2. VinS9 fagas infekuoja Salmonella enterica ser.
Typhimurium bakterijas, jo genomo dydis ~150 kb. RaK2 lastelés-Seimininkés - Klebsiella
pneumonia K3 kamieno bakterijos, fago genomo dydis ~ 350 kb.



Magistrinio darbo tikslas ir uZdaviniai

Tikslas:

Bakteriofagy VinS9 ir RaK2 charakterizavimas genetiniais ir biocheminiais metodais.
UZdaviniai:

Nustatyti VinS9 ir RaK2 genominés DNR ar jos fragmenty nukleotidy sekas;

Palyginti gautas sekas su tarptautinése duomeny bazése esanc¢iomis geny bei baltymuy
sekomis ir, atlikus genomy seku bioinformacing analize, nustatyti:

a)  galimas geny koduojamy baltymy funkcijas;

b)  genetini panasuma su kitais bakteriofagais;

Nustatyti, ar bakteriofagy VinS9 ir RaK2 genominé DNR yra metilinta;

Atlikti fagy viriony pagrindiniy struktiiriniy baltymuy palyginamuosius tyrimus;

Atlikti esminiy funkciniy geny palyginamuosius bei jy funkcijos komplementacijos

tyrimus.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Bakteriofagai

1.1.1 Morfologija, fiziologija, paplitimas

Bakteriofagai (fagai) — virusai, infekuojantys bakterijas. Fagai, kaip ir eukarioty
(augaly, gyviny ir grybu) virusai, pasizymi didele funkcine ir struktiirine ivairove. Tiping
bakteriofagy struktiira sudaro: nukleino riigstys ir jas gaubiantis iSorinis baltyminis sluoksnis -
kapsidé. Si baltyminé struktiira apsaugo viruso geneting medziaga nuo neigiamy aplinkos
faktoriy ir uZtikrina efektyvy jos patekima 1 infekuojamy bakterijy vidy.

Daug bakteriofagy be nukleino riig8¢iy ir baltymy dar turi ir fosfolipidy bisluoksni.
Paprastai Sis sluoksnis dengia baltyming kapsidg¢ i§ iSorés ir yra reikalingas virionui
pasisalinant 1§ lastelés-Seimininkés organeliy i citoplazma ar i§ lastelés i iSoring aplinka. Kai
kuriy virusy lipidinis bisluoksnis yra kapsidés vidinéje dalyje, pvz., Tectiviridae Seimos
faguose (Bamford, 2005 (a)).

Bakteriofagy genetiné medziaga yra DNR (daugumos) arba RNR: viengrandininé arba
dvigrandininé forma, Ziedin¢ arba linijiné, su arba be grandinés galuose prisitvirtinusiais
baltymais (Ackerman, 2005). Dauguma fagy yra Zymiai atsparesni fiziniams ir cheminiams
faktoriams nei Zmoniy virusai. Bakteriofagai inaktyvuojasi esant aukstai (60-70°C), bet yra
atspariis ilgalaikéms Zemoms temperatiiroms. Sie virusai taip pat jautriis ragstinei aplinkai
(Meipariani, 2009).

Fagai yra labai placiai paplit¢ ir randami visose Seimininky uzimamose niSose:
dirvoZzemyje, vandenyje, gyviiny virSkinamajame trakte ir kitose bakteriju ekologinése nisose.
Bendras jy skaiGius biosferoje gali svyruoti nuo 10°° iki 10** vnt. (Kutter ir Sulakvelidze,
2004). Vienas 1§ gausiausiy natiiraliy bakteriofagu ir kity virusy Saltiniy yra jiiros vanduo,
kurio pavirsiuje fagy koncentracija gali siekti iki 6x10° vnt/ml (Wommack ir Colwel, 2000), o
infekuoty bakterijy skai€ius sudaryti iki 70% (Prescott, 1993).

Bakteriofagai, pagal ju dauginimosi ciklus, yra skirstomi i lizinius ir lizogeninius.
Liziniams fagams biidingas pasikartojantis ciklas su sinchroniniu pasidauginimu, kurio metu
sunaikinama bakterija (lizinis ciklas, budingas, pavyzdziui, T-tipo fagams ). Tuo tarpu
lizogeniniy fagy dauginimosi ciklo metu viruso genomas integruojasi i bakterijos genoma,
replikuojasi kartu su juo ir nepadaro didesnés Zalos Seimininko lastelei (lizogeninis ciklas,
bakterijy padermes, kuriose ilga laika gali biiti integruotas virusy genomas — lizogenais.

Tokios bakterijos yra atsparios nuosaikiesiems giminingiems fagams (Matsuzaki ir kt.,

2005). Nuosaikieji fagai neveikliis iSlieka sveikose, nesutrikusios medZiagy apykaitos



lastelése. Metabolizmo sutrikimo atvejais, ,,jjungiamas® fago DNR replikacijos mechanizmas.
Vienas i§ signaly, aktyvuojanciy iki tol neveikliy fagy, kurie dar vadinami profagais, yra
maisto medziagy iSeikvojimas lasteléje (Matsuzaki ir kt., 2005). Abiejy tipy bakteriofagy

dauginimosi ciklai pavaizduoti Zemiau esanciame 1.1 paveiksle.

Lastelés
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Lizinis ciklas

1.1 pav. Faginés infekcijos schematiné iliustracija (Matsazuki ir kt., 2005) (1) Prisitvirtinimas ir
DNR i8virkstimas; (2) DNR replikacija; (3) Galvutés ir uodegélés produkcija; (4) Holino ir lizino
sintezé; (5) DNR pakavimas; (6) Fago daleliy surinkimas; (7) Lastelés sienelés suardymas ir naujy
fagy pasiSalinimas; (8) Fago DNR pavertimas zZiedine (9) Fago DNR isiterpimas i bakterijos genoma.

Bakteriofagy dauginimosi cikla sudaro Sie etapai: prisitvirtinimas ir adsorbcija prie
lastelés — Seimininkés, isiskverbimas ir iSsipakavimas, viruso baltymy ir nukleino riugsciu
sintez¢, naujy viriony surinkimas ir brendimas, galiausiai — pasiSalinimas i$ lastelés.

Prisitvirtinimui ir adsorbcijai yra reikalingos specifinés lasteliy-Seimininkiy bei
bakteriofagy pavirSiuje esanCios baltyminés struktiiros, kurios apsprendzia fagy atranky
specifiSkuma tam tikrai bakterijuy padermei. [siskverbimo ir i§sipakavimo metu virusai iveda
savo genoma 1 lastelés-Seimininkés vidy. Genetinés medziagos perneSimo mechanizmai ir
struktliros yra labai jvairtis ir priklauso nuo konkretaus fago. Virusiniy baltymy ir nukleino
rigsciy sintezé zymi viruso replikacijos pradzia. Susintetinti virusiniai baltymai ir fermentai
padeda mobilizuoti lastelés-Seimininkés resursus ir sudaro salygas efektyviai viruso genomo
ekspresijai. Viruso struktiiriniy baltymy ir nukleino rtig§¢iy sintezé paprastai vyksta vienu
metu, o susintetintos struktiros kaupiasi lastelés viduje. Esant pakankamam ju kiekiui,
prasideda naujy viriony surinkimas ir brendimas, kurio mechanizmai skiriasi priklausomai

nuo fagy tipo (Matsuzaki ir kt., 2005).



1.1.2 Praktiné taikomoji reikSmé

Bakteriofagy praktinio pritaikymo galimybémis imta dométis tuoj po ju atradimo dar
XX a. pirmojoje puséje. Eksperimenty, o véliau ir klinikiniy darby metu jie buvo naudojami
kaip viena i§ priemoniy kovojant su patogeninémis, jvairias ligas sukelianCiomis bakterijomis,
taCiau dé¢l priestaringy gydymo rezultaty ir antibiotiky, kaip galimai perspektyvesniy vaistuy,
atradimo Vakary Salyse susidoméjimas fagy terapija sumenko, o véliau ir visiSkai iSnyko
(Carlton, 1999; Kropinski, 2006).

I$ kitos pusés, bakterijas infekuojantys virusai nuo pat 1940-yjy ilga laika buvo vieni
svarbiausiy jrankiy plétojant moderniaja genetika ir molekuling biologija. Pasitelkiant fagus
T2 ir T4 buvo jrodyta: DNR, kaip pagrindinés genetinés medziagos egzistavimas, genetinio
kodo tripletiSkumas, nuo Sviesos priklausantys ir nepriklausantys DNR atstatymo
mechanizmai, DNR restrikcija ir modifikacija, rekombinacijos svarba DNR replikacijoje,
Ivesta geno savoka, atrasta iRNR, savaime iSsikerpantys prokarioty intronai, atlikta daugelis
kity darby (Miller ir kt., 2003).

Vis délto, pastaruoju metu vis didéjantis bakteriju atsparumas daugeliui antibiotiky
vercia ieSkoti naujy, efektyviy Sios problemos sprendimo biidy. Vienas 1§ juy galbiit galéty bati
natiiraliai esan¢iy gamtoje arba genomuy modeliavimo ir inzinerijos metodais sukurty
»geresniy“ fagy praktinis pritaikymas. Juolab, kad ir sukauptos Zinios bei Siuolaikiniai
pasiekimai mokslo ir technologiju srityje leidZia i Sia problema pazvelgti kitu aspektu, atveria
naujas bakteriofagy panaudojimo galimybes (1.1 lentel¢), (Thiel, 2004).

Daugelio zmoniy ligy Siuolaikinio galimo gydymo bakteriofagais modeliai dél griezty
saugumo reikalavimy yra dar tik eksperimentinése stadijose. Vis délto 2005 metais Tijuanoje,
Meksikoje, atidarytas Siuolaikinis Vakary Saliy kompaniju ikurtas Fagy terapijos centras.
Pastarajame centre gydoma: isisenéjusios infekcijos, pavyzdziui, chroninés ir iminés Slapimo
taky infekcijos, chroninis sinusitas, akiy infekcijos ir kt.; prastos kraujotakos vietose esancios
infekcijos, pavyzdziui, piliuojancios Zaizdos, osteomielitas, pragulos; infekcijos, sukeltos
antibiotikams atspariy bakterijy, pavyzdziui, meticilinui atspariy S. aureus — MRSA, E. coli,
P. aeruginosa, Salmonella sp., Klebsiella sp.ir kt. (int. 8. 1., Meipariani, 2009).

Svarbus vaidmuo tenka ir anks¢iau neidentifikuoty fagy paieskai: naujas T4-tipo fagas
KEP10 pasizymi Zymiai platesniu lizogeniniu veikimo spektru (67%), lyginant su
bakteriofagu T4 (14%) (Nishikawa ir kt., 2008). Tokie fagai terapijoje gerokai sumazinty dél
siauro fagy veikimo spektro ir bakterijy atsparumo (Labrie ir kt., 2010) Siuo metu naudojamy
fagy kokteilius sudaran¢iyjy virusy rasing ivairove. Tai viena esminiy problemy Sioje srityje,
kadangi norint atitikti visus auks¢iausius saugumo reikalavimus, biitinas i§samus kiekvieno i

preparaty sudéti jeinancio konkretaus bakteriofago iStyrimas (Thiel, 2004).



1.1 lentelé Kompanijy, uzsiimanciy praktiniu fagy taikymu, sarasas ir esminés charakteristikos (Thiel,

2004)
Kompanija (vietové) Veikla Internetinis adresas Ikurta
Biophage Pharma Vézio, infekcijuw/komplikacijy ir imuniteto www.biophage.com 1995
(Monrealis, Kanada) moduliavimas kartu su E. coli ir S. Typhimurium

naminiuose galvijuose ir ju skerdienoje
Enzobiotics/New I8 bakteriofagy isskirty fermenty liziny taikymas www.nhdiag.com 2003
horizons Diagnostics diagnostikoje ir terapijoje
(Kolumbija, JAV)
Exponential 1 stadijos klinikiniai bandymai su VRE ir MRSA | www.expobio.com 1994
Biotherapies (Port bakterijomis, biogynyba.
Vasingtonas, JAV)
GangaGen Nenuosaikiyju, neliziniy fagy taikymas zmoniy WwWw.gangagen.com 2000
(Bangaloras, India/ terapijoje, zemés tikyje, aplinkosaugoje.
San Franciskas, JAV/
Otava, Kanada
Hexal Gentech Fagy, kaip transporto priemoniy, panaudojimas www.hexal- 1998
(Holskirchenas, pernesant lasteléms-Seimininkéms mirtinas gentech.com
Vokietija) plazmides.
Intralytix (Baltimoré, | Fagai aplinkos, maisto apdorojimui, www.intralytix.com 1998
JAV) medicininiam taikymui.
Microstealth Fagy, kaip antimikrobiniy fermenty pernasos Néra 2002
Technologies priemoniy, taikymas.
(Kembridzas, JAV)
Phage Biotech Liziniy bakteriofagy technologijy pritaikymas www.phage- 2001
(Tel Avivas, Izraelis) medicinoje, veterinarijoje, Zemés tkyje, biotech.com

pramonéje.
PhageGen (Las Terapiniy fagy ir bakterijoms gyvybiskai www.phagegen.com 2000
Vegasas, JAV; pavojingy fermenty paieska.
ankstesné Regma Bio
Technologies,
Londonas)
PhageTech Faguy genominiai tyrimai ieSkant naujy taikiniy www.phagetech.com 1997
(Monrealis, Kanada) mazos molekulinés masés antibiotikams
Phage-Therapy Fagy terapijos taikymas pacientams Gruzijoje www.phage- 2002
(Thilisis, Gruzija) therapy.com
Phico Therapeutics Fagy naudojimas bakterijoms gyvybiskai www.phicitherapeutic | 2000
(Kembridzas Didzioji pavojingy fermenty paieskai. s.co.uk
Britanija)

Bakteriofagais domimasi ir kaip galimu vienu i§ kovos biidy prie§ patogenines

bakterijas maisto bei veterinarijos pramonéje (Mahoni ir kt., 2011). Sioje srityje atlickamuy

eksperimenty rezultatai teikia daug vil¢iy, pvz., trijy Myoviridae Seimos fagy kokteilis (ECP-
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100) sunaikina Escherichia coli O157:H7 ant ivairiy pavirSiy (stiklo, gipso, vaisiy, $viezios
mésos) nuo 94 iki 100 % (Abuladze ir kt., 2008).

Fagai taip pat naudojami kaip viena i§ priemoniy patogeniniy ligy sukéléjy
identifikavimui. Ypa¢ tai aktualu dirbanti su Iétai auganciomis kultGromis, pvz.,
Mycobacterium tuberculosis. Siy tuberkuliozés sukéléju identifikavimas, naudojant fagy
kiekybing analizg, yra greitas, patikimas (93-98%) ir pigus, palyginti su tradiciniais tyrimo
metodais (Barman ir Gadre, 2006). Fagai, kaip markeriai, gali buti naudojami ir patogeny
nustatymui organizme. CdSe/ZnS Zyméti modifikuoti lambda fagai infekuoja E. coli
bakterijas, o ju saveika vertinama pasitelkiant metody rinkini: tékmes ir vaizdo citometrija,
(prie lasteliy pavirSiaus prisitvirtinusiy bakteriofagy stebéjimas) transmising elektroning
mikroskopija ir vaizding citometrija (i fago kapsidés sudéti jtraukty CdSe/ZnS kiekybiné
analize) (Yim ir kt., 2009). Fagy baltymy pagrindu sukurti zondai taip pat gali biiti naudojami
ypac greitam MRSA nustatymui tiriamuosiuose méginiuose (Guntupalli ir kt., 2008).

Bakteriofagy saveika su juy lastelémis-Seimininkémis kai kuriais atvejais turi ir
neigiamy pasekmiy. Esant nepalankioms aplinkos salygoms (aukStesnei, nei (prasta
temperatiirai ir infekuojant fagui PPV) padidéja virulentiniy Serratia genties bakterijy
kiekybiné sudétis (Friman, 2011). Fagai gali jtakoti bakterijy fiziologines savybes ir tiesiogiai,
pvz., perneSdami genus, lemianCius atsparuma antibiotikams (Colomer-Lluch, 2011) ar
aktyvindami lasteliy-Seimininkiy patogeniSkuma lemiancius genomo fragmentus, tokius kaip
patogeninés salelés (Tormo-Mas, 2010). Kadangi uz $ia veikla daZniausiai yra atsakingi
lizogeniniai bakteriofagai, norint to iSvengti, fagy terapijoje ir kitose srityse pastarieji fagai

néra naudojami, vietoje juy pasitelkiami tik liziniai fagai ( Meipariani, 2009).

1.1.3 Identifikavimas, charakterizavimas ir klasifikacija

Bakteriofagy klasifikacijos sistema kuriama remiantis tinkamu naujy virusy
identifikavimu ir eksperimentiniy rezultaty interpretavimu. Norint igyvendinti Sias salygas,
pagrindiné uz virusy ivardijima ir klasifikacija atsakinga institucija - Tarptautinis virusy
taksonomijos komitetas - ICTV (angl. International Committee on Taxonomy of Viruses) yra
nustatgs tam tikrus kriterijus, kuriais remiantis atliekamas naujy bakteriofagy identifikavimas
ir charakterizavimas. Siy procediry metu gali biiti atsizvelgta net { 70 virusy savybiy (1.2
lentele), (Ackerman, 2008).

Nukleortig§¢iy prigimtis ir bendra morfologija Siuo atveju yra patys svarbiausi
kriterijai, kurie pagrinde nulemia, kokiai Seimai ar kitam taksonominiam rangui bus

priskiriami konkretlis bakteriofagai. Sekantys pagal svarba yra: inaktyvacijos testai,
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restrikcijos endonukleaziy skélimo taikiniai ir lasteliy-$eimininky ratas. Sie kriterijai padeda
identifikuoti gentis ir rusis (Ackerman, 2008).

Vis délto, net ir tie patys kriterijai gali turéti skirtinga reikSme tam tikry taksonominiy
vienety nustatymui. Pvz., dvigrandininé DNR yra bidinga visiems Zzinomiems
,uodeguotiesiems” fagams, todél klasifikuojant Sios grupés fagus Seimy lygmenyje Sis
kriterijus yra visiSkai nereikSmingas. Tuo tarpu klasifikuojant kity formy fagy - CFP (angl.
cubic, filamentous or pleomorphic) Seimas, DNR tipas yra vienas i§ esminiy kriterijy
(Manderville ir Kropinski, 2009).

1.2 lentelé. Bakteriofagy charakterizavimo kriterijai (Ackerman, 2008).

Parametras Pozymis

Nukleino riigstys

Prigimtis DNR, RNR, viengrandininé, dvigrandininé

Anatomija Linijiné, Ziediné, superspiralizuota, segmenty kiekis, terminaliniai

pasikartojimai, lipniis galai, viengrandziai tarpai, terminaliniai baltymai

Fizikinés savybés | Molekuliné mas¢, ilgis

Cheminés savybés | Medziagos procentiné dalis, G+C, bazés ATGC, AUGC, bazi, baziy
modifikacijos, su DNR-susije baltymai, su DNR-susij¢ angliavandeniai

Virionas

Morfologija Forma, kapsido simetrija, kapsomery skaicius, apvalkalo buvimas, smulkios
struktiiros, dydis, vidiniai baltymai

Fizikinés savybés | Mas¢, tankis

Cheminés savybés | Baltymuy %, lipidu %, baltymy skaifius, baltymy molekuliné masé,
aminortigséiy sudétis, aminortigsciy seka, lipidy sudétis

Aerologija Neutralizacija

Inaktyvacijos

testai

Fizikiniai Karstis, UV Sviesa

Cheminiai Chloroformas, kitos cheminés medZiagos

Replikacija, Susirinkimo vieta, susirinkimo kelias, konkatemerai, DNR susivyniojimas,

susirinkimas DNR ftranslokacija, integracija, nukleinortig§¢iy susipakavimas, baltymy
sintezé, rekombinacija, transpozicija

Fiziologija Prisitvirtinimo vieta, prisitvirtinimo greitis, protrukio dydis, komplementacija,

konversija, helperiy funkcija, lasteliy-Seimininkiy ratas, latentinis periodas,
virulentiniai ~ ar nuosaikieji, bendras pasiSalinimas, plazmidiné¢ stadija,
atsipalaidavimas, transdukcija

Kadangi charakterizavimo tyrimai reikalauja laiko sanaudy, identifikuojant fagus
svarbu pasirinkti reikiama kriterijy kieki. (Ackerman ir DuBow 1987). Pastarasis neretai
priklauso nuo to, kokiems tikslams ateityje numatomi naudoti tiriamieji bakteriofagai. Vienas
i§ lengviausiy, greiCiausiy ir pigiausiy identifikavimo budy - elektroniné mikroskopija
(Ackerman, 2006). Naudojantis ja, imanoma: priskirti fagus atitinkamoms Seimoms, numatyti,
ar yra lipidy, priskirti naujus fagus Zinomoms grupéms, i§ kapsidés diametro nustatyti DNR
dydi, numatyti tolimesniy tyrimy eiga (Ackerman, 2008).

Kitas svarbus bakteriofagy identifikavimo metodas - DNR sekos nustatymas. Deja, jis

atveria ne tik didziules galimybes, bet ir iSkelia klausimus, kuriuos reikia stengtis kiek
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imanoma grei¢iau iSspresti. Pagrindiniai ju yra nepakankamas duomeny bazése esanciy fagu
genomy identifikavimas ir sunkumai, susij¢ su genomy mozaikiSkumu, genomy palyginimu ir
duomeny pateikimu (Ackerman, 2008):
e Duomeny bazése talpinama daug neidentifikuoty, nepublikuoty ar menkai
iStirty virusy genomuy. Tai ypac susije su profagy genomais;
e Daznai yra nezinomos geny funkcijos;
e Daugumos (o galbiit ir visy) fagy genomai yra mozaikiniai, kuriuose pasitaiko
fragmenty i$ bakterijy, eukarioty virusy ar paciy eukarioty;
e Genomuy Zzemélapiai yra vaizduojami gana skirtingais aspektais, todél
sudétingas ju palyginimas.

I$sprendus Sias problemas, ateityje bakteriofagy (kaip ir daugelio kity organizmy)
identifikavimas, remiantis genomo seky nustatymo metodais, turéty igyti dar didesng
taikomaja reikSme.

Tuo tarpu kai kurie autoriai pastebi, kad Siuo metu tarptautinése duomeny bazése
esanCios bakteriofagy genu sekos gali neatskleisti tikrosios biojvairovés dél Siuo metu
naudojamy naujy izoliaty gavimo metodiky (Hendrix, 2008). Pvz., atliekant jiros méginiy
émima ir analize (Suttle, 2005) egzistuoja pakankamai didelis SaliSkumas tiriamuyju objekty
atzvilgiu. ,Uodeguotyju® fagu skaiCius gali biiti Zenkliai padidinamas dé¢l ju dazno
sugeb¢jimo formuoti rySkesnius, intensyvesnius infekcinius centrus, kas i§ esmés ir lemia
naujy izoliaty pasirinkima (Hendrix, 2008). Dideli genoma turin¢io Bacillus fago G virionas
yra toks didelis, kad negali difuzijos biidu lengvai sklisti per agara (infekciniai centrai yra per
mazi, kad bty pastebimi, kol nepradedamas naudoti nejprastai mazos koncentracijos
virSutinio agaro sluoksnis) (Server ir kt., 2007).

Saliskumas identifikuojant bakeriofagus jmanomas ir dél ju viriony formos. Aplinkos
méginiy elektroninése mikrogramose pastebéti savitos formos uodeguotuosius fagus yra
vienareik§miskai lengviau. Dar daugiau, atliekant naujy izoliaty paieSka ir identifikavima
netgi tarp paciy ,,uodeguotyju‘ fagy, gali biiti i§ esmés iSkreipiamas bendras vaizdas, kadangi
tiriant paimtuosius meéginius, fagai yra dauginami naudojant palyginti nedideli skaiciy

laboratorijose kultivuojamy bakterijy kamieny (Hendrix, 2008).

1.2 Taksonominés grupés

Siuo metu Zinomos bakteriofagy Seimos ir joms biidingi morfologiniai poZymiai bei

genetinés informacijos tipai pateikiami Zemiau esanciame 1.2 paveiksle.
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1.2 pav. Prokarioty virusy morfotipai (Ackerman, 2008).

2011 metais ICTV pateikta 9-0ji ataskaita Siuo metu oficialioje spaudoje néra
priecinama. Tuo tarpu 8-oje ataskaitoje jvardijama daugiau nei 5500 bakteriofagy, kurie,
remiantis anksciau iSvardintais kriterijais (1.1.3 skyrelis) oficialiai suskirstyti 1 14 Seimuy,
kurioms priklauso 37 gentys. Svarstomas dar 5 Seimy statuso patvirtinimas (Fauquet ir kt.,
2005). Remiantis Sia ataskaita, net 96% visuy identifikuoty faguy priklauso vadinamuyjy
uodeguotyju fagy grupei - Caudovirales. (Ackerman, 2008).

1.2.1 Uodeguotieji fagai

Uodeguotieji fagai infekuoja eubakterijas ir arché¢jas ir, manoma, yra vieni seniausiy
$iuo metu zinomy virusy. Siy fagy genetiné medziaga - dvigrandininé DNR, o galvuté - arba
iStisusio arba taisyklingo ikosaedro formos. Prie $iy struktiiry tvirtinasi filamentiné uodeggle,
kuri yra spiralinés simetrijos ir i§ esmes apripinta fiksuojanc¢iomis struktiiromis: bazinémis
plokstelemis, spygliais, ataugélémis. Sie fagai neturi lipidinio apvalkalo. Virusinés dalelés
prisitvirtina prie lasteliy-Seimininkiy pavirSiniy baltymy ir infekuoja jas biidamos iSoringje
aplinkoje. Nauji fagai susirenka per kompleksa etapy, faginei DNR patenkant { jau i§ anksto

susiformavuses kapsides (Ackerman, 2008).
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Uodeguotieji fagai yra skaitlingiausia ir placiausiai paplitusi virusy grup€, pasizyminti
didele viriony dydzio ir struktiros, DNR ilgio ir sudéties, genomo struktiiros, baltymuy,
antigeniniy ir biologiniy savybiy ivairove. Fagai gali buti virulentiniai arba nuosaikieji.

Pagal uodegéliy tipus, Siuo metu yra iSskiriamos 3 uodeguotyju fagy Seimos:
Myoviridae (uodegélés ilgos ir susitraukiancios), Siphoviridae (uodegélés ilgos ir
nesusitraukiancios) ir Podoviridae (trumpos uodegélés) (Ackerman, 2008). Bendros
uodeguotyju fagy charakteristikos pateikiamos Zemiau esanciojea.1.3 lenteléje.

1.3 lentelé. Uodeguotyju fagu charakteristikos (Ackerman, 2008).

Seima GenCiy sk. |[Uodegeéliy tipai Tipinis  [Fagy skaiCius
atstovas

Myoviridae 6 Ilgos, susitraukiancios T4 1320

Siphoviridae |7 Ilgos, nesusitraukiancios A 3229

Podoviridae 4 Trumpos, nesusitraukianc¢ios  [T7 771

Myoviridae. Uodegele susideda 1§ kaklelio, susitraukiancio apdangalo ir centrinio vamzdelio.
Miovirusai paprastai yra didesni uz Siphoviridae it Podoviridae Seimy atstovus, iskaitant
didZiausius ir labiausiai evoliucionavusius virusus. Zinoma apie 1300 Myoviridae $eimos
bakteriofagy (25% uodeguotyju fagy).

Siphoviridae. Uodegélé paprasta, nesusitraukianti, lankstus arba standus vamzdelis.
Sifovirusai yra skaitlingiausia zinomy uodeguotyjy fagy grupé - vir§ 3200 atstovy (61%
uodeguotyju fagy).

Podoviridae. Uodegélé trumpa ir nesusitraukianti. Manoma, kad podovirusai yra labiau susije
su sifovirusais negu su miovirusais. Podoviridae Seimos fagai ( 771) sudaro apie 14,5 % visy
zinomy uodeguotyju fagu (Ackerman, 2008).

Kaip ir daugeliui kity bakteriju virusy, uodeguotiesiems fagams btidindas efektyvus
genetinés medZiagos panaudojimas. [prastai net 90-95% ju DNR sekuy koduoja baltymus.
Caudovirales eilei priklausantiems bakterijy virusams budingi ir vieni 1§ didZiausiy fagy
baltymy, pavyzdZiui, i§ 7312 a.r. sudarytas numatomas cianofago PSSM4 uodegélés fibriles
baltymas (Sullivan, 2005), bet iprastai daugumos faguy geny dydis yra apie 200 a. r.- apie 2/3
vidutinio ju lasteliy-Seimininkiy geny dydzio (Hatfull, 2006).

Kai kurie fagai koduoja keleta tRNR, kitiems budingos tmRNR koduojancios
nukleotidy sekos. Daugumoje nekoduojanéiy genomo seky daliy yra reguliaciniai elementai:
promotoriai, transkripcijos terminatoriai, operatoriai ir kiti (Hendrix, 2008).

,Uodeguotyju“ fagy genai neretai biina sujungti { kartu transkribuojamas grupes,

kuriose neretai yra supakuoti labai tankiai, daugeliu atvejy su skirtingy geny iniciacijos ir
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terminacijos kodonu persidengimu. Kai kuriais atvejais viso genomo geny transkripcija
vyksta viena kryptimi, kitais - formuojami atskiri transkripciniai vienetai, geny transkripcija
tampa dvikrypte. Uodeguotuyju fagy genomy dydziai yra nuo ~19 kb iki ~500 kb . (Hendrix,
2008).

Atlikus uodeguotyju faguy struktiriniy baltymy analizg, netikétai nustatytas ju
filogenetinis panaSumas su eukariotus infekuojanciais herpesvirusais (Bamford, 2005), o
genomo seku analizé atskleidzia tapatuma ir su uodeguotaisiais archéju virusais. Gauti
duomenys leidzia manyti, kad visi Sie virusai galbiit galéjo turéti viena bendra protévi
(Krupovi€ ir kt., 2010). [domu ir tai, kad uodeguotyjy fagu uodegélés molekulinés struktiiros
organizacija labai panaSi | patogeniniy bakteriju naudojama VI tipo sekrecijos sistema

(Kanamaru, 2009).

1.2.2 Myoviridae Seimos bakteriofagai

Myoviridae Seimos bakteriofagy genomas nesegmentuotas, dazniausiai 100 - 170 kb
dydzio, taciau $iai virusy grupei priklauso ir palyginti nedidelius genomus turintys fagai, pvz.,
Enterobacteria fagas Mu (36 717 bp) ir kol kas didziausia genoma bakteriofagy tarpe turintis
Baccilus fagas G (497 513 bp). Myovirusy galvuté turi ikosaedring simetrija. Kapsidés,
formuojama galvuté, sudaryta i§ 152 kapsomery. Sios grupés bakteriofagy uodegéle -
spiralinés simetrijos, jos ilgis gali siekti net 233 nm, pvz., Enterobacteria fago P1 (Lavigne ir
kt., 2009). Uodegeleés struktiira panasi | Tectiviridae Seimos bakteriofagy, taciau skiriasi tuo,
kad yra ne laikina, o nuolatiné.

Dauguma miovirusy infekuoja bakterijas, tac¢iau kai kuriy atstovy, pavyzdziui, PhiH-
tipui priklausanc¢iy fagy, lastelés-Seimininkés yra archéjos (Lavigne ir kt., 2009). Dauguma
Myoviridae Seimos fagy yra virulentiniai, todél lastelés-Seimininkés po infekcijos paprastai
yra sunaikinamos.

1.4 lentelé. Myoviridae Seimg sudarancios gentys, tipiniai ju atstovai (ICTV, 2009)

Gentis Tipiniai atstovai

[3-tipo virusai Mycobacterium fagas 13
Mu-tipo virusai Enterobacteria fagas Mu
P1-tipo virusai Enterobacteria fagas P1
P2-tipo virusai Enterobacteria fagas P2
PhiH-tipo virusai Halobacterium fagas phiH
PhiKZ-tipo virusai Pseudomonas tagas phiKZ
SPO1-tipo virusai Bacillus fagas SPO1
T4-tipo virusai Enterobacteria fagas T4

D¢l nuolat identifikuojamy naujy bakteriofagy ir skirtingy kriteriju, kuriais remiantis,

atliekama klasifikacija, Mpyoviridae Seimos, kaip ir daugelio kity filogenetiniy grupiy,
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bakteriofagy klasifikacija yra gana kebli ir kintanti. Siuo metu, remiantis Tarptautinio virusu
taksonomijos komiteto (angl. International Committee on Taxonomy of Viruses- ICTV)
duomenimis, oficialiai yra patvirtintos 8 Myoviridae gentys, ivardinti visi tipiniai §iy genciy
atstovai (1.4 lentelg, int. Salt. 2).

Lavigne ir kt. (2009), sujungdami klasiking ir molekulinés genetikos pagrindais
paremta bakteriofagy klasifikacija, naudodamiesi CoreGenes/CoreExtractor (Zafar ir kt.,
2002) informacinémis programomis, atliko 102 Myoviridae Seimos bakteriofagy taksonoming
analiz¢. Remiantis gautais rezultatais, pasitlyta Sia virusy Seima skirstyti i 3 poSeimius
(Peduovirinae, Teequatrovirinae, Spounavirinae) ir 8 naujas nepriklausomas gentis (Bcep781,
BcepMu, FelixO1, HAP1, Bzxl, PBI, phiCDI119, ir phiKZ-tipo virusai). Remiantis §ia
klasifikacijos sistema, Peduovirinae poseimi, kildinama i§ P2-tipo virusy, sudaro dvieju
skirtingy genéiy, P2-tipo ir HPIl-tipo virusy, atstovai. Zymiai kompleksiskesniam
Teequatrovirinae poSeimiui priskiriami T4-tipo ir KVP40-tipo virusy gentims prilausantys
fagai. Paskutiniajam poSeimiui (Spounavirinae), siiloma priskirti Spol-tipo ir Twort-tipo

fagus (Lavigne ir kt., 2009).

1.2.3. T4-tipo bakteriofagai

T4-tipo bakteriofagai morfologiskai lengvai atskiriami nuo kity grupiy virusy. Ju
galvuté yra gana iStjsusi, apie 110 nm ilgio. Uodegéle siekia 114 nm, jos apatin¢ dalis
iSplatéjusi ir vadinama bazine plokstele. Prie pastarosios jungiasi 6 ilgos, lanksc¢ios ataugeles.
Kitos 6 trumpos, nelanksCios ataugélés tvirtinasi prie uodegélés susijungimo su galvute vietos
(Ackerman ir Krisch, 1997). T4-tipo virusy genties tipinis atstovas- Escherichia fagas T4
pavaizduotas 1.3 paveiksle.

Apie 90% identifikuoty T4-tipo fagy infekuoja Escherichia coli ar Kkitas
enterobakterijas, like 10%- filogenetiSkai tolimesnes ruSis - Aeromonas, Vibrio,
Synechococcus ir pan. (Comeau ir kt., 2007). T4-tipo fagams daznai biidinga DNR nukleotidy
baziy modifikacijos: citozino vertimas 1 5-hidroksimetilcitozing (HMC), taip pat
glikozilinimas (Miller ir kt., 2003).

Tarp daugiau nei 160 fagy, kurie priskirti T4-tipui remiantis daugiausia morfologiniais
kriterijais, net 130 yra sunkiai atskiriami nuo bakteriofago T4. Toks didelis fagy viriony
konservatyvumas leidZia manyti, kad genai, koduojantys struktiirinius baltymus, evoliucijos
eigoje kito palyginti mazai (Ackerman ir Krisch, 1997).

T4-tipo bakteriofagy klasifikacija vis dar néra iki galo apibrézta. Ilga laika Si fagy
grupé, remiantis trijy pagrindiniy viriono struktiiriniy baltymy (gpl8; gpl9 ir gp23) seky
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palyginimu, buvo skirstoma i 4 pogrupius: T-lyginius, pseudo-T-lyginius, §izo T-lyginius ir

egzo T-lyginius fagus (Desplats ir Krisch, 2003).
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1.3 pav. Bakteriofago T4 viriono strukttra (Arisaka, 2005).

Tuo tarpu Comeau ir Krisch (2008) pasitilé T4-tipo bakteriofagus skirstyti i tris
grupes: ,,artima T4 grupée, kuriai priskiriami T-lyginiai, T-pseudolygininiai ir §izo T-lyginiai
fagai, ,tolima T4 grupé, kuriai priskiriamas egzo T-lyginis fagas RM378 ir ,,ciano T4 grupé
(Comeau ir Krisch, 2008).

Dar viena T4-tipo virusy klasifikacija pasiiilé Lavigne ir kt. (2009). Remiantis pilnai
nustatytomis Sios fagy grupés genomy sekomis ir naudojantis specialiomis baltymu analizei
skirtomis programomis, T4-tipo bakteriofagai buvo suskirstyti 1 4 subtipus: T4-tipo,
44RR2.8t-tipo, RB43-tipo ir RB49-tipo virusus. ISsamesnis skirstymas pateiktas zemiau
esancioje lenteléje.

1.5 lentelé. T4- tipo virusy klasifikacija (Lavigne ir kt., 2009).

Subtipas T4-tipo fagai 44RR2.8-tipo fagai IRB43- tipo fagai RB49- tipo fagai

|Atstovai [Escherichia fagas T4 Ueromonas fagas 44RR2.8t |Escherichia fagas RB43 |Escherichia
[Escherichia fagas S10 \Escherichia fagas 31 Escherichia fagas RB16 [fagas RB49
[Escherichia fagas JS98  |Aderomonas fagas 25 [Escherichia
[Escherichia fagas RB14 fagas JSE
[Escherichia fagas RB32 [Escherichia
[Escherichia fagas RB51

Escherichia fagas RB69 fagas @1

Pastarosios klasifikacijos Salininkai siiilo §iuo metu T4-tipui priskiriamus cianofagus,

del ju filogenetinio nutolimo, isskirti { atskira grupe. Siy ir kity bakteriofagy klasifikacija vis
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dar néra grieztai apibrézta ir kuriy autoriy sitilymai bus priimti ateityje, kol kas sunku

pasakyti.

1.3 Geny sekos tarptautinése duomeny bazése

D¢l nuolat tobul¢janciy ir pingan¢iy genomo seky nustatymo technologijy, organizmy
(tarp ju ir bakteriofagy) genomu sekuy skaiCius per pastaruosius 20 mety Genuy banke
(GenBank) padidéjo nuo 1 (1982) iki 42 min. (2002). ICTV skelbiamy taksony ir virusy
skaiCius iSaugo nuo 369 (1985) iki 7881 (2004) (Fauquet ir kt., 2005). Duomeny kiekio
did¢jimas eksponentine progresija, virusy nomenklatiiros ir taksonomijos sudétingumas bei
kiti veiksniai lemia atitinkamy institucijy skirtingus pateikiamy duomeny skaicius. Pvz., Geny
banke 2005 metais buvo skelbiama apie 3142 “naujus fagus”, lyginant su ICTV atitinkamu
metu pateikta ataskaita (Fauquet ir Fargette, 2005)

1.3.1 Bakteriofagy genomai

Siuo metu NCBI (angl. National Center for Biotechnology Information) duomeny
bazéje pateikiami 623 bakteriofagy genomai su pilnai nustatytomis nukleotidy sekomis (int.
Salt. 3). Kadangi Sis skaiCius tesudaro tik apie 10% identifikuoty bakterijy virusy, o ir
pastarieji, kaip manoma, téra tik nedidelé visy gamtoje egzistuojanciy fagy dalis, akivaizdu,
kad dabartin¢ situacija menkai teatspindi realy bakteriofagy genofonda.

Vis délto, pastaruoju metu nuolat tobuléjancios sekvenavimo technologijos (laiko ir
ypac finansiniais aspektais) leidzia manyti, kad ateityje situacija turéty pageréti i§ esmés. Ta
patvirtina ir pastaraisiais metais nuolat didéjantis bakteriofagy su pilnai nustatytomis genomuy
sekomis, skaiCius. Net apie 1/3 visy Siuo metu NCBI duomenu bazéje pateikiamy faguy
genomy buvo paskelbti per pastaruosius 3 metus (Int. salt. 3).

Bakteriofagy genomuy seky nustatyma, palengvina ir tai, jog Siy gyvybés formy
genomai yra palyginti nedideli. Net 484 (81,2%) Siuo metu pilnai nustatyty fagy genomy yra
nuo 10 iki 100 kb., 51 bakteriofago (8,9%)- mazesni uz 10 kb, likusiy 88 (14,1%)- didesni nei
100 kb. Maziausias §iuo metu pilnai nustatytas genomas yra Leuconostoc fago L5 (2 435 bp),
didZiausias — Pseudomonas fago 201phi2-1 ( 316 674 bp) (Int. Salt. 3). Vis délto, ateityje Sie
skaiciai gali gerokai kisti, kadangi kai kuriy fagy, remiantis pirminiais duomenimis, genomai
yra zymiai didesni, pavyzdZziui, Baccilus fago G jis gali siekti net 497 513 bp (Lavigne ir kt.,
2009).

Bakteriofagy lastelés-Seimininkés dazniausiai biina vienos ruSies, kartais vienos
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padermés bakterijos. I[domu taikad net ir tas pacias bakterijas infekuojanciy fagy genomy
dydziai gali labai skirtis. Pvz., Pseudomonas genties bakterijas infekuoja ir didziausia $iuo
metu pilnai nusekvenuota genoma turintis Pseudomonas fagas 201phi2-1 ( 316 674 bp), ir
Pseudomonas fagas PRR1, kurio genoma tesudaro 3 573 bp (Int. salt. 3).

NCBI duomeny bazéje esanCiu bakteriofagy, infekuojanéiy skirtingas lasteles-
Seimininkes, kiekybiné sudétis pasiskirs¢iusi nevienodai. Pavyzdziui, yra nustatyti 77
enterobakterijy, 72 mikobakterijuy, 55 stafilokoku virusy genomai, tuo tarpu Rhizobium,
Silicibacter ar Azospirillum genties bakterijas infekuojanciy faguy su pilnai nustatytomis
genomy sekomis téra tik po vieng atstova (Int. Salt. 3). Tokia situacija galbiit yra susijusi su
paciy faguy iSskyrimo, identifikavimo ir charakterizavimo metodiky trikumais (Hendrix,

2008) arba tiesiog atsispindi nevienodas tyrimy intensyvumo pasiskirstymas.

1.3.2 T4-tipo bakteriofagy genomai

Siuo metu NCBI duomeny bazéje yra paskelbti 121 T4-tipo bakteriofagai. I3 ju pilnai
nustatytos tik 34 bakteriofagy genomuy sekos (28% visu identifikuoty T4-tipo virusy)
(Duomenys pateikiami 1.6 lenteléje, sudarytoje remiantis int. Salt. 4 esancia informacija).

T4-tipo fagai, kuriy genomai Siuo metu yra pilnai nusekvenuoti, infekuoja 7 genciuy
bakterijas. Didzioji dalis fagy yra enterobakterijuy virusai (42%), taciau kai kuriy 1§ ju
vienintelésb lastelés-Seimininkés yra filogenetiniu pozitiriu nuo E. coli nutolusios bakterijos,
pavyzdziui, cianobakterijos (Prochlorococcus sp., Synechococcus sp.). Si T4-tipo fagams
biidinga savybé pastebima ir anksciau publikuotuoje literatiiroje (Comeau ir kt., 2007).

Didzioji dalis (74%) pilnai nusekvenuoty T4-tipo bakteriofagy genomy yra nuo 160
iki 180 kb dydzio. Tik Aeromonas, Vibrio ir Prochlorococcus genties bakterijas infekuojanciy
fagy genomai didesni nei 200 kb. DidZiausia $iuo metu pilnai nusekvenuota genoma turintis
T4-tipo virusas- Prochlorococcus fagas P-SSM2. Pastarojo genoma sudaro 252 451 baziy

poros.

1.6 lentelé. T4-tipo bakteriofagai su pilnai nustatytomis genomy sekomis (int. salt. 4)

Bakteriofago pavadinimas Genomo  [Pilnos  genomo
dydis (bp) [sekos nustatymo
data
Acinetobacter fagas Ac42 167 716  2010/11/12
Acinetobacter fagas Acj6l 163093  [2010/11/12
Acinetobacter fagas Acj9 169947  2010/11/12
\Acinetobacter fagas 133 159 801 2011/03/21
\deromonas fagas 25 161 475  2006/06/20
\deromonas fagas 31 172963  2005/05/21
\Yeromonas fagas 44RR2.8t 173 591 2003/10/11
\deromonas fagas 65 235229  2011/03/21
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\Meromonas fagas Aehl 233234  2003/12/03
\Yeromonas fagas phiAS4 163 875  [2010/10/28
\4eromonas fagas phiASS 225268  2010/10/28
Enterobacteria fagas CC31 165540  [2010/11/12
Enterobacteria fagas IME(OS 172253 [2010/06/28
Enterobacteria fagas JS98 170 523 2007/12/04
Enterobacteria fagas JS10 171451  [2009/06/01
Enterobacteria fagas JSE 166 418  [2009/06/01
Enterobacteria fagas phil 164270  [2007/09/18
Enterobacteria fagas RB14 165429  [2009/04/30
Enterobacteria fagas RB16 176 788  [2010/08/23
Enterobacteria fagas RB 32 165890  [2006/10/21
Enterobacteria fagas RB 43 180 500  [2005/05/21
Enterobacteria fagas RB 49 164 018  [2003/08/13
Enterobacteria fagas RB 51 168 394  2009/04/30
Enterobacteria fagas RB 69 167 560  [2003/07/07
Enterobacteria fagas T4 168 903 1999/07/05
Enterobacteria fagas vB_ EcoM-VR7  [169 285  2010/12/10
Klebsiella fagas KP15 174436  2010/04/13
\Prochlorococcus fagas P-SSM?2 252451  [2005/03/25
\Prochlorococcus fagas P-SSM4 178 249 [2005/03/25
Shigella fagas SP18 170 605  2010/10/15
Synechococcus fagas S-PM2 196 280  2005/01/29
Synechococcus fagas S-RSM4 194 454 2009/08/10
Synechococcus fagas syn9 177300  2006/08/25
Vibrio fagas KVP40 244 834  [2003/09/03

Verta atkreipti démes;i 1 tai, kad daugiau nei pusés (53%) T4-tipo fagy genomy sekos
pilnai nustatytos per pastaruosius du metus (1.6 lentele, int. Salt. 4). Tai rodo $iuo metu esanti

nemaza susidomejima $ia sritimi, tuo paciu ir §io darbo aktualuma.

1.3.3 Salmonella ir Klebsiella bakteriofagy genomai

Siuo metu, remiantis NCBI duomeny bazéje pateiktais duomenimis, yra pilnai

nustatyti 15 Salmonella genties bakterijas infekuojanciy virusy genomai.

1.7 lentelé. Sa/monella bakteriofagai su pilnai nustatytomis genomy sekomis (Int. Salt. 4).

Bakteriofago pavadinimas Seima Genomo Pilnos genomo

dydis sekos

(bp) nustatymo data
Salmonella fagas Fels-1 nenustatyta 42723 2008/03/03
Salmonella fagas HK620 Podoviridae 38 297 2001/04/03
Salmonella fagas SE1 Podoviridae 41 941 2009/01/06
Salmonella fagas SETP3 Siphoviridae 42 527 2007/03/30
Salmonella fagas SS3e Siphoviridae 40 794 2005/04/07
Salmonella fagas ST160 Podoviridae 40 986 2011/01/13
Salmonella fagas ST64B Caudovirales eil. | 40 149 2002/09/30
Salmonella fagas ST64T Podoviridae 40 679 2002/10/22
Salmonella fagas Vill-E1 Siphoviridae 45051 2008/03/19
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Salmonella fagas Vi01l Myoviridae 157 061 2010/07/29
Salmonella fagas Vi06 Podoviridae 38 368 2010/07/23
Salmonella fagas g341c Podoviridae 40 975 2009/08/04
Salmonella fagas epsilonl5 Podoviridae 39 761 2003/05/06
Salmonella fagas epsilon34 | Podoviridae 43 016 2009/01/26
Salmonella fagas phiSG-JL2 | Podoviridae 38 815 2008/06/05

Visi Sie fagai (Salmonella fagy Fels-1 ir ST64B sistematinés padétys Seimy
lygmenyje vis dar néra tiksliai nustatytos) priklauso uodeguotyjy fagu grupei, i§ kuriy didzioji
dalis - Podoviridae (60%) arba Siphoviridae (20%) Seimoms. Tik Salmonella fagas Vi0l yra
Myoviridae Seimos atstovas. Pastarasis bakteriofagas iSsiskiria i§ kity Sa/monella bakterijas
infekuojanéiy fagy ir didesniu genoma sudaranciy nukleotidy skai¢iumi - 157 061 b.p.
Likusiy fagy genomy dydZziai svyruoja nuo 38 iki 45 kb (1.7 lentelé, sudaryta remiantis int.
Salt. 4 pateikiama informacija).

NCBI duomenu bazéje Siuo metu paskelbti 5 pilnai nustatyti Klebsiella genties
bakterijas infekuojanciy virusuy genomai. Visi Sie fagai taip pat priklauso uodeguotuju fagu
grupei.

1.8 lentelé. Klebsiella bakteriofagai su pilnai nusekvenuotais genomais (Int. $alt. 4).

Bakteriofago pavadinimas | Seima Genomo | Pilnos genomo sekos
dydis nustatymo data
(bp)
Klebsiella fagas K11 Podoviridae | 41 181 | 2008/07/11
Klebsiella fagas KP15 Myoviridae 174 436 | 2010/04/13
Klebsiella fagas KP32 Podoviridae | 41119 | 2009/12/18
Klebsiella fagas KP34 Podoviridae | 43 809 | 2009/12/30
Klebsiella fagas phiKO2 Siphoviridae | 51 601 | 2004/04/17

Keturiy duomeny bazése skelbiamy fagy genomu dydziai yra nuo ~ 41 iki 51 kb. Tik
neseniai pasirodziusio Klebsiella tago KP15 genomas yra 174 436 b.p. (1.8 lentelé, sudaryta

remiantis int. Salt. 4 pateikiama informacija)

1.4 Bakteriofagai VinS9 ir RaK?2

Siame darbe tirtas bakteriofagas VinS9, sprendziant pagal viriono morfologija,
priklauso Myoviridae fagy Seimai. Jo lastelés-Seimininkés — Salmonella enterica ser.
Typhimurium bakterijos. Daugumos Siuo metu duomeny bazése pateikiamy pilnai nustatyty
Salmonella bakteriofagy genomai (1.7 lentel¢) yra nuo ~38 iki 45 kb. Tuo tarpu VinS9
genomo dydis yra ~150 kb. Ateityje pilnai nustacius Sio viruso genomo seka, tai biity vienas
i§ nedaugelio tokio dydZio genoma turin€iy Salmonella genties bakterijas infekuojanciy

bakteriofagy su pilnai nustatyta DNR seka.
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Kito Sio darbo metu tirto bakteriofago - RaK2 lastelés-Seimininkés yra Klebsiella K3
kamieno bakterijos. Sis fagas, manoma, taip pat priklauso Myoviridae fagy $eimai, jo genomo
dydis gali buti ~350 kb. Ateityje pilnai nustacius §io viruso genomo seka, tai biity pirmasis
tokio dydzio genoma turintis ne tik Klebsiella, bet apskritai bakterijas infekuojantis fagas su
pilnai nustatyta DNR seka (1.8 lentelé).

ISgryninty bakteriofagy VinS9 ir RaK2 viriony elektroninés mikroskopijos nuotraukos,

darytos Botanikos instituto Fitovirusy laboratorijoje ankstesniy darby metu, pateikiamos

zemiau esanciuose 1.4 ir 1.5 paveiksluose.

1.4 pav. VinS9 virionai, matomi transmisiniu elektroniniu mikroskopu (nuotrauka, daryta Botanikos
instituto Fitovirusy laboratorijoje).

1.5 pav. Rak2 virioniy vaizdas, matomas transmisiniu elektroniniu mikroskopu (nuotrauka, daryta
Botanikos instituto Fitovirusy laboratorijoje).

Siy virusy, ir ypa¢ ju genetinés medziagos charakterizavimas yra svarbus siekiant
priskirti juos tam tikrai filogenetinei grupei, o ju genomy seky nustatymas padéty esminius

pagrindus jy tolimesniam tyrimui ir pritaikymui.

23



2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Tyrimo objektai, darbe naudoti prietaisai, medZiagos ir reagentai

2.1.1. Tyrimo objektai

Sio darbo metu buvo tiriami du nauji (ankstesniy darby metu i§ Lietuvoje esanéiy
ekosistemy iSskirti) bakteriofagai: Salmonella fagas VinS9 ir Klebsiella fagas RaK?2.
Komplementacijos eksperimentuose naudoti Geny inzinerijos skyriuje sukonstruoti fago T4
esminiy replikacijos geny deleciniai mutantai: T4Ag4l, T4Ag6l, T4Agd44-62. Faguy
dauginimui naudotos Salmonella enterica ser. Typhimurium ir Klebsiella pneumonia K3
kamieno bakterijos. Klonavimo ir komplementacijos eksperimentams naudoti Escherichia

coli kamienai: DH10B, BE, GM2163.

2.1.2. Prietaisai

Darbe naudoti Sie prietaisai: laminariniai boksai, mikrobiologiniai inkubatoriai BD115
ir KB115 (Binder), termostatuojami kratytuvai OLS 200 (Grant) ir kratytuvai Innova 44 (New
Brunswick Scientific), termocikleris “Mastercycler gradient” (Eppendorf), centrifugos
(Eppendorf), DNR sekvenatoriai Macrophor (Amersham Pharmacia Biotech), biofotometras
(Eppendorf), DNR ir baltymy elektroforezés aparatai bei srovés Saltiniai, UV Sviesos
transiliuminatorius (Herolab), universalus fotovaizdintojas Phosphorimager FLA-5100
(Fujifilm), Amersham Pharmacia Biotech geliy skeneris ImageScanner, UV

spektrofotometras Lambda25 (Perkin Elmer).

2.1.3 Reagentai, fermentai, molekulinés biologijos rinkiniai, oligonukleotidai

Naudoti Amresco, Fermentas, Fluka, Merk, Sigma, Serva, Roth firmy reagentai, 2 mM
dNTP miSinys (,,Fermentas”).

Naudoti UAB , Fermentas” produktai: deoksiribonukleazé¢ DNase I, ribonukleazé
RNaseA, Taqg DNR polimeraze, didelio tikslumo PGR fermenty miSinys High fidelity PCR
enzyme mix, bei ju buferiai, rinkiniai: CloneJET Cloning Kit, CycleReader'™ DNA
Sequencing Kit, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit, Gene Jet'™ Gel Extraction Kit, DNA
Extraction Kit bei DNR méginiy daZai elektroforezei.

Darbe buvo naudoti pJetl.2 ir pPBAD24 sekvenavimo rinkiniy pradmenys (Fermentas).
Taip pat i§ “Metabion” uZsakyti originalts oligonukleotidai, sukurti pagal ,,NCBI/GenBank”

ir EMBL bazése esancius genomy seky duomenis bei gautas originalias sekas. Pradmenys
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buvo naudojami geny paieskai PGR bidu, taip pat gauty fragmenty bei genominés DNR seku
nustatymui.

2.1.4 Mitybinés terpés, tirpalai ir jy paruoSimas

Eksperimenty metu naudoti tirpalai, mitybinés terpés ir ju sudétys nurodyti 2.1
lenteléje. Terpés ir fagy praskiedimo buferiai autoklavuojami 0,5 val. 1 atm. slégyje.

2.1 lentelé. Eksperimenty metu naudotos mitybinés terpés ir tirpalai.

Terpiy ir tirpaly pavadinimas Reagentai Konc.

LB terpé Triptonas 10,0 g/L
Mieliy ekstraktas 5,0 g/lL
NacCl 10,0 g/L
Agaras (agarizuotai | 6,0-15,0 g/L
LB terpei) Iki 1L
H,O

Bakteriofagy praskiedimo buferis | Na,HPO4 7,0 g/L
KH2P04 3,0 g/L
NaCl 4 g/l
MgSO4 x7 Hzo 0,2 g/L

DB buferis Tris-HCI, pH 7,2 10 mM
NaCl 0,5M
MgCl, ImM

TAE buferis Tris 24,4 g/LL
Lediné acto raigstis 5,71 ml/L
0,5M EDTA(pHS,0) | 10,0 ml/L

TBE buferis Tris 10,8 g/L
Boro riigstis 5,5 ml/L
0,5M EDTA(pH 8,0) | 4,0 ml/L

2.2 Metodai

2.2.1 Lasteliy auginimas

[ 10 ml sterilios LB terpés mikrobiologine kilpele uzséjama viena bakterijy kolonija ir
auginama purtykléje per nakti. E. coli ir S. enterica lastelés auginamos +37°C temperatiiroje,
o Klebsiella - 30°C temperatiiroje. UZaugusi naktiné kultiira skiedziama LB terpe 1:50 ir

toliau auginama purtykléje atitinkamose temperatiirose iki reikiamo optinio tankio.

2.2.2 Bakteriofagy dauginimas

Bakterijy kultiros auginamos LB terpéje iki Agoo 0,5-0,8 ir infekuojamos vienos lizés
zonos turiniu. Inkubuojama atitinkamoje temperattroje kol lizuoja auganciy bakterijy
suspensija (isskaidréja terpé). Kultiira surenkama | mégintuvélius ir centrifuguojama +12°C

temperatiiroje 15 min., 9500 aps./min. Supernatantas pasalinamas, nuosédos suspenduojamos
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11 ml PBS (su MgS04), pridedama 1/10 ttirio chloroformo bei 2pul DNazes. MiSinys laikomas
1 val. vandeninéje kratykléje +37°C temperatiiroje. Misinys surenkamas | mégintuvélius ir
centrifuguojamas 5 min. 5000 aps./min. VirSutinis sluoksnis surenkamas. Padauginty fagy
suspensijy titras bina apie 1x10'""'? PFU/ml. Titro nustatymui { 2,5 ml i§lydyto minksto agaro
(+510C) dedama 0,5 ml E. coli bakterijy kultiiros, priaugintos iki ODgpp=0,6-0,8. Tada
inesama 0,1 ml reikiamo skiedimo faguy suspensija ir gerai iSmaiSoma. MiSinys tolygiai
paskleidziamas ant agarizuotos LB terpés pavirSiaus Petri 1éksteléje. Lékstelés inkubuojamos
12-14 val. +37°C temperatiiroje. Po to skai¢iuojamos susidariusios negatyvios virusinés
kolonijos. I8dauginti fagai laikomi fosfatiniame praskiedimo buferyje +4°C temperatiiroje.

Genominés DNR skyrimui fagai suspenduojami | DB bufer}.

2.2.3 Fagy genominés DNR i§skyrimas ir gryninimas

ISskirty ir padauginty fagy genominé DNR skiriama ekstrahuojant fenolu,
fenolo/chloroformo misiniu ir chloroformu pagal virusy genominés DNR skyrimo metodika
(Kricker ir Carlson, 1994). Po ekstrakcijos DNR iSsukama sterilia stikline lazdele arba
issodinama 1/10 tdrio dalimi 5 M NaCl ir 2 tariais 96% etanolio ir laikoma 2 val. -20°C
temperatiiroje. Po inkubacijos DNR surenkama centrifuguojant +12°C 15 min., 12 000-14 000
aps/min, nuosédos praplaunamos 70% etanoliu ir iStirpinamos vandenyje be nukleaziy.
ISskirta DNR naudojama restrikcijos reakcijoms, gauty restrikcijos fragmenty klonavimui bei
geny fragmenty amplifikavimui PGR bidu. Atliekant nukleotidu seku nustatyma su
specifiniais pradmenimis, tiesiogiai nuo genominés DNR, $i buvo papildomai valoma Quick

gDNA™ MiniPrep (Zymo Reseach) kolonéle, pagal gamintojy pateiktus protokolus.

2.2.4 DNR fragmenty padauginimas PGR metodu

DNR fragmentai gaunami atliekant polimerazés grandinine reakcija (PGR). Siame
darbe PGR buvo atlieckama DNR matrica naudojant i$skirta fagy genoming DNR arba gauty
bakterijy klony suspensija.

Reakcijos vykdytos, naudojant specifinius oligonukleotidus bei UAB ,,Fermentas*
produktus: Taq polimerazg, jos buferj ir 2 mM dNTP miSini. Reakcijos miSinys 2 min.
laikomas +95°C temperatiiroje, po to 30 — 40 PGR cikly atliekami pagal tokia schema: 1 min.
— +95°C temperatiira, 1 min. — pradmens hibridizacijos arba zemesné temperatiira, 0,5 - 40
min — +68-72°C temperatiira (priklausomai nuo fragmento ilgio). Reakcijos pabaigoje 5 min.

palaikoma +70°C temperatiira.
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PGR produktai analizuojami elektroforezés agaroziniame gelyje bidu. Reakcijos metu
gauti fragmentai, kurie véliau yra naudojami seky nustatymui, i§ agrarozinio gelio i$skiriami
naudojant Gene Jet™ Gel Extraction Kit rinkinj (pagal gamintojy rekomenduojama
protokola) arba ekstrahuojami fenolio/chloroformo (1:1) miSiniu, DNR i§sodinama 0,1 tiirio 5
M NaCl ir dvigubu tiriu 96% etanolio tirpalo 2 val. arba per nakti laikant —20°C
temperatiroje. Nuosédos surenkamos centrifuguojant mikrocentrifugoje  kambario
temperattroje 15 min. 12 000 — 14 000 aps/min, praplaunamos 70% etanoliu ir iStirpinamos

TE buferyje arba vandenyje be nukleaziy.

2.2.5 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé¢ vykdoma 0,8—1,0% agarozés gelyje su etidzio bromidu (0,05%)
IxTAE buferyje, esant 10 V/cm elektrinio lauko striprumui. DNR pavyzdziai prie§ jvedant {
geli sumaiSomi su DNR ineSimo dazu. Fragmenty ilgio standartu naudojami DNR Zymenys
(GeneRuler'™ DNA Ladder Mix ir kiti). DNR frakcionuojama 15-30 min, o pasibaigus
elektroforeziniam DNR  frakcionavimui, geliai  analizuojami  transiliuminatoriaus

ultravioletinéje Sviesoje.

2.2.6 DNR fragmenty valymas ir klonavimas

DNR fragmenty valymui i§ agaroziniy geliu buvo naudojami DNA Extraction Kit
(Fermentas) ir Gene Jet'” Gel Extraction Kit rinkiniai, vadovaujantis gamintojy
rekomendacijomis. ISvalyti DNR fragmentai buvo naudojami tiesioginiam sekvenavimui arba
klonuojami 1 plazmidinius vektorius ir nustatomos juose esanc¢iy intarpu sekos.

DNR fragmentai buvo klonuojami panaudojant “CloneJET Cloning Kit” klonavimo
rinkinj, vadovaujantis gamintojy rekomendacijomis. E. coli kompetentinés lastelés ligavimo
miSinio transformacijai paruoSiamos naudojant CaCl, tirpala, vadovaujantis paplitusia
metodika (Sambrook ir kt., 1989), ligavimo miSinys sumaiSomas su 100 pl kompetentiniy
lasteliy ir 30 min laikomas 0°C temperatiiroje, po to 2 min —inkubuojamas +42°C
temperatliroje ir iSs¢jamas Petri lekStelése ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu (40 pg/ml).
Lékstelés inkubuojamos 37°C temperatiiroje per nakti. Siekiant patikrinti intarpo dydji gautose
plazmidése, iSaugusios bakteriju kolonijos suspenduojamos 10 pl LB terpés ir po 1 pl

suspensijos naudojama kaip matrica PGR reakcijoms.
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2.2.7 Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR i§ gauty rekombinantiniy klony buvo skiriama panaudojant
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) rinkinj. I$skirtos plazmidinés DNR toliau

naudojamos intarpy DNR sekos nustatymui bei klonavimui.

2.2.8 Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Padauginty fagy dalelés surenkamos centrifuguojant 1 val., +12°C, 11 000 aps/min.
Nuosédos suspenduojamos baltyminiy meginiy ivedimo buferyje (0,6 mM Tris-HCI, pH 6,8,
1% SDS, 10% glicerolis, 1% 2-merkaptoetanolis, 0,01% bromfenolio mélynasis). Baltymu
meéginiy meSama po 30-50 pl. Pavirinus suspensija ivedama 1 13% denatiiruojanti
poliakrilamidin gelj ir vykdoma elekroforezé (Laemmli, 1970) buferiy sistemoje 20 mA
elektros sroveje, naudojant LKB elektroforezés sistema ir srovés Saltini. Po elektroforezes
gelis dedamas | daza (0,1% Coomassie Brilliant Blue G**°, 30% metanolis ir 30% acto
rugstis). Gelis atplaunamas 5% metanolio ir 7% acto riigsties miSinyje. Geliai analizuojami

Amersham Pharmacia Biotech geliy skeneriu ImageScanner.

2.2.9 DNR seky nustatymas

IS gelio iSskirty PGR fragmenty bei plazmidiniuose vektoriuose klonuoty DNR
fragmenty nukleotidy sekos buvo nustatomos Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre,
fago RaK2 genomas sekvenuotas Macrogen firmoje (Pietu Kor¢ja).

Trumpesniy (apie 500 bp) DNR fragmenty sekos buvo nustatomos
dideoksiterminacijos metodu naudojant radioaktyviuoju  fosforu (P*%)  Zymétus
oligonukleotidus. Oligonukleotidai buvo zymimi panaudojant [y—32P]ATP ir T4 PNK.
Sekvenavimo reakcijoms naudotas rinkinys CycleReader'” DNA Sequencing Kit
(Fermentas). Reakcijy miSiniai frakcionuojami 7% poliakrilamidiniame gelyje TBE buferyje
denattiruojanc¢iomis salygomis, naudojant sekvenatorius Macrophor (Amersham Pharmacia
Biotech) esant 2200 V {tampai. Analizuojama naudojant universaly fotovaizdintoja

Phosphorimager FLA-5100 (Fujifilm).
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2.2.10 DNR seky analizé

Nustatytos DNR sekos analizuojamos pasitelkus internetinéje EMBL-EBI duomeny
bazéje (http://www.ebi.ac.uk) esancias bioinformacinés analizés programas Fasta, ClustalW,

Transeq ir kitas.

2.2.11 Genominés DNR demetilinimas

Fagy genominés DNR demetilinimas buvo atlieckamas EZ DNA Methylation-
Gold™Kit rinkiniu (Zymo Research). Pastarojo veikimo principas pagristas tuo, kad 5’
pozicijoje metilintas citozinas paveikus bisulfitu iSlieka nepakitgs, tuo tarpu nemetilintas
citozinas verCiamas | uracila, kuris po PGR reakcijos aptinkamas kaip timinas. Darbai
atlieckami pagal gamintojy rekomenduojama protokola, pries tai atlikus fagy genominés DNR
restrikcija retai kerpanciomis restriktazémis. Gauti demetilinti DNR fragmentai padauginami
PGR metu su 1§ anksto uzsakytais specifiniais pradmenimis. Po to atlickamas DNR fragmenty

valymas 1§ gelio (2.2.6 skyrius), seky nustatymas (2.2.9 skyrius) bei analizé (2.2.10 skyrius).

2.2.12 Plazmidziy konstravimas

Plazmidziy DNR karpymas restrikcijos endonukleaziy pagalba, viengrandziy DNR
galy uzbukinimas, fosforilinimas, DNR fragmentuy ligavimas T4 DNR ligaze, plasmidziy
tvedimas | E. coli lasteles bei transformanty atranka buvo atlickama pagal placiai paplitusias
metodikas (Sambrook ir kt., 1989), taip pat vadovaujantis fermenty gamintoju pateiktomis

rekomendacijomis.

2.2.13 Funkcijos komplementacijos tyrimai

E. coli GM2163 kamieno lastelés, transformuotos atitinkamomis komplementacinémis
plazmidémis, auginamos LB terpéje su ampicilinu(40 pg/ml) +30°C temperatiiroje. aeruojant
iki ODg09=0,8 ir ineSama arabinozés (0,2%) plazmidéje klonuoto geno ekspresijos indukceijai.
Véliau po 500 pl bakterijy kultiiros iSs¢jama Petri IekStelése dvisluoksnio agaro metodu.
Tolesnéje eksperimento eigoje ant gautos agarizuotos bakterijy suspensijos buvo lasinima po
2 ul Zinomos koncentracijos T4 laukinio fenotipo ir T4 delecinio mutanto bakteriofagy
tirpalu. Petri lekstelés inkubuojamos pernakt +37°C temperatiiroje. Sekancia diena atlickama

vizuali ant gautos agarizuotos bakterijy suspensijos susiformavusiy fagy lizés zony analizeé.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo atlickami genominiai ir proteominiai Salmonella fago VinS9 ir
Klebsiella genties bakterijas infekuojanCio fago RaK2 tyrimai, kuriy tikslas - minétyjy
bakteriofagu charakterizavimas genetiniais ir biocheminiais metodais. Bakteriofagai VinS9 ir
RaK2 tyrimams pasirinkti d¢l nejprasto juy dydzio bei negausaus lasteliy-Seimininkiy spektro.

Eksperimenty metu siekta: nustatyti virusy genominés DNR ir/ar jos esminiy
struktiiriniy ir funkciniy geny sekas, palyginti jas su jau esanCiomis tarptautinése duomenu
bazése ir, atlikus ju bioinformacing analizg, nustatyti galimas geny koduojamy baltymy
funkcijas bei genetin] panasuma su kitais bakteriofagais. Darbo metu taip pat buvo siekiama:
i8siaiSkinti, ar bakteriofagy VinS9 ir RaK2 genominé DNR gali buti metilinta, atlikti viriony
pagrindiniy struktiiriniy baltymy palyginamuosius, esminiy funkciniy geny palyginamuosius

bei ju funkcijos komplementacijos tyrimus.

3.1 VinS9 genomo fragmenty seky analizé

Atliekant VinS9 genomo fragmentuy sekuy nustatyma, buvo naudojama S$io fago
genominé¢ DNR, gauta taikant genominés DNR skyrimo ir gryninimo metodikas (2.2.3
skyrelis). IeSkant esminiy struktiiriniy ir funkciniy geny, buvo sekvenuojami keliais biidais
gauti DNR fragmentai.

Visy pirma buvo atlieckamas atsitiktinis virusinés genominés DNR karpymas
tvairiomis restriktazémis (pastaryjy saraSas pateikiamas 3.1 lentel¢je). Darbo metu VinS9
genominés DNR fragmentai buvo gaunami naudojant Hyncll, Alul, Dral, Rsal, BsuRI ir Sspl
restriktazes. Klonavimams dazniausiai pasirinkti nedideli (0,5- 2,5 kb dydZzio) virusinés DNR
fragmentai.

Po restrikcijos buvo leidziama karpytos genominés DNR elektroforezé agaroziniame
gelyje (2.2.5 skyrelis). Pasirinkti atitinkamo dydzio DNR fragmentai i§ agarozinio gelio buvo
igskiriami naudojant DNA Extraction Kit (Fermentas) ir Gene Jet'™ Gel Extraction Kit
rinkinius pagal gamintojo rekomenduojamus protokolus. Véliau paruosti DNR fragmentai
buvo klonuojami i pJetl.2 plazmidini vektoriy ir DNR intarpy sekos nustatomos jau nuo
i8skirty rekombinantiniy plazmidziy (2.2.6 skyrelis).

Gautos DNR plazmidés buvo siun¢iamos seky nustatymui | Biotechnologijos instituto
Sekoskaitos centra. Nustatytos sekos buvo analizuojamos naudojant kompiuterines programas
Vector NTI ir EMBL-EBI bioinformacines programas ir duomeny bazes. Pirmyju gauty seky
bioinformacin¢ analizé parod¢, kad fago VinS9 sekos yra pakankamai unikalios — ju

homologija duomeny bazése esancioms sekoms tesieke iki ~30% aminoriigs¢iy lygyje. Taciau
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per pastaruosius metus geny banke pasirodé net triju bakteriofagy genomai, kuriy sekuy

homologija su VinS9 DNR nepalyginamai didesné. Atsitiktiniy VinS9 DNR seky analizés

duomenys pateikiami Zemiau esancioje 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. VinS9 genominés DNR fragmentuose, gautuose paveikus fago genoming DNR
{vairiomis restriktazémis, aptikti atviro skaitymo rémeliai (ASR).

Homologija
ASR (ar jo dalies) koduojamas o = _% §
Restrikt baltymas Organizmas g ~ 'g ﬁ )é 2 _
e g5|2529:E<
Hyncll, | Hipotetinis fago baltymas Salmonella fagas Vi0l 99 99 98 99
Alul Shigella fagas phiSboM-AG3 | 101 97 80.4 | 89.7
Hyncll, | Bazinés plokStelés subvienetas Salmonella fagas Vi0l 593 289 | 98.3 | 99.7
Alul gp6 Shigella fagas phiSboM-AG3 | 593 289 | 78.2 | 934
Hyncll, | Konservatyvus hipotetinis fago Salmonella fagas Vi0l 1612 | 319 | 97.2 | 100
Alul baltymas Shigella fagas phiSboM-AG3 | 1612 | 319 | 80.9 | 95.0
Hyncll, | Hipotetinis fago baltymas Salmonella fagas Vi0l 82 82 98 100
Alul Shigella fagas phiSboM-AG3 | 82 81 65.4 | 88.9
Hyncll, | Hipotetinis fago baltymas Salmonella fagas Vi0l 396 284 | 89.1 | 97.2
Alul Shigella fagas phiSboM-AG3 | 403 294 | 60.5 | 83.7
Dral | Uodegos fibrilés baltymas Salmonella fagas Det 7 708 320 | 65.3 | 84.1
Salmonella fagas SETP13 684 285 | 42.1 | 68.8
Salmonella fagas Vi0l 846 213 | 56.8 | 73.7
Dral | RegA transliacios represorinis Salmonella fagas Vi0l 154 105 | 99.0 | 100
balt. Shigella fagas phiSboM-AG 154 105 | 87.6 | 98.1
Rsal | DNR helikazé Escherichia fagas Phaxl 474 167 | 100 | 100
Salmonella fagas Vi0l 476 207 | 96.4 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 475 167 | 90.4 | 97.6
Rsal | Topoizomerazés II didysis Shigella fagas phiSboM-AG3 | 637 162 | 97.5 | 98.8
subvienetas Salmonella fagas Vi0l 636 162 | 95.1 | 98.8
Rsal | Konservatyvus necharakterizuotas | Salmonella fagas ViOl 263 246 | 98.0 | 99.6
baltymas Halorubrum fagas HF2 291 234 | 25.2 | 54.7
Rsal | Hipotetinis fago baltymas Shigella fagas phiSboM-AG3 | 189 112 | 66.1 | 79.5
Salmonella fagas Vi0l 190 112 | 554|777
Rsal | Numatomas necharakterizuotas Salmonella fagas Vi0l 172 116 | 98.3 | 100
baltymas Enterobacteria fagas RB43 119 101 | 38.6 | 70.3
Rsal | RIIB baltymas Salmonella fagas Vi0l 527 208 | 99.5 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 520 208 | 83.7 | 96.6
Rsal | Numanoma dUTP difosfataze Salmonella fagas Vi0Ol 181 78 82.1193.2
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 184 78 73.1 | 88.5
Rsal | DNR praimazés subvienetas Salmonella fagas Vi0Ol 354 262 | 96.9 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 352 262 | 76.3 | 89.7
Rsal | Hipotetinis fago baltymas Salmonella fagas Vi0l 799 175 | 97.7 | 99.4
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 163 163 | 81.6 | 96.3
BsuRI | Numatoma serino/treonino Shigella fagas phiSboM-AG3 | 186 128 | 93.8 | 98.4
fosfatazé Salmonella fagas Vi0l 186 128 | 93.0 | 97.7
BsuRI | RegA transliacijos represorius Salmonella fagas Vi0Ol 154 137 199.3 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 154 137 | 89.8 | 98.5
BsuRI | Numatoma dUTP difosfatazé Salmonella fagas Vi0l 181 72 75.0 | 87.5
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 184 115 | 47.8 | 79.1
BsuRI | DNR polimerazé Salmonella fagas Vi0Ol 998 47 100 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 999 47 89.4 | 97.9
BsuRI | Gp21 galvutés Serdies pastoliy Salmonella fagas Vi0Ol 222 27 96.3 | 100
baltymas ir proteazé Shigella fagas phiSboM-AG3 | 222 27 96.3 | 100
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Kaip matome i§ 3.1 lentelés, po restrikcijos gautuose VinS9 genominés DNR
fragmentuose buvo nustatytos tiek strukttriniy (gp6, gp21), tiek funkciniy (RegA transliacijos
represorinio baltymo, DNR helikazés, topoizomerazés 11 didZiojo subvieneto, numanomos
serino/treonino baltymy fosfatazés, numanomos dUTP difosfatazés, DNR polimerazés, DNR
praimazés) fagy kilmés geny koduojamy baltymy aminorugséiu sekos. Minétuyju genu sekuy
palyginamoji analizé yra svarbi identifikuojant ir charakterizuojant naujus bakteriofagus.

Vienos sekoskaitos reakcijos metu yra nuskaitoma iki ~1000 nukleotidy. Aptikus
svarbiy genuy fragmentus ir norint nustatyti pilnas ju sekas, buvo atlieckamos papildomos
sekvenavimo procediiros. DNR fragmentai buvo gaunami pagal jau nustatytas fago genomo
sekas uzsisakant specifinius DNR oligonukleotidy pradmenis ir atliekant amplifikacija PGR
bidu (2.2.4 skyrelis). Taip pat buvo atlickamas VinS9 nukleotidy seky nustatymas (su
specifiniais DNR oligonukleotidy pradmenimis) tiesiogiai nuo per Quick gDNA™ MiniPrep
kolonéle iSgrynintos genominés DNR (2.2.3 skyrelis). Siy darby metu aptikty esminiy
struktiiriniy ir funkciniy VinS9 genu su pilnai nustatytomis nukleotidu sekomis sarasas
pateikiamas 3.2 lentel¢je.

3.2 lentelé. Esminiai VinS9 genai su pilnai nustatytomis nukleotidy sekomis.

- Homologija su kity fagy atitinkamais geny
" S produktais
3 =)
5 £ c g
©) = k= — S
Geno koduojamas baltymas A Bakteriofagas -;3 < E <
21 | Gp21 (Serdinis galvutés baltymas) | 194 | Salmonella fagas Vi0l 98.5 |99.5
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 90.7 | 97.4
Serratia fagas KSP90 74.2 | 91.8
22 | Gp22 (Serdinis galvutés baltymas) | 280 | Salmonella fagas Vi0l 93.9 |96.7
Escherichia fagas PhaxI 93.9 |96.3
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 63.0 | 80.8
23 | Gp23 (Pagrindinis galvutés 440 | Salmonella fagas Vi01l 98.9 | 100
baltymas) Shigella fagas phiSboM-AG3 | 93.8 | 99.2
Serratia fagas KSP90 83.6 | 96.0
41 | Gp41 (DNR helikaz¢) 475 | Escherichia fagas PhaxI 99.6 | 100
Salmonella fagas Vi0l 97.9 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 88.4 | 96.8
43 | Gp43 (DNR polimeraze) 998 | Salmonella fagas Vi0l 98.3 |99.6
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 86.2 | 96.1
Prochlorococcus fagas Syn33 | 32.2 | 56.6
61 | Gp6l (Praimaze) 354 | Salmonella fagas Vi01l 97.2 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 77.4 | 91.8
Deftia fagas phiW-14 35.7 | 66.5
44 | Gp44 (Ziedo uzkéléjo subvienetas) | 330 | Salmonella fagas Vi0l 98.8 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG 86.6 | 95.7
Deftia fagas phiW-14 43.1 | 74.4
62 | Gp62 (Ziedo uzkéléjo subvienetas) | 141 | Salmonella fagas Vi0l 98.6 | 100
Shigella fagas phiSboM-AG3 | 77.1 | 94.3
Deftia fagas phiW-14 333 [ 659
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VinS9 genomo fragmenty seky bioinformaciné analizé leidzia teigti, kad misy tiriamo
fago genomo seky homologija daugeliu atvejy didziausia su neseniai duomeny bazése
pasirodziusio pilnai nusekvenuoto Salmonella bakteriofago Vi0l (int. Salt. 3) genomo
sekomis. Pastarojo fago genoma sudaro 157 061 b.p. (t.y., panasiai tiek, kiek, kaip manoma, ir
Siame darbe tirto fago VinS9). Analizuoty genu koduojamy baltymy homologija daugeliu
atveju siekia net 97-99 % (3.1 ir 3.2 lentelés)

Kaip matome i§ lentelése pateikty duomeny, VinS9 taip pat artimai giminingas
Shigella fagui phiSboM-AG3. Siy fagy atitinkamy DNR fragmenty sekuy homologija daugeliu
atveju virSija 80%, o kai kada (pavyzdZiui, topoizomerazeés Il didziojo subvieneto geno
fragmento) yra didziausia i§ visy geny banke esanciy organizmy (3.1 lentele). Shigella fagas
phiSboM-AG3, kaip ir Vi01, priskiriamas Myoviridae virusy Seimai, taciau iki galo vis dar
néra klasifikuotas (int. Salt. 3).

Kai kuriy VinS9 genu (gp22, gp4l) seku homologija didesné nei 90% lyginant su
Escherichia fago Phaxl atitinkamomis sekomis. Pastarojo enterobakterijy viruso pilna
genomo seka $iuo metu vis dar néra skelbiama tarptautinése duomeny bazése, taciau tikétina,
kad ir kity geny seky homologija tarp $iy dviejuy bakteriofagy yra ne ka maZesné.

Svarbu paminéti, kad duomenys apie visus tris minétuosius bakteriofagus (Salmonella
faga Vi01, Shigella faga phiSboM-AG3 ir Escherichia faga Phaxl) tarptautinése duomeny
bazése paskelbti per pastaruosius pusantry mety, t.y. jau pradéjus iSsamesnius iki tol palyginti
maza genomo seky homologija su kitais bakterijy virusais turéjusio VinS9 tyrimus. Ir Siuo
metu VinS9 genomo seky panasumas su daugumos kity duomeny bazése skelbiamy bakterijy
virusy genomo sekomis tesiekia 30-40 % (duomenys nepateikti).

Daugeliu atveju didziausia homologija su Siame darbe tirtuoju fagu turintys
bakteriofagai priklauso Myoviridae fagy Seimai (int. salt. 3). Daugelis ju vis dar néra visisSkai
klasifikuoti, bet visi turi tolimus fago T4 esminiy genuy homologus. Gali biiti, kad ilgainiui
visi bus priskirti atskirai T4-tipo fagy grupei, kuriai galbiit galéty priklausyti ir fagas VinS9.
Sia prielaida patvirtina ne tik genomo seky analizé, bet ir elektroninés mikroskopijos
nuotraukos (1.4 pav.), bei toliau Siame darbe pateikiami baltymy elektroforezés

poliakrilamidiniame gelyje rezultatai (3.2 pav.).

3.2 RaK2 genomo seky analizé

Darbo pradZioje, siekiant nustatyti bakteriofago RaK2 genominés DNR nukleotidy
sekas, buvo atlieckami eksperimentai, analogiSki apraSytiesiems 3.1 skyrelyje, t.y. virusinés

genominés DNR karpymas {vairiomis restriktazémis, gautyjy fragmenty gryninimas ir
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klonavimas i pJetl.2 vektoriy. DNR fragmentai dar buvo gaunami ir pagal jau nustatytas fago
genomo sekas uzsisakant specifinius DNR oligonukleotidy pradmenis ir atliekant amplifikacija
PGR budu. RaK2 genominés DNR nukleotidy sekos buvo nustatomos ir tiesiogiai nuo
genominés DNR, iskirtos panaudojant Quick gDNA™ MiniPrep kolonéle.

Darbo metu, norint gauti fragmentus, RaK2 genominé DNR buvo karpoma Dral, Sspl,
Eco 32I ir Hincll restriktazémis. Darbo eigoje nustatytos tokiy svarbiy funkciniy geny kaip
DNR polimerazés ir NudE hidrolazés, taip pat struktirini kaklelio baltyma Gp13 koduojancio
geno homologiskos nukleotidy sekos. RaK2 genomo fragmenty nustatyty seky analizés
duomenys pateikti Zemiau esancioje 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. RaK2 genominés DNR fragmentuose, gautuose paveikus fago genoming DNR
vairiomis restriktazémis, aptikti ASR.

Homologija
9 ASR (ar jo dalies) koduojamas "
s baltymas Organizmas (Seima, tipas) " Z —_
< iz S| & X
t‘» - . &/ ~
3 = o ;| s
M AR A
Dral Necharakterizuotas baltymas Erwinia pyrilifoliae 135 53 @1.564.2
(Enterobacteriaceae)
Dral Konservatyvus hipotetinis fago Shigella fagas phiSboM-AG3 65 45 160.0(75.6
baltymas (Myoviridae)
Dral Numatomas necharakterizuotas Vibrio fagas KVP40 (Myoviridae, T4- 106 70 140.0 [67.1
baltymas tipas)
Dral DNR polimerazé (Gp43) Aeromonas fagas Aehl (Myoviridae, 919 223 [25.6[55.6
T4-tipas)
Dral NudE nudix hidrolizé Enterobacteria fagas RB43 137 |126 ¥#2.9(70.6
(Myoviridae,T4-tipas)
Sspl Didysis terminazés subvienetas | Klebsiella fagas K11 (Podoviridae, T7- 875 280 [26.4[53.2
(Gp17) tipas)
Sspl PhoH $eimos baltymas Pseudomonas mendocina 463 274 39.1(73.4
(Pseudomonadaceace)
Eco321 | Ribonukleazé H Esherichia fagas T4 (Myoviridae, T4- (305 294 24.150.7
tipas)
HynclIl | Struktiirinins kaklelio baltymas | Stenotrophomonas fagas Smpl4 253 (199 23.1[53.3
(Gp13)
Hyncll | Celiuliuozés sintezés operono C Pectobacterium wasabiae 1159 175 [25.1(53.7
domeno baltymas (enterobacteriaceae)

Tolimesniy darby metu, atsiradus galimybéms, nuspregsta iSsiysti naujos kartos
sekvenavimui visa bakteriofago RaK2 genoma. Siuo metu, atlikus pirming didZiojo RaK2
genomo fragmento (~300 kb i§ ~ 350 kb) bioinformacing analizg, nustatyti 362 ASR. IS ju 96
(27%) fago RaK2 hipotetiniy ASR koduoja baltymus, homologiskus kity bakteriofagy
baltymams ribose nuo 18% iki 58%.

Tuo tarpu ASR, neturin¢iy analogy bakteriofagy genomuose, bet aptinkamy kituose
organizmuose (daugiausia bakterijose) aptikta net 229 (63%). Sis reiskinys gali bati

aiSkinamas evoliucija, kurios metu Sios skirtingos gyvybés formos nuolat saveikauja
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tarpusavyje ir, tikétina, yra jgijusios nemazai tapaciy geny sekuy (Comeau ir Krisch, 2008).
Analizuojant RaK2 genoma, taip pat aptikti 37 (10%) ASR, koduojantys baltymus, kuriems
analogy NCBI duomeny bazéje nepavyko rasti. Daugiausia tai nedideli, vidutiniskai i§ 100-120
a.r. sudaryti baltymai, ir tik nedaugelio $is skaiCius siekia 250-300 a.r. (iSsamiis duomenys
nepateikti).

Procentinis ASR koduojamu baltymy pasiskirstymas pateiktas zemiau esancioje 3.1
diagramoje.

3.1 diagrama. RaK2 genomo fragmento (~300 kb) hipotetiniy ASR koduojamuy baltymy
homologija su kitais Siuo metu NCBI duomeny bazéje esanciais baltymais.

RaK2 genomo fragmento (~300 kb) hipotetinniy ASR
koduojamy baltymy procentinis pasiskirstymas

OUnikalus baltvmai,
neturintys analogy NCEI
duomeny bazéje (10%)

B Baltymai, neturintys
patikimos homologijos su
kity bakteriofagn
baltymais (63%0)

OBaltymai, homologiski
kity bakteriofagn
baltymams ribose nuo
18% - 58% (27%)

Priesingai nei VinS9, Sio darbo metu nustatytos bakteriofago RaK2 genu sekos neturi
didelés homologijos su Siuo metu NCBI duomeny bazéje esanCiomis kity organizmy geny
sekomis. Atlikus 300 kb fragmente aptiktuy ASR koduojamuy baltymuy aminoriagséiy
bioinformacing analiz¢, nustatyta, kad daugeliu atveju Sio Klebsiella genties bakterijas
infekuojancio fago baltymy seky homologija su kity virusy atitinkamomis sekomis tesiekia 20-
35 % (3.3 lentel¢, 3.2 diagrama). Panasi situacija ir su ASR koduojamais baltymais, kuriy
aminortig§¢iy sekos artimiausios bakterijy ar kity organizmy baltymy aminortig§¢iy sekoms. Ju
homologija su RaK2 baltymais aminoriig§¢iy lygyje daugeliu atveju taip pat ne didesné nei

40% (3.3 lentel¢, iSsamesni duomenys nepateikti).
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3.2 diagrama. RaK2 genomo fragmento (~300 kb) ASR koduojamy baltymy seky
identiSkumas kity bakteriofagy baltymuy sekoms.

RaK2 genomo fragmento (~300 kb) ASR koduojamuy baltymu
seky identiSkumas Kity bakteriofagy baltymy sekoms

30
25
20
15
10

0
15-20 20-25 25-30 30-35 3540 40-50 50-60
Identiskumas (%)

ASR skaitius

Siekiant nustatyti, kuriai bakteriofagy taksonominei grupei galéty priklausyti
tiriamasis fagas RaK2, atlikta jo hipotetiniu ASR koduojamuy baltymy seky, turinéiy
homologija su kity bakteriofagy baltymais, palyginamoji bioinformaciné analizé. Jos

duomenys pateikti Zemiau esancioje 3.3 diagramoje.

3.3 diagrama. Bakteriofagy Seimos, kuriy baltymams homologiskiausios RaK2 genomo
fragmento (~300 kb) ASR koduojamu baltymy sekos.

Bakteriofagy Seimos, kuriy a.r. sekos homologikiausios RaK?2 genomo
fragmento (~300 kb) ASR koduojamy baltvmy a.r. sekoms

OMyoviridae (81%0)

O Siphoviridae (6%)
OPodoviridae (7%c)

B Neidentifikuoti fagai (6%0)

Kaip matome i§ pateikty duomeny, RaK2 genomo fragmento hipotetiniy ASR
koduojamy baltymy a.r. sekos panaSiausios i virusy, kuriy didzioji dauguma priklauso
Myoviridae Seimai, a.r. sekas (81%). Savo ruoztu, didzioji Siy Myoviridae Seimos fagy, kuriy
geny sekos homologiskos RaK2 sekoms, priklauso T4-tipo virusams (57% bendro ir net 85%
identifikuoty Myoviridae bakteriofagy skai¢iaus). Sie duomenys pateikti 3.4 diagramoje.
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3.4 diagrama. Myoviridae bakteriofagy tipai, kuriy baltymy sekos homologiskos RaK2
genomo fragmento (~300 kb) ASR koduojamy baltymy sekoms.

Myoviridae bakteriofagy tipai, kuriy a.r. sekos homologifkos RaK2
genomo fragmento (~300 kb) ASR koduojamy baltymy a.r. sekoms

OT4-tipo virusai ( 58%)

OSPO1-tipo virusai (2%o)

OphiKZ-tipo virusai (4%0)

OP2-tipo virusai (2 %)

M neklasifikuoti
bakteriofagai (34%0)

Darbo metu taip pat atlikta RaK2 genomo didZiosios dalies nukleotidy G+C
procentinés sudéties analizé. Jos metu nustatyta, kad fago RaK2 genominés DNR G+C sudaro
32% bendro nukleotidy kiekio. Panasi ir fago T4 DNR G+C procentiné sudétis (34,5%), kuri
yra gerokai maZesné¢ nei $iy fagy lasteliy-§eimininkiy G+C (50%). Zemas G+C kiekis
budingas ir kitiems T4-tipo fagams (Miller ir kt., 2003).

Apibendrinus gautuosius duomenis i§ didziosios RaK2 genomo dalies (300 kb i§ 350
kb) galime teigti, kad Sis bakteriofagas, kaip ir anks¢iau minétasis Salmonella fagas VinS9,
galéty bati priskiriamas vadinamyjy uodeguotujy fagy grupei, Myoviridae $eimai. Sis fagas
taip pat turi fago T4 esminiy geny tolimy homologu rinkinj, todél galéty biiti priskiriamas
T4-tipo fagams. Norint paremti Sig prielaida, atlikti papildomi darbai, padedantys detaliau

charakterizuoti minétuosius bakteriofagus.

3.3 Genominés DNR metilinimo tyrimai

Tipinio T4-tipo bakteriofago T4 genominé DNR yra modifikuota - i jos sudéti
leinantis citozinas pakeistas 5-hidroksimetilcitozinu (HMC), kuris dar biina glikozilintas..
DNR nukleotidy baziy modifikacijos budingos ir daugeliui kity T4-tipo bakteriofagy (Miller
ir kt., 2003). Norint nustatyti, ar metilinimas biidingas ir Siame darbe tirtiems fagams VinS9 ir
RaK2, buvo atliekami keleto tipy tyrimai. Pirmyjy metu bakteriofagy genominé DNR buvo
veikiama metilintos DNR neskaldan¢iomis (EcoRII, Notl, Mbol) ir savo fermentinio

aktyvumo dél Sios modifikacijos neprarandan¢iomis (Alul) restriktazémis (3.1 pav.).
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1K 1A 1B 1C 1D M 2K 2A 2B 2C 2D

1.K- VinS9, neveikta
restriktazémis

1.A- VinS9, EcoRII
1.B- VinS9, Notl
1.C- VinS9, Mbol
1.D- VinS9, Alul
2.K- RaK2, neveikta
restriktazémis

2.A- RaK2 , EcoRII
2.B- RaK2, Notl
2.C- RaK2, Mbol
2.D- RaK2, Alul

3.1 pav. VinS9 ir RaK2 genominés DNR, paveiktos metilinta DNR
skaldan¢iomis ir neskaldan¢iomis restriktazémis.

Kaip matyti i§ 3.1 paveiksle pateikty duomeny, tos pacios metilintos DNR taikiniy
neatpazistancios restriktazés fagy VinS9 ir RaK2 genomines DNR suskaldé skirtingai.
Pirmuoju atveju EcoRII, Notl ir Mbol suskaldé fago Vins9 genoming DNR (fragmenty dydis
sumaz¢éjo). Antruoju, RaK2 genominés DNR restrikcija nebuvo pastebéta. Tuo tarpu savo
fermentinio aktyvumo dél DNR metilinimo neprarandanti, daug taikiniy DNR sekose turinti
restriktazé Alul suskaldé tiek VinS9, tiek RaK2 genomines DNR. IS to galime manyti, kad
Klebsiella fago RaK2 genominé¢ DNR yra metilinta, VinS9 - nemetilinta.

Norint tuo jsitikinti, buvo atliktas fagy genominés DNR metilinimo laipsnio
nustatymas su EZ DNA Methylation- Gold ™ Kit rinkiniu (2.2.11 skyrelis). Darbuose
naudota VinS9, RaK2 ir T4 genominé DNR. Bakteriofago T4 DNR sudétyje esancio citozino
metilinimas buvo jrodytas jau ankséiau (Miller ir kt., 2003). Siuo atveju, T4 bakteriofago
DNR naudota kaip kontrolé, siekiant jsitikinti pasirinktojo metodo veiksmingumu dirbant su
fagy genominémis DNR ir palyginti gautuosius rezultatus tarpusavyje.

I$skirta fagy genominé DNR buvo paveikta demetilinimo rinkinio reagentais. Po to,
naudojant specifinius pradmenis, suamplifikuoti Zinomy seky DNR fragmentai, kurie siysti
sekvenuoti | Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centra. Tirtyjy bakterijy virusy genomo
fragmenty sekos pries ir po numetilinimo pateikiamos Zemiau. Jei pries reakcija C nukleotidai
buvo metilinti, tai jie ir po numetilinimo lieka C, o jei nebuvo metilinti, tai po reakcijos virsta
1 U. Bakteriofagy genomo fragmenty sekos pries ir po numetilinimo EZ DNA Methylation-

Gold ™ Kit rinkiniu pateikiamos Zemiau esanéiuose paveiksluose.
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T4_prie§ GEGCTCETGARTTTATTGC TARAGAATCCC GGG TTTTATAATATCAATCET 51

T4 po GEECTCETGARTTTATTGC TAAGAATCCCGEETTTTATAATATCAATCET 51
e R R R R L E R Rk

T4_prie§ GATEACTATCGCCAATCTATTATEGCGCATCARGRACGCGATGAGTACAR 100

T4 po GATEACTATCGCCAATCTATTATEGCGCATCARGRACGCGATGAGTACAR 100
- e A R R R

T4 pries GTATACCARARAGARAAGAAGETATCETAAC TGETATECAGTTTGATACAR 150

T4 po GTATACCARARAGARAAGAAGETATCETAAC TGETATECAGTTTGATACAR 150

e o o ko ol e e e e e el i e e e ol e e e e o o S e e e e e el e

3.2 pav.Bakteriofago T4 genomo fragmento sekos palyginimas pries ir po numetilinimo EZ
DNA Methylation- Gold "™ Kit rinkiniu.

RaKZ_prieé ACATAGTAGTTCARAAGCTGTIAATGETCTATTGEAATTAGEAGGAGTIC 50
RakKZ po ACATAGTAGTTCAARAGCTGTIAATGETCTATTGEAATTAGEAGGAGTIC 50
R e L
RaHZ_prie% AAGGCTTICARACACAATAATAR TACGTATACATCTSTETTGETTCEAACT 100
RaKZ po ARAGECTTTCARCACAATAATAATACGTATACATCTGTGTTGETTGEARCT 100
- e R R R L R
RaKZ_prieé GETACAAATTCAGATAAAACAACACCAGTETATCAATTCAACAGTTCTIT 150
RaKz po GETACARATTCAGATARARCAACACCAGTGTATCAATTCARACAGTTCTIT 150

Ear e ol e e o e e S ol e e o ol e e e ol ol e e e ol ol e e o o e o o o ol e e ol e e e ol e e e e o S

3.3 pav. Bakteriofago RaK2 genomo fragmento sekos palyginimas pries§ ir po numetilinimo
EZ DNA Methylation- Gold "™ Kit rinkiniu.

Vinif pries GAAGATACCCGAAGATGAGCGEC TGETARTCCCATTC TGEACCCARAGAC 51
Vinid po GARAGATATTTGAAGATCACTGET TG TAATTITATTT TEEATTTAASAT 50
EhEEEHE EhEEERAEE FE AFEREAF *EE KEEE EhE*

Ving% pries GEGECECATGARAGATAGTTCAGEGGCECGCATTCGECGATARCCTTCCTEA 100

Vingd9 po GEETETATEARGATAGTTTAGGGETGTGTATTTGETGATAATT T TTT A 100
- FEE K OREEERFEAAAARE KAFEE * Kk KkK KR AKEREK KE KA

Vini% pries TiHEEETATTACGETATGCCACTGTCAAGCC TAAGAACGAAGACACTARAR 150

Vin39 po TEEEETATTATGETATGTTAT G TTAAGTT TAAGAATGAAGATATTARARA 150
- FEERFEFEERE Khhhdr K hEE hhkk KAAAEE KAAAE K AEKEE

3.4 pav. Bakteriofago VinS9 genomo fragmento sekos palyginimas prie§ ir po numetilinimo
EZ DNA Methylation- Gold ™ Kit rinkiniu.

Darbo metu surinkti duomenys patvirtino restrikcinés analizés rezultatus, kad fagy T4

ir RaK2 genominé DNR yra metilinta, o VinS9 DNR §i modifikacija néra buidinga.

3.4 Viriony struktiiriniy baltymy analizé

Tam tikros taksonominés faguy grupés paprastai turi homologisky esminiy geny
rinkinius, kuriuose daZniausiai btna ir struktiiriniai genai, todé¢l atliekant bakteriofagy

charakterizavima ir priskyrima konkreciai taksonominei grupei, svarbi esminiy struktiiriniy
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geny koduojamy produkty (pvz., fago T4 atveju gpl8; gpl9, gp23) palyginamoji analizé
(Desplats ir Krisch, 2003).

Sio darbo metu buvo sickiama nustatyti, ar fagy VinS9 ir RaK2 viriony struktiiriniai
baltymai yra panasiis i fago T4 baltymus. Siam tikslui pasiekti buvo atlickama viriony
baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje, kurios metu naudoti tiriamuyjy
bakteriofagu. VinS9, RaK2 ir tipinio T4-tipo virusy atstovo, fago T4, viriony baltymuy
preparatai (3.5 pav.).

Atlikty darby rezultatai leidzia manyti, kad VinS9 ir T4 pagrindinio struktirinio
baltymo dydis panasesnis nei T4 ir RaK2. Palyginus visy fagy hipotetinius gp23, nustatyta,

M Vinso T 4.RaK2 M kad jy ar. skaiius atitinka  baltymy

e B elektroforezés duomenis. Seky palyginimas

pateiktas 3.6 pav.
Nepaisant ~ didelio  genomo, RaK2
hipotetinis gp 23 yra maziausias i§ visy jo aptikty

homology. Ji koduoja tik 1179 b enas,
- ™% Pagrindinis 8 ! P8

. =— = struktarinis daugumos kity fagy Sis genas siekia ~1,3 kb, o

/ baltymas

fago T4 - net 1563 bp. Darbo metu taip pat

36kDa W ) . . .
atliktas fagy RaK2 i VinS9 potencialaus

28kDa W— - pagrindinio struktiirinio baltymo (gp23) seku
palyginimas su artimiausiais homologais (3.6
pav., 3.4 lentel¢).

17kDa e _—

11 kDa

3.5 pav. Fagu VinS9, T4 ir RaK2 viriono baltymy dydziy palyginimas naudojant elektroforeze
poliakrilamidiniame gelyje.
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T4 _Z3 -MTIETRAELLNEWEPLLEGEGLPEIANSRQATTAETFENOEEDFQTAPEY EDEETAQAF 55

vings 23 MTEKLVTEEMRECWLEVLOKE SEATQPL SAENVTIRLMQN--————- QAEWNAFKNLGESD 53
RakKZ 23 ---M3NELLTE3QWAATRERITEGLRG- SRFRVMDITMDN-——-~-——~~ YREERALFESA 47
- * . + . . . F - - .
T4_23 GAFLTEAETGGDHEYNATHNT AAGOT AGAVTOTGPAVMGMYRRATPNLTAFDT CGWQEMNE 119
Uin39_23 ———————————————————— APGIVNITVSEWOPVLIDMAKRLAPTINIAMDFFSVQRLSE 93
RaK2_23 rT-----————————————-—- AGATTASNTAAVNEVILEIMERRVMETVIANETI TSVOEFMTE S8
* oL .. Lo * E g kEEEL
T4_23 PTGOVFALRPAVYGRDEVAASAERAFHEPMY GPDAMF 8GOGAAFEFPATLAAATQTTVEDIYT 179
UinSQ_ZB PDEOITPALRARO-————"—"—"""" "~~~ ————————————— VEDIINTAQIREE 119
RaK2_23 PyoIHTLRY Y A-———— - ————————— THAPGVAAGEEA 1173
+ *: . * * . .
T4_23 HFFOETGTYY LAY TIDAGATDAARLDAETEEQMEAGAL VETAECGMATITAELQEGE 239
ving? 23  LFMQEADSGY SGDETVQAGDPSGFSQAEIEG-————- BEEVVITIGRGMPSTDAELLG-- 171
RakKZ 23 LEPFRIARSY TGELNSDNTSPQAAPTIQLEG-—————-————— TMGR-—---————--—~- 148
- * n oo .
T4_23 NEESTDNEPWNEMGFRIDEQVIEARSROLEAAY ATELAQDLRAVHGMDADAELIGILATEIM 299
Uin39_23 -—-TTTHEWARVEITVORATVTARSRSLYADY SHELRQDMMATHSEDVDNILADVMYTEIQ 229
RaK2_23 ————————— OVNINILREIVEARSRRL3ARWTVE SMODAQICOHGVDIEAELVHNATAQEIT 1599
- - . . E + + i +* * * H +* * +* H + . . * &
T4_23 LEINREVVDWINY 3A0VSEIGMTLTEG3RAGYFDFODEPIDIRGARWAGESFRALLFQIDE 359
Uin39_23 AEMNREFIRTMNFEF 3AVR—————— FEEFGTHNGYYDIAQDI AR ——-WALEEWKFLTFMLEY 280
RaK2_23 VEIDOELLIRL-—-——————————-— PALPGARPAVTYDOTEVTSVATFTADEHAILATLINE 246
* ...k - . - - . * - .
T4_23 EBAVETARCTSRGEGNFITASRNYYNVLAIVDTEI 8YALQGLATSFATDTTREAVFASVLGS 419
UinSQ_ZB BANGIGVDTREGEGNRYLC 3PNVASALAMAGMLDYAPVLOENTELAVDETGQTFASVL AN 340
RaK2_23 CANEIARRTERGAANWA VY IP- - - EALAITIQRATTE3FARSTEGTFEAPTNVEFASTLNG 303
:* *. +* * * _* . +* __*: . _* ***.*-.
T4_23 EYRVYy DY A-EQDYFTIVEYREGPNEMDAG LY YAPY VALTPLR- G3DPENFQP VMSFETRY 477
UinSQ_ZS GMRVY VD EYA-VAEY ITLAYKGATALDAGIFFAPY VELEMYR-TQZETTFAP PMAFETREY 398
RaK2_23 TMEIYVDTYASDLEDILIGYREGANETDAGAFYCEY VELMATETVMDENTIELVTEFLTREY 363
*:*:* * * H . :.***.- + +* ::.***.* . .. .-k * & &
T4_23 GIGINEPFAESAAQARPASRIOIGME AT LN LGENAYFREVYVEZI-——- 521
UinSQ_ZS GICANEPFVQIPANQDE-—- OV VTADGTIAQD ANEYFREGLIESLF-—- 440
RaK2_23 Y- — LEFVD3388FANSADYFSEIAVENYVTEFM 323
+ + +

3.6 pav. Bakteriofago T4 gp23, ir fagy VinS9 bei RaK2 hipotetinio pagrindinio strukttrinio
baltymo (gp23) sekuy palyginimas. ,,** Zymi identiSkas aminoriigstis, ,,:“- konservatyvias
aminorgstsis, ,,.“- pusiau konservatyvias aminorigstis.

Nors VinS9 ir T4 gp23 baltymus sudaraniy a.r. skaifius (atitinkamai ir baltymy
molekulinés masés) yra panaSesnés nei T4 ir RaK2 (3.2 pav., 3.4 lentel¢), T4 ir VinS9 gp23
baltymo a.r. identiSkumas téra 35,7 %, tuo tarpu T4 ir RaK2 jis siekia net 57,4%. Be to, RaK2
gp23 baltymo seky identiSkumas ir yra didZiausias su fago T4 atitinkamomis sekomis, tuo

tarpu su kity fagy atitinkamais homologais jis nesiekia net 30 % (kaip ir daugumos RaK2
geny).
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3.4 lentelé Fagy gp23 dydzio ir seky palyginimas.

_ 7 7
© _
< 8 2 | g
T |4 x| |E_|E
. .. % . . - . @ g & o B2~
Bakteriofago pavadinimas Seima/tipas o g, o = BRES
©° < o 7 g <
= |z |5 |a |32 3¢
[ 5] o Q Q — - <
@) @) ) ) <> &K
Salmonella fagas VinS9 ~150 | 1320 | 440 | ~48 | -—--—- | --—--
Klebsiella fagas RaK2 ~350 | 1179 | 393 | ~40 | -=-mmm | --m--
Enterobacteria fagas T4 Myoviridae, T4-tipas | 169 1563 | 521 | 56,0 35,7 | 57,4
Salmonella fagas Vi0l Myoviridae 157 1320 | 440 | 48,0 98,9 | 28,1
Shigella fagas phiSboM-AG3 Mpyoviridae 158 1320 | 440 | 48,0 |94,3 | 274
Stenotrophomonas fagas Smp14 | Myoviridae, T4-tipas | ~160 | 1239 | 412 | 44,5 41,0 | 29,2
Campylobacter fagas CP220 Myoviridae 178 1332 | 444 | 48,6 29,9 | 26,9
Serratia fagas KSP90 Myoviridae | ----- 1323 | 441 | 48,4 84,6 | 28,0
Deftia fagas phiW-14 Mpyoviridae 157 1317 | 439 | 47,5 54,0 | 29,5
Nepaisant tam tikry skirtumy, bei apibendrinus rezultatus galime teigti, kad tiek

VinS9, tiek RaK2 turi tolimus fago T4 gp23, taip pat kity struktiiriniy baltymy homologus,

kuriy (kaip ir daugumos kity Siy fagy baltymy) nukleotidy sekos homologiskiausios

Myoviridae $eimos bakteriofagy sekoms. Sie apibendrinimai kartu su elektroninés

mikroskopijos nuotraukomis (zr. 1.4 ir 1.5 pav.), leidzia manyti, jogSiame darbe tiriami

bakteriofagai VinS9 ir RaK2 galéty biiti priskiriami Myoviridae Seimai ir/ar netgi T4-tipui.

3.5 Esminiy replikaciniy geny palyginamieji tyrimai, komplementacijos eksperimentai

T4-tipo fagy esminiy geny rinkini sudaro struktiriniai ir replikacijos genai.

Analizuojant sekas nustatyta, kad tiriamieji fagai VinS9 ir RaK2 turi bakteriofago T4 ne tik

struktiiriniy, bet ir esminiy replikacijos geny tolimus homologus: g4l (helikazés), g61

(praimazes), g43 (DNR polimerazés), g44-62 (DNR polimerazés ziedo uzkéléjo). Atliktos

palyginamosios analizés apibendrinti duomenys pateikti 3.5 lentel¢je.

3.5 lentelé. Bakteriofagy VinS9, RaK?2 ir T4 replikacijos baltymy homology palyginimas.

Homologija su T4
i
Bakteriofagas o
0 N < ;\?
£ g | ES | EY
2 g |52 |58
VinS9 Gp41 475 |30,8 68,2
Gp44-62 | 471 | 39,5 61,9
Gp 61 354 | 328 60,9
Gp43 998 | 27,0 58,1
RaK?2 Gp4l 522 | 24,6 57,5
Gp44-62 526 | ----- | -
Gp61 511 | 249 59,3
Gp43 996 | 24,2 52,5
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Fago VinS9 esminiy hipotetiniy funkciniy geny produkty sekos buvo nustatytos DNR
fragmentuose, gautuose pagal jau zinomas fago genomo sekas uzsisakant specifinius DNR
oligonukleotidy pradmenis ir atliekant amplifikacija PGR budu (2.2.4 skyrelis) arba tiesiogiai
nuo genominés DNR, isskirtos per Quick gDNA™ MiniPrep kolonéle, taikant gamintojo
sitiloma protokola (2.2.3 skyrelis). RaK2 esminiy hipotetiniy funkciniy geny produkty sekos
buvo nustatytos gavus RaK2 genomo sekvenavimo rezultatus.

Kaip matome i§ 3.5 lentel¢je pateikty duomeny, visu VinS9 replikacijos genu
produkty a.r. identiSkumas su atitinkamomis fago T4 sekomis yra 30-40%. Bakteriofago
RaK2 atveju Sis skaiCius nesiekia net 25% (gp44-62 homology E iver€io ribose iki 10
duomeny bazése apskritai nepavyko rasti).

Siekiant patikrinti, ar bakteriofagy VinS9 ir RaK2 esminiai replikacijos genuy
produktai komplementuoja atitinkamy T4 genu produkty funkcija, atlikti komplementacijos
eksperimentai. Jy metu tirta, ar VinS9 gp41, gp44-62, gp61 ir RaK2 gp41 gali atstatyti fago
T4 atitinkamy esminiy genu deleciniy mutanty vystymasi. Tam tikslui buvo sukonstruotos
rekombinantinés plazmidés su iklonuotais VinS9 41, 44-62, 61 ir RaK2 41 genais. Atitinkami
genai buvo gaunami PGR budu, panaudojant specialiai uzsakytus pradmenis, ir klonuojami {
indukuojamo plazmidinio vektoriaus pBAD24 Ncol (bukintas) ir Pael arba HindIII taikinius.
pBAD24 vektorius pasirinktas dél grieztos arabinoze indukuojamo promotoriaus reguliacijos
ir dé¢l to, kad Sis vektorius jau buvo iSbandytas bakteriju esminiy geny nuliniy mutacijy
komplementacijos tyrimuose (Guzman ir kt., 1995).

Transformavus gautomis rekombinantinémis plazmidémis E. coli GM2163 bakterijas,
buvo indukcinémis salygomis iSs€¢jamos ju vejos ir ant ju lasinamos fago T4 atitinkamy
esminiy geny deleciniy mutanty suspensijos. Deleciniai esminiy geny mutantai nesivysto, jei
Siy geny produktai nesintetinami lastelése in trans. Tuo tarpu, jei nuo rekombinacinése
plazmidése arabinoze indukuojamy genuy produktai atstatyty trikkstama fago T4 esming
funkcija, tai fagas vystytusi ir vejose biity formuojamos lizés zonos.

Palyginamosios analizés metu nustatyta, kad tiriamyjuy fagy homologija T4 atzvilgiu
néra didele, todé¢l tiriant hipotetiniy fagy VinS9 gp4l, gp44-62, gp6l ir RaK2 gp4l
komplementacija fago T4 atzvilgiu, minétyjy geny produkty funkcijy atstatymas nebuvo

tikétinas. Rezultatus iliustruojancios nuotraukos pateikiamos apacioje.
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T4 (laukinis fenotipas)

T4A41

3.7 pav. VinS9 gp41 komplementacija T4 gp4l atzvilgiu. LasSinimo testai atlikti su T4 ir T4A41,
naudojant rekombinantines plazmides su VinS9 g41 turincias E. coli GM2163 _pBAD24 VinS9-41.

N

T4 (laukinis fenotipas)

T4A41

3.8 pav. RaK2 gp41 komplementacija T4 gp41 atzvilgiu. Lasinimo testai atlikti su T4 ir T4A41,
naudojant rekombinantines plazmides su RaK2 g41 turinCias E. coli GM2163 pBAD24 RaK2-41.

i
T4 (laukinis fenotipas)

T4A44-62

3.9 pav. VinS9 gp44-62 komplementacija T4 gp44-62 atzvilgiu. LasSinimo testai atlikti su T4 ir
T4A44-62, naudojant rekombinantines plazmides su VinS9 g44-62 turinCias E. coli
GM2163 pBAD24 VinS9-44-62.
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T4 (laukinis fenotipas)

T4A61

i |
3.10 pav. VinS9 gp61 komplementacija T4 gp61 atzvilgiu. LasSinimo testai atlikti su T4 ir T461,

naudojant rekombinantines plazmides su VinS9 g61 turinéias E. coli GM2163 pBAD24 VinS9-61.

Komplementacija stebéta tik E. coli GM2163 pBAD24 VinS9-61 atveju, tadiau tai gali buti
susijei su tuo, jog paciy komplementacijos eksperimentuose naudoty E. coli GM 2163 lasteliy
praimaz¢ komplementuoja atitinkama T4 geno produkta (Benson ir Kreuzer, 1992). I$séjus
faga T4A61 ant bakterijy sluoksnio be komplementacinés plazmidés, buvo gauti analogi$ki rezultatai.

Apzvelgiant visus gautus rezultatus, galima teigti, kad tiriamieji bakteriofagai labai
skiriasi nuo fago T4, taCiau abu turi Sio fago esminiy geny tolimy homologu rinkini, tod¢l
ateityje galéty biiti priskiriami ne tik Myoviridae Seimai, bet ir T4 tipui, kuriame suformuoty

atskiras grupes.
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ISVADOS

VinS9 genominés DNR nukleotidy sekos homologiskiausios Myoviridae Seimai
priklausanéiy Salmonella fago ViOl (97-99%) ir Shigella fago phiSboM-AG3 (70-
80%) genomy nukleotidy sekoms;

Fago VinS9 genome yra koduojami fago T4 esminiy struktiiriniy (g21, g22, g23) ir
replikacijos (g41 (helikazés), gb61 (praimazés), g44-62 (DNR polimerazés ziedo
uzkélgjo), g43 (DNR polimerazés) genu produkty homologai;

Atlikus ~300 kb (i§ ~ 350 kb) bakteriofago RaK2 genomo seky analizg¢, nustatyti 362
hipotetiniai ASR, tarp kuriy aptikti bakteriofagy esminiy struktiiriniy ir funkciniy geny
produkty homologai;

Didzioji dalis (63%) RaK2 ASR koduojamy baltymuy aminoriig§iy seky neturi
patikimos homologijos su kity bakteriofagy genuy sekomis, bet aptinkami kituose
organizmuose (daugiausia bakterijose). 27% ASR koduoja baltymus, homologiskus
kity fagy baltymams ribose nuo 18% iki 58% (i kuriy didzioji dauguma pasizymi
didziausia a.r. seky homologija su T4-tipo fagy a.r. sekomis). Likusiy 10 % RaK2 ASR
analogu NCBI duomeny bazéje nebuvo rasta;

Bakteriofago RaK2 genominés DNR fragmentai yra metilinti, VinS9 — ne;

VinS9 ir T4 pagrindinio struktiirinio viriono baltymo (gp23) dydziai artimesni nei
RaK?2 ir T4, taciau pastaryju fagu didesnis a.r. seky identiSkumas;

Nuo rekombinantiniy plazmidZziy indukuoti bakteriofagy VinS9 ir RaK2 gp41, taip pat
VinS9 gp61 ir gp44-62 neatstato deleciniy T4K10 fago mutanty atitinkamy genu
funkciju.
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Naujy Salmonella ir Klebsiella bakteriofagy charakterizavimas

Magistrinio darbo SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo dvieju naujy, Lietuvoje i§skirty, virulentiniy bakteriofagy —
Salmonella fago VinS9 ir Klebsiella fago RaK2 charakterizavimas genetiniais ir biocheminiais
metodais. Darby metu atlikus bioinformacing analizg¢ paaiSkéjo, kad fago VinS9 genominés
DNR sekos homologiskiausios Myoviridae Seimai priklausanciy Sa/monella fago ViOl (97-99%)
ir Shigella fago phiSboM-AG3 (70-80%) genomuy sekoms. Pilnai nustatytos fago VinS9
koduojamos T4 esminiy struktiriniy (g21, g22, g23) ir funkciniy (g4l (helikazes), g61
(praimazes), g44-62 (DNR polimerazés ziedo uzkéléjo), g43 (DNR polimerazeés)) geny
produkty homologu sekos. Darbo metu taip pat atlikta ~300 kb (i§ esamuy~ 350 kb)
bakteriofago RaK2 genomo sekuy analizé, nustatyti 362 hipotetiniai ASR, tarp ju esminiy
bakteriofagy struktiriniy ir funkciniy geny produkty homologai. Atskleista, kad didzioji dalis
(63%) RaK2 ASR neturi patikimos homologijos su kity bakteriofagy genuy sekomis, bet
aptinkami kituose organizmuose (daugiausia bakterijose). 27% ASR koduoja baltymus,
homologiskus kity fagy baltymams ribose nuo 18% iki 58% (i§ kuriy didZioji dauguma
pasizymi didZiausia a.r. seky homologija su T4-tipo fagy a.r. sekomis). Likusiy 10 % RaK2
ASR analogy NCBI duomenuy bazéje nebuvo rasta. Bakteriofagy genominés DNR metilinimo
tyrimais jrodyta, kad tirtieji RaK2 genominés DNR fragmentai yra metilinti, o VinS9 — ne.
Tuo tarpu faguy viriony struktiiriniy baltymuy analizé atskleid¢é, kad VinS9 ir T4 pagrindinio
struktiirinio viriono baltymo (gp23) dydziai yra artimesni nei RaK2 ir T4, taCiau RaK2 ir T4
hipotetinio gp23 didesnis a.r. seky identiSkumas. Taip pat nustatyta, kad nuo rekombinantiniy
plazmidziy indukuoti bakteriofagy VinS9 ir RaK2 gp4l, taip pat VinS9 gp6l ir gp44-62
neatstato deleciniy T4 fago mutanty atitinkamy geny funkcijy. Gauti rezultatai leidzia manyti,
kad ateityje bakteriofagai VinS9 ir RaK2 galéty buti priskiriami Myoviridae Seimos | T4 faga

panasSiy virusy tipui, kuriame galéty suformuoti atskiras grupes.
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Master thesis SUMMARY

The aim of this work was to biochemically and genetically characterize two novel,
virulent bacteriophages VinS9 and RaK?2 infecting Sa/monella and Klebsiella, respectively.
Bioinformatic analyses uncovered that the genomic DNA sequences of bacteriophage VinS9
have the biggest homology with Salmonella phage ViOl (97-99%) and Shigella phage
phiSboM-AG3 (70-80%) which belong to the Myoviridae family. The sequences of Vins9
hypothetical ORFs were determined and it was also shown that they share homology with
phage’s T4 essential structural (g21, g22, g23) and functional (g41 (helicase), gb1 (primase),
g44-62 (DNA clamp-loader subunits), g43 (DNA polymerase)) genes. RaK genome
sequences were also analyzed, where ~300 kb of the total ~ 350 kb genome contained 362
hypothetical ORFs showing homologies with essential structural and functional genes of other
bacteriophages. It was established, that most of the RaK2 ORFs (63%) do not have reliable
homology with sequences of other phages, but are found in other organisms, especially in
bacteria. 27% ORFs codes proteins, that share homology with proteins of other phages with
identity between 18% and 58% (most of them are the most homological with genome
sequences of phage T4). The last 10% ORFs of the phage RaK2 had no homologues in
national databases tested. DNA methylation experimental analyses unraveled that RaK2
genomic DNA fragments are methylated, while VinS9 genomic DNA fragments were not.
The analysis of phages structural virion proteins showed that the size of hypothetical gp23
protein of phage VinS9 and gp23 of phage T4 are more similar than hypothetical gp23 protein
of phage RaK2 and gp23 of phage T4. Meanvile T4 and RaK2 have bigger homology with
sequences of gp23 than T4 and VinS9. The complementation tests showed that gp41 of
phages VinS9 and RaK2 and gp61, gp44-62 of VinS9 do not restore the functions of the same
gene products in phage T4 deletion mutants. Results of this work suggest that in the future
phages VinS9 and RaK2 should be classified as members of the family Myoviridae and may

form a new subgroup within the super family of T4 related bacteriophages.
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