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SANTRUMPOS

aa aminortgsciy liekanos;

ACN acetonitrilas;

ANTS 8-aminonaftaleno 1,3,6-trisulfoniné rtgstis;

APS amonio persulfatas;

BSA jaucio serumo albuminas (bovine serum albumin);

CBM angliavandenius prijungiantis modulis (carbohydrate-binding module);

cfu (bakterijy) kolonija formuojantis vienetas (colony-forming unit);

cps kapsulés polisacharidy sintezés geny sankaupa (capsular
polysaccharide synthesis gene cluster);

Ccv kolonélés tris (column volume);

D-Cell D-celobiozé;

D-Glc D-gliukozé;

DAB 3,3'-diaminobenzidinas;

DMSO dimetilsulfoksidas;

ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.

patogeny grupé;

EtBr etidzio bromidas;

FPLC greita baltymy skyséiy chromatografija (fast protein liquid
chromatography);

g standartinis gravitacijos pagreitis;

ep geno produktas;

gr. grupe;

HPLC didelio nasumo skys¢iy chromatografija (high performance liquid
chromatography);

Ig imunoglobulinas;

ImH imidazolas;

IPTG izopropilo B-D-1-tiogalaktopiranozidas;

L-Fuc L-fukozé;

LPS lipopolisacharidas;

LTF ilgoji uodegos ataugélé (long tail fibre);

M molekuliné masé, Da;

MOI infekcijos daugybiskumas (multiplicity of infection) — tai viriony ir
bakterijy skaiéiaus santykis (pfu/cfu);

MS masiy spektrometrija;

MWCO  molekulinio svorio sulaikymo riba (molecular weight cut-off), Da;

n/a netaikoma, nenustatyta (not applicable/ not acquired);

NP nitrofenilo gr. (nitrophenyl);

ODsoo optinis tankis (optical density), matuojant Sviesos, 600 nm bangos
ilgio, srauto sumaz¢jima;

OmpC iSorinés membranos baltymas C;

PAA poliakrilamidas;

PAGE poliakrilamido gelio elektroforezé;

pfu skaidrig zong formuojantis vienetas (plaque-forming unit);



PMSF
PS
PVDF
RB
RBP
RE
SD
SDS
STF
TCA
TEM
TF
TFA
Tris
TSP

wt
X-Gal
X-Glc
X-GlcA
At

fenilmetilsulfonilo fluoridas (phenylmethylsulphonyl fluoride);,
polisacharidas;

polivinilideno fluoridas (,,Western blot* membranos medziaga);
rekombinantinis baltymas;

receptoriy atpazjstantis baltymas (receptor-binding protein);
restrikcijos endonukleazé;

standartinis nuokrypis (standard deviation);

natrio dodecilo sulfatas (sodium dodecyl! sulphate);

trumpoji uodegos ataugélé (short tail fibre);

trichloracto rugstis;

transmisiné elektroniné mikroskopija;

uodegos ataugélé (tail fibre);,

trifluoracto riigstis;

2-amino-2-metilhidroksi-1,3-propandiolis;

uodegaspyglis arba uodegos spyglio baltymas (tailspike/ tail spike
protein);,

laukinis tipas (wild-type);

5-Br-4-Cl-3-indolilo B-D-galaktopiranozidas;
5-Br-4-Cl-3-indolilo B-D-gliukopiranozidas;
5-Br-4-Cl-3-indolilo B-D-gliukuronidas;

trukmé, h.

10



IVADAS

Zmogaus netiesiogiai sukurtos selekcijos pasekmés, dél perteklinio antibio-
tiky naudojimo jvairiose gamybos Sakose: medicinoje, maisto pramongje,
gyvulininkystéje, sodininkystéje — pasireiskia didesne atspariy antibiotikams ir
ju deriniams bakterijy padermiy jvairove!, kas apsunkina jy sukeliamy
infekcijy gydymag’”’. Vienas i§ $ios, nuolat augancios, problemos sprendimo
budy yra alternatyvy antibiotikams paieska.

Natiiraliis bakterijy Zudikai, (bakterio)fagai®, jprastai sudaryti i§ genomg
talpinancios kapsidés, uodegos ir jos gale esan¢io adsorbcijos komplekso®!?, yra
puiki alternatyva, kuri neretai pasiZyminti pranasesnémis savybémis nei anti-
biotikai'"!>. Dauginimosi metu fagai tikslingai naikina vienos riiSies ar pader-
més bakterijas, todél jie nesukelia didelés zalos mikrobiotai ir gydymas jais

13-15 Sios patrauklios jy savybés skatina

nereikalauja didelés preparato dozés
jvairius mokslinius bakteriofagy tyrimus. Bendras virusy apibtdinimas leidzia
pazinti jy morfologija, evoliucija, geneting jvairove ir atrasti platesnes gydymo
galimybes®!®18, Bakteriofago ir bakterijos sgveikos'” tyrimai leidzia suprasti
bakterijy atsparumo fagams i$sivystyma ir kurti bakterijy augimo slopinimo
strategijas. Tokiu btidu nustatyti viruso esminiai baltymai, dalyvaujantys infek-
cijos pradéjime, priklausomai nuo savybiy (fermentinis?®?!-393%22-29 ar bakterijy
lizinis*’ aktyvumas), gali biiti pritaikomi medicinoje*! ar biotechnologijoje**.
Taip pat bakteriofagai yra gana paprasti ir nebrangiis moduliniai organizmai,
kuriy tyrimai atskleidé daugelj fundamentaliy molekulinés biologijos tiesy,
tokiy kaip: nukleoriigitis yra paveldima gyvybés medziaga®’; nukleorfigiciy
hibridizacija vyksta baltymy sintezés metu ribosomose**; bakterijos skaido fagy

DNR savo restrikcijos-modifikacijos* arba CRISPR savisaugos sistemomis®*6,

Vienas i§ esminiy fundamentaliyjy tyrimy objekty yra fago adsorbcijos

kompleksas, butinas infekcijai pradéti, kurio sudétingumas priklauso nuo viruso

21,47,56,48-55

uodegos morfologijos . Vienus sudétingiausiy ir mazai aprasytus

adsorbcijos kompleksus®”*® turi vadinamieji jumbo (didieji) bakteriofagai®>®,
pasizymintys dideliu genomu (>200 kbp) ir savitomis kitiems virusams
nebudingomis savybémis. Didziyjy virusy adsorbcijos komplekse dazniausiai
biina heterogeniskos, labilios, ilgos ir neretai $akotos nanostruktiiros — ilgosios
uodegos ataugélés, matomos elektroninése mikrografijose®2, Ataugéles gali
sudaryti iki 14 skirtingy struktiiriniy baltymy, jprastai uodegaspygliy®>®4,
aptinkamy ir maZesniuosiuose faguose?'**¢5. Sie baltymai paprastai pasizymi

63,6669
b

skirtingu depolimeraziniu aktyvumu skaidan¢iu bakterijos iSoréje

esan¢ius polimerus®*-%7°, Si jy savybé leidzia virusui specifiskai priartéti prie

11



iSorinés membranos®! ir po antrinés, adhezino giminingumo, sgveikos negrjzta-
mai adsorbuotis ant bakterijos pavirSiaus ir pradéti jos uzkrétimg>%7!.
Fagy depolimeraziy taikiniai’’> yra lipopolisacharidai (LPS)” ir kapsulés

174,75

polisacharidai’®’>, gaubiantys bakterijos pavirSiy ir atitinkamai siejami su O ir

K-serotipy antigenais’® . Sie antigenai yra vieni i§ pagrindiniy virulentiskumo

veiksniy’®®, skatinan¢iy bakterijy patogeniskuma, kadangi apsaugo lastele nuo

iSoriniy veiksniy, kaip: imuninis atsakas, virusai ar nepalankios aplinkos saly-
gos®!8. Sie veiksniai®® ir atsparumas jv. antibiotikams' papildomai apsunkina
bakteriniy infekcijy gydymg ir lemia didesnj pacienty mirtingumg®**>.
Skaic¢iuojama >300-ai skirtingy Klebsiella spp. serotipy, taciau tik apie 80-iai
K-tipy yra nustatyta tiksli polisacharidy struktiira’®%. Serotipy jvairove’68788
lemia didelj depolimeraziy ir su jomis susijusiy potencialiy fermentiniy specifi-

31.35.39.89.90 nes polisacharidai gali biiti sudaryti i§ desimties skir-
91,92

Skumy skaiciy
tingy monosacharidy liekany su jvairiomis modifikacijomis
rys$iy deriniais.

ir glikozidiniy

Taigi, fagy adsorbcijos kompleksy tyrimai padeda geriau suprasti $iy virusy
kompleksiskas oligomerines struktiiras, dalyvaujancias bakterijy atpazinime, kas
taip pat naudinga nanostruktiiry bioinZinerijoje”>. Taip pat tai leidzia geriau
suprasti fago ir bakterijos-Seimininkés sgveikos mechanizmus®®. Nustatyti balty-
mai su depolimeraziniu arba afininiu aktyvumu jgalina jvairiy sistemy kiirima,
skirty patogeny detekcijai ar jy tipavimui®, arba skirtingy oligosacharidy”®
fiziologinémis salygomis sinteze. Sie sacharidai gali biiti naudojami glikovakci-
ny kiirime, o depolimerazés — kaip priedai bakteriniy infekcijy gydymui®’,
Fagy saveikos baltymai, adhezinai, gali buti pritaikomi, panasiu i virusy ekspo-
zicijos sistemas principu®®, afinininiy molekuliy generavimo platformose.

Siekiant geriau pazinti mazai iStirtus jumbo bakteriofagy adsorbcijos
kompleksus, §io darbo objektas buvo vB KleM-RaK2!® — vienas pirmyjy
atrasty didziyjy Klebsiella virusy. Jo unikaliame adsorbcijos komplekse yra
SeSios Sakotosios ilgosios ataugélés, sudarytos i§ bent deSimties skirtingy
struktiriniy baltymy, galimai turin¢iy fermentinj aktyvuma.

Darbo tikslas: iStirti jumbo bakteriofago RaK2 adsorbcijos komplekso
baltymy struktiirines ir funkcines savybes.

UZdaviniai:

1) atlikti bakteriofago RaK2 struktiiriniy baltymy gp098 ir gp526-534
bioinformatine analize;

2) nustatyti RaK2 baltymus, atsakingus uz bakteriofago adsorbcija ant
Klebsiella pneumoniae KV-3 izoliato bakterijy;

3) nustatyti RaK2 Sakotaja ilgaja uodegos ataugéle formuojancius baltymus;

12



4) nustatyti K. pneumoniae KV-3 serotipg ir jo kapsulés polisacharido
sandarg;

5) nustatyti ir charakterizuoti RaK2 baltymus, pasizymincius depolimeraziniu
aktyvumu.

Ginamieji teiginiai:
AlphaFold2“ bioinformatinis jrankis leidzia sugeneruoti patikimus
modelius bakteriofagy ilgosios uodegos ataugélés baltymams, kurie pasizy-
mi struktiirine homologija;
ataugélés rekombinantiniy baltymy tirpumas gali biiti padidintas, sinteti-
nant nepilnos sekos polipeptidus;
bakteriofago slopinimas atitinkamais antikiinais leidzia nustatyti jo adsorb-
cijai reikalingus baltymus;
imuno-zyméjimas Au nanodalelémis suteikia informacijos apie baltymy
i§sidéstyma virione;
K-serotipas gali biiti nustatytas genotipuojant bakterijy cps geny sritj;
depolimerazés fermentiniam aktyvumui charakterizuoti gali buti pritaikytas

(produkto chemine modifikacija ir) HPLC-MS analize pagristas metodas,
naudojant polisacharida kaip substrata.

Tyrimo naujumas ir praktiné reik§mé

Mazai Zinoma apie Alcyoneusvirus genties didziyjy bakteriofagy adsorbcijos
kompleksa, kuris pasizymi viena sudétingiausiy literatiiroje aprasyty struktiiry.
Jy adsorbcijos komplekso sudétingumg lemia jame esancios ataugélés — tai
ganétinai ilgos ir siauros nanopluostinés struktiiros, pasizymincios Sakotumu ir
labilumu, todél Sie baltymy kompleksai yra mazai istirti. Vienas pirmyjy atrasty
Alcyoneusvirus bakteriofagy, RaK2'%!, turi adsorbcijos kompleksg, sudarytg i§
bent deSimties struktiiriniy baltymy (gp098 ir gp526-534), kuriems buvo
tiriamos struktiirinés ir funkcinés savybés.

Aukstos kokybés, ypac B-klosCiy srityse, struktiiriniai trimery modeliai buvo
sugeneruoti visiems tirtiems baltymams ,,Alphafold2“ jrankiu. Pateiktas
pirmasis Alcyoneusvirus fago ilgosios Sakotosios ataugélés galimos architek-
tiros modelis, kurj sudaro wvisi tirti baltymai, iSskyrus gp098. Kita vertus,
infekcijos slopinimo ir adsorbcijos tyrimais parodyta, kad gp098 ir gp531 yra
svarbiis RaK2 infekcijos procese, o gp531 taip pat veikia, kaip depolimerazé,
formuojanti skaidrias zonas Klebsiella pneumoniae KV-3 izoliato bakterijy
sluoksnyje. Tiriant Sios Klebsiella padermés kapsulés serotipa, genotipuojant
kapsulés polisacharidy sintezés cps sritj, numatyta K54 tipg atitinkanti poli-
sacharido strukttira ir nustatyta viena i§ salygy, lemianti jos deacetilinima.
Naudojant polisacharida kaip substratg, buvo iSaiSkintas depolimerazés gp531
fermentinis specifiSkumas. Iki dabar néra publikuota jokia kita depolimeraze,
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hidrolizuojanti K54 serotipo Klebsiella polisacharidg, nepriklausomai nuo jo
acetilinimo, ir veikianti kaip riigstiné f-(1—4)-endogliukozidazé.

Tyrimo rezultatai leis geriau suprasti Alcyoneusvirus didZiuosiuos fagus ir jy
adsorbcijos komplekse esanciy baltymy funkcijas. Nustatytas RaK2 gp531
pakankamai stabilus (<55°C) fermentinis specifiSkumas gali biiti panaudotas
gaminant savitus prebiotikus (sudétyje turinius L-fukozés) ar glikovakcinas
prie$ atitinkamus patogenus!??
fermento depolimerazinis veikimas gali padéti gydant virulentiSky Klebsiella'*

K54 bakterijy infekcijas.

, ar vykdant naujy sacharidy sintez¢. Taip pat
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Klebsiella bakterijos ir ju savybés

Klebsiella genties bakterijos yra natiralus sveiky zmoniy ir gyviny
mikrobiotos komponentas, kuris jprastai nekelia pavojaus savo Seimininkui’.
Tai fakultatyviniai anaerobai, aptinkami jvairiose ekologinése niSose: vandens
telkiniuose, nuotekose, dirvozemyje, augaluose, sveiky gyviny ir Zmoniy
zarnyne ar nosiarykléje. MorfologiSkai, Klebsiella bakterijos yra nejudrios,
gram-neigiamos, lazdelés formos (0,3—1,0 um ploc¢io ir 0,6-6,0 um ilgio)
lgstelés, apgaubtos kapsule’” 1%, Klebsiella bakterijos yra atsakingos uz tre¢dalj
visy gram-neigiamy bakteriniy infekcijy, dazniausiai plintanéiy gydymo jstai-
gose invaziniu budu atlieckamy procediiry metu, ypa¢ tarp nusilpusiy pacienty?.
Klebsiella gentis apima vienuolika bakterijy rusiy’®, i§ kuriy K. pneumoniae, K.

oxytoca ir K. variicola yra jprastai siejamos su zmoniy infekcijomis'%.

K. pneumoniae priklauso ESKAPE patogeny grupei®?, kurig sudaro ypac
virulentiskos ir daugeliui antibiotiky atsparios bakterijy rii§ys: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa ir Enterobacter spp., kurios biitent susijusios
su hospitaliniu biidu plintan¢iomis problematiskomis infekcijomis. K. pneumo-
niae padermiy OXA-48, NDM-1 ir CTX-M-152, atspariy karbapeneminiams
(carbapenems) antibiotikams, atsiradimas nuo 2013 m. isSryskina problema,
susijusia su per dideliu antibiotiky vartojimu gydant infekcijas. Padidéjes
priesbakteriniy vaisty vartojimas atrankiai skatina atspariy patogeny vystymasi,
kas lemia didesnj jy paplitimg ir aptikima?>.

Negydomos Klebsiella infekcijos gali pazeisti Slapimo sistema, plau-
Cius'%107 kepenis'® 1% netgi sukelti gyvybei pavojingas infekcijas, jskaitant
endokarditg!?®, septicemija!®®, smegeny abscesg'!® ir iplisti j gretimus audi-
nius®. Priklausomai nuo infekcijos zidinio, pacienty mirtingumas gali siekti iki
54%"11, Iprastai Klebsiella infekcijos plinta per fizinj kontaktg, o antisanitarinés
salygos ir prasta higiena didina uzsikrétimo rizika ir sveikiems asmenims!'!2.

1.1.1.  VirulentiSkumo veiksniai

Nepaisant atsparumo antibiotikams, bakterijy patogeniSkumas labai priklauso
ir nuo jy virulentiSkumo veiksniy, apimanciy: fimbrijas arba piles (fimbriae,
pili), sideroforus, liposacharidaus (LPS) ir kapsule, kurie yra gerai iStyrinéti
Klebsiella spp. bakterijose®™!!3, Pilés yra bakterijy pavirSiaus gijos, pirmiausiai
sudarytos i§ polihomomery kaip FimA, budingy I tipui arba MrkA — III tipui, o
juy galuose atitinkamai prisijungia adhesinai FimH ir MrkD. Sios struktiiros
atsakingos uz prisitvirtinima prie jvairiy pavirSiy. Taip pat pilés skatina bakterijy
bioplévelés (biofilm) formavimasi, kuri yra jvairiy polimery trimatis tinklas,
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suteikiantis bakterijoms palankig mikroaplinkg ir palengvina jy kolonizaci-

114,115
Ja :

Sideroforai (siderophores) yra mazos molekulinés masés (<1 500 Da) orga-
niniai junginiai, intensyviai chelatuojantys (10'>-1052 M) gelezies (III) jonus.
Bakterija i$skiria sideroforus j iSor¢, kur Fe** yra iStraukiami i§ baltyminiy

kompleksy ir tai sukelia gelezies triikumg organizme!' %117,

Lipopolisacharidai yra makromolekulés, sudarytos is: iSorinio polisacharido
fragmento (O-antigeno), turincio atsikartojancia oligosachariding struktiira; Ser-
dies, sudarytos i§ iSorinés ir vidinés Serdies oligosacharidy; ir lipido A (endo-
toksino), kuris tarsi inkaras jtvirtina LPS bakterijos iSorin€¢je membranoje (1
pav.). O-antigenas apsaugo bakterijas nuo imuninio komplemento aktyvacijos ir
padeda iSvengti fagocitozés, o lipidas A — nuo katijoniniy prieSmikrobiniy pep-
tidy. Bakterijy lizés metu islaisvintas lipidas A yra toksiskas gyviino organizmui

ir gali sukelti kraujagysliy pazaidas®®!'8,

1 pav. Kiebsiella JapRules BS
pneumoniae bakterijy vi-
rulentiSkumo  veiksniai: LPS
sideroforai, pilés, kapsu- '
16 ir LPS%’XOI.) p O-antigenas

Serdis
o
iSoriné membrana

OH
Q D
OH lipidas A
HO)\;S\ Nf(ﬁ\o : peptidoglikanas
HO i 0
0 INH
o)\q/\o o
HN

vidiné membrana

Sideroforai: ~ ° /7, S~ 5 o Tba i -
enterobaktinas # Fe3+ -~ -io tipo pl/e/ e
jersiniabaktinas 4 Fe3+ \ ‘ % Jr/’ 1-o tipo pilé

LPS

Placiausiai itirtas K. pneumoniae virulentiSkumo veiksnys yra jy kapsulé (1
pav.), sudaryta i$ polisacharidy tankaus sluoksnio gaubiancio Igstele. Jis saugo
bakterijas nuo i8dzitivimo ir leidZia prisitaikyti nepalankioje aplinkoje'!®, taip
pat dalyvauja bakterijy bioplévelés ir sgly¢io su pavirSiumi reguliacijoje®!.
Kapsulé slopina fagocitozg, prieSmikrobinius organizmo peptidus (B-
defensinus), komplemento sukelt opsonizacija ir uzdegiminj atsakg’®’"%,
Imuninés sistemos atsako bakterijos gali i§vengti mimikrijos budu, pvz., E. coli
K1 serotipo polisacharidai yra identiski embriono neurony sujungimo
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glikoproteino polisialo riigsties polisacharidams'?’. Kapsulé taip pat yra kliitis,
apsauganti bakterijas ir nuo virusy, kurie savitai atpazista polisacharido
struktira. Nustatyta, kad polisacharido O-metilfosforimidato lieckanos yra
bitinos Campylobacter jejuni uzkrétimui F207 fagu, tadiau atsparumas
iSsivysto, kai bakterija iSjungia savo metilfosforamidato transferazés gena,
jvykdant poslinkio mutacijg specifinéje poliG srityje!?!.

Maziau istirtas Klebsiella bakterijy iSorinés membranos baltymy, poriny ir
transporteriy poveikis virulentiSkumui. Pastarieji baltymai apsaugo bakterijas
nuo imuninio atsako, pasalindami j aplinkg prieSmikrobinius junginius, tokius
kaip humoraliniai peptidai ar antibiotikai®’.

1.1.2.  Kapsulés Wzx-Wzy biosintezés kelias

Bakterijy kapsulé yra sudaryta i§ tirpiy vandenyje polisacharidy sluoksnio,
daznai pasizymincio silpnai riig§tinémis savybémis ir apgaubiancio visa lastelés
pavirsiy, o kai kurios Klebsiella spp. bakterijos gali turéti tankesne hiperkapsulg,
kuri fenotipiskai pasireiskia intensyviu bakterijy gleivétumu. Remiantis sero-
loginio aktyvumo tyrimais, kapsulés polisacharidai yra tradiciskai jvardijami
kaip K-antigenai, atskiriant juos nuo LPS sandaroje esanc¢iy O-antigeny’®.

Klebsiella kapsulés polisacharidy sudétis priklauso nuo kapsulés polisacha-
ridy sintezés (cps) geny sankaupoje (cluster) esanciy glikozilo transferaziy geny,
o biosintezés kelias priklauso nuo geny wzx ir wzy produkty — flipazés ir polime-
razés (2 pav.). Zinomos ir kitos polisacharidy sintezés sistemos, kaip nuo ABC
pernasos arba sintazés priklausomos, kuriy déka atitinkamai sintetinami LPS ir

Klebsiella bakterijoms nebudingi polisacharidai, kaip hialurono ragstis'?>.

uzlasteliné erdvé

kapsulés PS Wzi tikétina
prijungia PS
ant Iast. pav.

iSoriné membrana

PS sintezé:
Wzy sujungia  »*~~,

monomerus | y
periplazma x ¥ . _granding @,
| 4

¥  PS monomero

vidiné membrana  Wbap | sintezés ciklas Wz
/Wcal
§ — UndPP §
@0 " skirtingy monosacharidy ,
00 _I" liekanos s 0, PS monomeras. it azma

87,123

2 pav. Klebsiella kapsulés polisacharidy biosintezés Wzx-Wzy kelias
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Taigi, Klebsiella spp. cps geny sankaupa koduoja baltymus, atsakingus uz
polisacharido transporto ir biosintezés sistemas, i$sidés¢iusias nuo citoplazmos
iki iSorinés bakterijos membranos. Citoplazmoje polisacharido sintezé prasideda
nuo pirmosios gliukozés arba galaktozés liekanos prijungimo prie lipidinio
inkaro (undekaprenilfosfato), atitinkamai vykdomo Wcal (serotipuose K1, K2,
K5 ir kt.) arba WbaP (K3, K9, K20 ir kt.) baltymo. Tuomet skirtingos glikozilo
transferazés per sacharido redukuojantj gala papildomai prijungia atitinkamus
monosacharidus ir taip susintetina pirmajj polisacharido monomera. Monomerai
yra sintetinami pastoviai ir Wzx flipazés perneSami | periplazma, kur jie tarpu-
savyje sujungiami Wzy polimerazes, ir taip vykdoma polisacharido biosintezeé.
Pastarojo ilgj reguliuoja Wzc, kurio aktyvuma skatina Wzb fosfatazé. Taip pat
Wzc baltymas perduoda polisacharida j Wza translokona, kuris perkelia
polisacharido granding ant bakterijos pavirSiaus, kur jis yra prijungiamas arba
islieka sukibes su Wzi baltymu’®%7-116:123.124 §; kapsulés polisacharido sintezés
sistema, apimanti keleta svarbiy komponenty, potencialiai jgalina bakterijy
kapsulés jvairove, pasizymincig skirtinga polisacharidy sudétimi, kas priklauso
nuo glikozilo transferaziy fermentinio specifiskumo®.

1.1.3.  Kapsulés polisacharidy sintezés cps geny sankaupa

Klebsiella bakterijy kapsulés biosintezés genai, koduojantys baltymus, atsa-
kingus uz polisacharido sintez¢, modifikavima, reguliavimg ir pernasa, sudaro
20-30 geny cps sankaupg. Polisacharido sandara priklauso nuo geny jvairoveés
cps srityje ir taip pat lemia Klebsiella bakterijy serotipg. Matoma ypac didelé
¢ps 1vairove, nes egzistuoja net 81 skirtingas K-antigenas su jau nustatyta polisa-
charido struktiira, dazniausiai biidinga K. prneumoniae bakterijoms. Kita vertus,

iki dabar yra zinoma tiktai vienuolika O-antigeny polisacharidy struktiiry 768687,

Klebsiella spp. cps bioinformatiné analizé atskleidé, kad cps genai dazniau-
siai koduojami viena kryptimi ir sudaro konservatyvias 5' ir 3' galo sritis, o
vidurinioji sritis pasizymi variabilumu (3 pav.). 5' srities pradzia siejama su
galF, koduojan¢iu UTP-gliukozés-1-fosfato uridililtransferaze, kuri dalyvauja
nukleotidy-sacharidy metabolizme. Tuomet yra i$sidéste cpsACP, wzi, wza, wzb,
wze, koduojantys baltymus, susijusius su transportavimo/ biosintezés reguliavi-
mo sistema. Tik du ypa¢ konservatyvis gnd ir ugd, atitinkamai koduojantys 6-
fosfogliukonato ir UDP-gliukozés dehidrogenazes, kurios dalyvauja sacharidy
metabolizme ir kapsulés biosintezéje, yra aptinkami 3' srityje. Vidurinéje dalyje
aptinkami maziau homologiski genai, koduojantys jvairias glikozilo transferazes

ar kitus kapsulés polisacharidus modifikuojan¢ius baltymus®¢-87-125,
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. hY .
galF wzi wza wzb wzc  wbap wzx wzy wcaj , gnd ugd
5" konservatyvioji sritis ypac kintanti vidurinioji sr. 3" konservatyvioji sr.

3 pav. Klebsiella pneumoniae kapsulés polisacharidy biosintezés cps geny sche-
matiskas iSsidéstymas su konservatyviomis sritimis. Spalvomis pazyméti genai/ jy
produktai yra: pilka — cps srities ribozenkliai; violetiné — polisacharido reguliacijos ir
pernasos dalyviai; Zalia — jvairios glikozilo transferazés; geltona — wbap arba wcaj,
esminés glikozilo transferazés; mélyna — flipazés; raudona — kapsulés polisacharido
polimerazés®6-87:123,

Idomu tai, kad Wzx ir Wzy homologai islaiké funkcionalumg tarp skirtingy
K serotipy, nors turi mazg seky panasuma, pavyzdziui, tarp K54 ir K63 serotipy
stebimas tik 26% Wzx tapatumas. Skirtumai tarp K-antigeny serotipy cps
regiony yra matomi ir glikozilo transferaziy geny egzistavimu tarp cps konser-
vatyviy 5' ir 3' sri¢iy. Genetinio segmento jterpima daznai Zymi transpozazés
genas (K4, K40, K41, K69, K207-2 serotipuose), rodantis ¢ps srities evoliucija
horizontaliosios geny pernasos keliu. Transpozazés jtaka greiCiausiai nulémé
geno duplikacija K4 serotipo cps sankaupoje arba geno jterpimg priesinga kryp-
timi K40 atveju. Tai pat, K33 ir K40 serotipuose néra wzi, nes galimai yra
jvykusi geno iskrita (deletion), o K30, K36 arba KPB-1 ¢ps srityse — geny jterpi-
mas (insertion), nes turi papildomus fagams biidingus genus, taciau jy koduoja-
mi produktai néra susije su kapsulés biosinteze®®*%12¢_ Taigi, bakterijy cps geny
sri¢iy genetiniai skirtumai tik parodo galima polisacharidy jvairove ir potencialy
ju kitimo kelig, taciau sukeliamas bakterijy patogeniSkumas priklauso ne vien
nuo cps geny sudéties.

Zinoma, kad K1, K2, K20, K54 ir K57 serotipo Klebsiella bakterijos, kuriy
kapsulé pasizymi didesniu polisacharidy kiekiu, yra ypa¢ virulentiskos'?’.
Sunkiausiai gydomas infekcijas sukelia K1 ir K2 tipo bakterijos, kurios gali
i$plisti po visg organizma nuo infekcijos zidinio. Nustatyta, kad §iy serotipy
virulentiskumas priklauso nuo c¢ps sintezés transkripcijos veiksniy RmpA, RcsB
ir Fur. Fur yra rmpA ir siderofory sintezés geny represorius, kurio aktyvatorius
yra gelezies (IIT) jonai'?8. Infekcijos Zidinyje esant jony trikumui, represorius
tampa neveiklus ir pradedama RmpA sintezé; §is baltymas oligomerizuojasi su
RcsB ir skatina cps geny raiSka, kas lemia hipervirulentiskos kapsulés feno-
tipg!?°. Taip pat rmpA yra vienas i§ genetiniy zymeny, kuris susijes su Klebsiella
K1 ir K2 sukeliamu kepeny abscesu'*°. Nustatyta, kad K1 kapsulés struktiiroje
esancios piruvo acetalio ir acetilo grupés yra biitinos pilno polisacharido
sintezei, ta¢iau jos taip pat aktyvuoja makrofagy sukeliama citokiny sintezg'3!.
Taip pat K2 tipo K. pneumoniae padermé ST307 (OXA-48, O2v2) yra endeminé
Italijoje, PAR, Venesueloje, o Sio patogeno proverziai yra stebimi gydymo
jstaigose beveik visoje Vakary Europoje, JAV, Kinijoje ir Argentinoje'32. Visgi,
remiantis https://pathogen.watch duomeny bazéje pateikiama informacija,
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pasaulyje labiausiai paplite Klebsiella spp. serotipai su nustatytais genomais yra
K64, K107 ir K106.

1.1.4.  Kapsulés polisacharidu sudétis

Kiekvienas i§ 81-0 zinomo Klebsiella spp. serotipo turi savita polisacharido
struktira (4 pav.), paprastai sudaryta i§ skirtingy karkaso (2—6) ir Soniniy mono-
sacharido piranozés liekany (0—4), o polisacharido sudétyje daugiausiai aptinka-
mos yra D-gliukozés (48%), D-galaktozés (29%), D-ramnozés (21%), D-mano-
z¢s (19%), o reciausiai — L-fukozés liekanos (2%). Tik dviejuose K. pneumoniae
K12, K14 ir viename K. michiganensis K41 serotipy polisachariduose yra nusta-
tyta B-D-galaktozés furanoziné forma. Monosacharidy liekanos polisacharido
grandinéléje yra sujungtos per redukuojantj cukraus gala, tai reiskia, kad ano-
merinés anglies hidroksilo grupé pakeista kito monosacharido liekana. Jprastai,
~49% visy nustatyty Klebsiella kapsulés polisacharidy glikozidiniy rySiy sudaro
1—4 jungtys, o reciausiai aptinkamas glikozidinis rySys yra 1—6, kuris biidin-
gas Soniniams monosacharidams polisacharido grandinéje’?-86-88:126,

‘“aso da .
o s

Klebsiella spp.
kapsulés

polisacharidy
d"' sudetis

Apibendrinta 4'\"
(=)
N

4
QA"&'

Q WD
& 6’
¥ ¥

4 pav. Apibendrintas monosacharidy su jvairiomis modifikacijomis sudéties
pasiskirstymas, apimantis 81 skirtinga Klebsiella spp. kapsulés polisacharida: A —
sacharido uroniné rtigstis; Ac — acetilo gr.; Pyr — piruvo acetalio gr.; Lac — laktilo gr.;
f — sacharido furanoziné forma; Glu — 6-N-L-glutamo rugsties lickana; L-Sug — 4-
deoksi-L-treo-hekso-4-enopiranozilo uroninés riigsties liekana. Juosty ilgiai atitinka
monosacharidy (Fuc — fukozé, Gal — galaktozé, Glc — gliukozé, Man — manozé, Rha —
ramnoz¢) ir jy modifikacijy daZnumag tarp skirtingy serotipy polisacharidy 8685126,

Polisacharidai daznai turi jvairias modifikacijas, pavyzdziui: acetilo, laktilo,
ar piruvo acetalio grupes, taip pat gliukozés arba galaktozés uroninés riigsties
formas. Idomu tai, kad tarp strukturiS§kai nustatyty Klebsiella serotipy, tik K32,
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K38, K56 ir K72 polisachariduose néra sacharido uroninés riigsties liekanos.
Laktilo grupé yra aptinkama tik K66, K22 ir K37 serotipy gliukozés arba
gliukurono rugsties liekanose. Acetilinimas dazniausiai stebimas karkaso sacha-
ridy lieckany C2 arba C6 padétyje, o pastaroji iSskirtinai biidinga tik manozés
liekanoms. Paplitusi modifikacija yra piruvo acetalio grupé, aptinkama 38%
Klebsiella K serotipy. Svarbu paminéti, kad vienintelis skirtumas tarp serotipy
K30 ir K69 polisacharidy struktiiry yra rySiy iSsidéstymas tarp piruvato ir
galaktozés liekany, kurie atitinkamai sujungti C3, C4 ir C6, C4 rysiais’®-86-8%.126,

Unikaliomis struktiiromis pasizymi K38 serotipo polisacharidas, kurio
galaktozeés liekanos C3 hidroksilo grupé pakeista 4-deoksi-treo-hekso-4-enopira-
nozilo uroningés riigsties liekana, o K82 polisacharido atveju matoma gliukurono

riigties karboksilo grupés modifikacija L-glutamo riig§timi’*-86-88:126,

1.2. Bakteriofagai ir juy savybés

Bakteriofagai yra vieni i§ labiausiai paplitusiy virusy, infekuojanciy
bakterijas, Zemés planetoje. Apytiksliai skai¢iuojama, kad bakterijy ir archéjy
lasteliy skaiCius atviruose vandenynuose, dirvozemyje, vandenyny nuosédose ir
antzeminiuose pavirSiuose atitinkamai yra 1,2:10%°, 2,6-10%, 3,5-10%° ir 0,25~
2,5-10%, tatiau bakteriofagy yra bent deSimcia karty daugiau. Fagai per parg
sumazina 20-40% vandenyny bakterijy populiacijos, kas rodo fagy svarba
palaikant biologine jvairove ir reik§me anglies kiekiui aplinkoje®!®>,

Bakteriofagai turi DNR arba RNR genoma, kurio dydis jprastai yra 18—180
kbp, sudarytas i§ 20-300 geny ir tankiai supakuotas (>5 atm vidinis slégis) 1 45—
120 nm dydzio kapside'®!'34. Jy genomai neturi konservatyvaus geno ar NR
srities (bakterijy atveju tai yra S16 rRNR), pagal kurig biity galima skirstyti
Stuos virusus | atskiras riisis, todél ilga laikg bakteriofagai buvo klasifikuojami
pagal jy uodegos pagrindinius skirtumus. Bakteriofagai, fenotipiskai iSsiskirian-
tys ikosaedro formos kapside, prie kurios yra prijungta morfologiskai daugiau ar
maziau iSreikSta uodega, buvo priskiriami uodeguotyjy fagy (Caudovirales)
eilei. Pastarieji fagai sudaré >96% visy atrasty bakteriofagy ir apémé tris dideles
Seimas: Siphoviridae, Podoviridae ir Myoviridae. Like, neuodeguotieji, sudaré
<4% ir buvo jvardijami kaip daugiasieniai (polyhedral), gijiniai (filamentous)
arba neapibréztos struktiros (pleomorphic) fagai'*.

Ankstesnis fagy skirstymas vis dar yra naudojamas siekiant pabrézti jy
morfologinius skirtumus, taip suskirstant juos j atitinkamus tipus, vadinamus
morfotipus (5 pav.). Miotipo fagai (miovirusai) turi ilga, susitraukiancig ir tvirtg
uodega, skirtingai nei sifotipo virusai (sifovirusai), kuriy uodega yra nesusitrau-
kianti ir lanksti, o itin trumpa uodega biidinga podotipo virusams (podoviru-
sams). Uodegos gale yra adsorbcijos kompleksas, nuo kurio priklauso sékminga

bakteriofago infekcija'3>136,
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Miovirusai: A Sifovirusai: Podovirusai:
kapsidé
kapsidé kapsidé
uodega-[ uodegos
— ataugélé
praddrimo taisas
uodegos uodegos
vamzdelis ir vamzdelis
© S
g B
S = baziné
igoj plokstelé
\—uodegos
ataugeélé uodegos
" bazing trumpoji uodegos ataugélé | ‘ ataugélé
plokstelé praddrimo taisas praddrimo jtaisas

5 pav. Skirtumai tarp bakteriofagy morfotipy'S.

Vis délto, augant atrasty virusy duomeny bazéms ir tobuléjant genomy
analizés metodams, ankstesné trijy Seimy nomenklattira buvo panaikinta ir ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) patvirtinta Caudoviricetes
klasé, kurig sudaro bakterijy ir archéjy virusai, turintys uodega ir ikosaedro
formos kapsideg, kurioje yra dvigrandés DNR genomas. Caudoviricetes klase
sudaro 22 bakteriofagy Seimos ir 30 poseimiy, o klasifikacija yra pagrjsta

ortologiniy geny skai¢iumi ir bendru seky persidengimu tarp virusy genomy'?’.

1.2.1. Adsorbcijos kompleksy jvairové

PrieSingai nei bakteriofagy kapsidés ar uodegos vamzdelio struktiiros, fagy
adsorbcijos kompleksai pasizymi didele struktiirine jvairove, o ypa¢ mazai istirti
sudétingas prisitvirtinimo struktiiras turinéiy bakteriofagy adsorbcijos komp-
leksai. Kita vertus, fagy adsorbcijos komplekse aptinkama jvairtis mokslininkus
dominantys baltymai, kaip: fermentai, gebantys skaidyti jvairius polimerus ar
lizuoti bakterijas'®; struktlriniai baltymai, palaikantys bendrg adsorbcijos

komplekso struktiirg ar suteikiantys jai lankstuma'3*~'*!; adhezinai, atpaZjstantys

ir prijungiantys bakterijos iSorinius komponentus'42.

Adsorbcijos komplekso pagrindas, aptinkamas sifo- ir miovirusy uodegos
vamzdelio gale, yra baziné plokstelé, kuri daznai aiSkiai matoma TEM mikro-
grafijose, ir kurios néra podovirusuose. Bazine plokstele sudaro struktiiriniai
baltymai, prie kuriy prisijungus baltymams, atsakingiems uz bakterijos atpazi-
nima, suformuojamas viruso adsorbcijos kompleksas. [prastai baziné plokstelé
sudaro SesStos eilés sukimo simetrijos struktiirg. Ji susirenka prie uodegos
183 atsakingas
uz angos formavimg bakterijos plazminéje membranoje infekcijos metu. Tuo

distalinio baltymo, prie kurio taip pat prisijungia pradirimo jtaisas
tarpu podovirusy adsorbcijos kompleksas yra daug paprastesnis: bakterijas
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atpazjstantys baltymai tiesiogiai prisijungia prie kapsidés heksamerinio portalo
baltymo*"-°.

Atsizvelgiant | bakteriofagy morfologinius tipus ir dabarting taksonomija,
mazdaug trec¢dalis i§ 23,5 tikstanciy atrasty fagy vis dar yra nesuklasifikuoti (6
pav.)

Morfologinis tipas Seima PosSeimis Gentis
3%4249255;?22-3)@256Markadamsv’r’”ae
= i 128 Moineauvirus
5 268 Drexlérviridae | *01empevirinae (Lo e
é 217Aliceevansviridae 93 Mosigvirus
%2 j gj S?Sjen§gridae73Lclasvirinae = 432 Tequatrovirus
= .
3~ imavinaas g setevenvirinae 130 Kayvir us
3 S i _ 84 Peduovirus
z 1044 traboviridae , o r. o 4 ae 74 Yongunavirus
» 145 Kyanoviridae )
(0] y
D y ©51Herelleviridae 4og o ivii =125 Kutterv:rusj
L0 00 Sifotipo - vivirinae 5 Alcyoneusvirus
=2 339 Peduoviridae — 220 Przondovirus
0% b 2/3/ =216 Ackermannviridae _ 140Kayfunavirus
S 2 7 ierviri 9 Teetrevirus
T = P 50 Studiervirinaed
S %8 I 5-Mictipo 1§79 n/a (miotipo) 549 Krylovirinae. 49 Phikmuvirus
36
é" 73 Autographiviridae
—52 Migulavirinae
246 Schitoviridae—20 Enquatrovirinae
2422 Podotipo —63 Rakietenvirinae )
— 94Rountreeviridae 44 Rosenblumvirus

1699 n/a (podotipo)

Moineauvirus

Rosenblumvirus Markadamsvirinae Kayvirus

Tequatrovirus Migulavirinae

¢ >3 S -
P68 fagas KPP21 fagas
Tempevirinae

Przondovirus

T4 fagas
Kayfunavirus

T5 fagas JA1 fagas
Kuttervirus

ki B
vB_EcoS-95 MM25 fagas

" CBA120 fagas SFPH2 fagas

vB_KpnP_IME321

6 pav. Nustatyty Caudoviricetes bakteriofagy pasiskirstymas pagal morfotipus |
didziausias Seimas, poSeimius ir gentis. Zalia spalva pazyméti apacioje pateikti atitin-
kamos Seimos, poSeimio ar genties atstovai; n/a — nepriskirti jokiai Seimai, taciau
atitinkamo morfotipo suklasifikuoti bakteriofagai >*144-152,

Dauguma suklasifikuoty fagy priskiriami sifovirusams, taciau i§ ju 80% néra
priskirti jokiai Seimai, taciau jy didziausia poSeimj sudaro T5 bakteriofagui
giminingi virusai su jiems savita adsorbcijos komplekso morfologija: uodegos
gale yra trys L-formos ilgosios ataugélés ir ilgas (=90 nm) pradiirimo jtaisas. I§
dalies podotipo fagai turi daugiausiai suklasifikuoty virusy ir didziausia i§ visy
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trijy tipy su beveik 1 900 bakteriofagy $eima Autographiviridae. Sioje Seimoje
taip pat yra visy didziausias poSeimis Studiervirinae, kuris iSsiSakoja i daug
atstovy turinCias gentis Przondovirus ir Kayfunavirus, kuriy adsorbcijos
kompleksas yra itin primityvus, lyginant su kity podovirusy gentimis kaip
Rosenblumvirus ar Migulavirinae. Tuo tarpu visy didziausia gentis yra Tequat-
rovirus, priklausanti miotipo bakteriofagams, kuriems biidinga T4 adsorbcijos
komplekso morfologija’*144-152,

Didelé¢ bakteriofagy adsorbcijos kompleksy ivairové rodo jy evoliucing
adaptacijag prie bakterijy-Seimininkiy. Kadangi esminés Sio komplekso funkcijos
yra bakteriofago pritvirtinimas prie bakterijos pavirSiaus ir infekcijos pradé-
jimas, fagai naudoja skirtingas prisijungimo strategijas priklausomai nuo iSori-
niy bakterijos savybiy. Uz fago adsorbcija ant bakterinés lastelés yra atsakingi
receptoriy prijungiantys/ atpazjstantys baltymai (RBP), kuriy genetiniai poky¢iai
turi didelg jtaka fagy evoliucinei atrankai. Fago adsorbcija gali vykti vieno arba
dviejy baltymy (dvikomponentinés) saveikos metu. Bakterijose, turin€iose pepti-
doglikano sienele (gram-teigiamose) arba kapsulg (gram-neigiamose), pirming,
griztamoji, sgveika dazniausiai vyksta naudojant polimerg skaidancius baltymus,
0 antriné, negrjZtamoji, — pavirSiaus baltymus. Nustatyta i§im¢iy, kai atpazjstami
kiti polimerai ar tas pats RBP pasizymi keliomis funkcijomis, o tai paprastai
biidingy podovirusams. Vieno arba dviejy baltymy sukeltas uzkrétimas yra

nustatytas ir bakterijose, kurios neturi kapsulés ir sienelés'>1%6,

1.2.1.1. Podovirusy adsorbcijos kompleksai

Podovirusai neturi ilgos uodegos, isreiksStos bazinés plokstelés, ar ilgyjy
uodegos ataugeliy. Kita vertus, mazas adsorbcijos kompleksas yra pakankamas
vykdyti infekcija, kurios metu iSorinis bakterijos sluoksnis yra degraduojamas ir
suformuojamas tunelis iki bakterijos pavirSiaus — plazminés membranos, pro
kurig suleidziamas viruso genomas | lastelés vidy. Tam tikslui, plazminéje
membranoje fago pradiirimo jtaisas padaro angg, kuri gram-neigiamy bakterijy
atveju yra sudaryta i§ abiejy, iSorinés ir vidinés, tarpusavyje suliety membrany.
Taip pat savo genomo patekimui j vidy, podovirusai panaudoja bakterijy trans-
membraninius baltymus — transporterius ar porinus*’-¢.

Pavyzdziui, Studiervirinae Dbakteriofagas T7, uZzkreCiantis E. coli turi
ganétinai paprasta adsorbcijos kompleksa (7 a pav.), sudaryta tik i§ keliy skir-
tingy baltymy. Viruso uodega susirenka, prisijungiant kapsidés adaptorinj balty-
ma (gpll), kuris formuoja ziedg ir prie kurio prisijungia SeSiamerinis ,,purks-
tukas* (nozzle; gp12). Abiejy baltymy kompleksas sudaro bendrg pavirSiaus sritj
prie kurios jsitvirtina SeSios trimerinés trumposios uodegos ataugélés (STF;
gpl7)*.
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portalas
(9p8)

adaptorius

praddrimo

1" - raddrimo
(gp™1) taisas/ pitaisas/
! %purkstukas - adata’

( (9p12) ., _centrinis ”
(a) v (b) %2-TSP (gp11)(C) (9p26)

7 pav. Podotipo bakteriofagy adsorbcijos kompleksy morfologija: (a) T747; (b) P68°';
(¢) P22!57. TSP — uodegaspyglis; STF — trumpoji uodegos ataugélé.

Staphylococcus aureus bakteriofagas P68 (Rosenblumvirus) turi gerai
iSreiksSta pradirimo jtaisa (7 b pav.), sudaryta i§ uodegos ,,mazgo* (knob, gp13),
uodegaspyglio (TSP; gpl1) ir ,,adatos* (needle, gp8) baltymy, o STF jsitvirtina
tarp uodegos ir kapsidés baltymy?'. Salmonella typhimurium bakteriofagas P22,
priklausantis Lederbergvirus genciai, turi i§ vieno ,adatos” baltymo (gp26)
sudaryta pradiirimo jtaisa (7 ¢ pav.), prijungta prie uodegos (gp4 ir gpl) tarp
kuriy prisijungia $e$i TSP (gp9)®>!¥’.

1.2.1.2. Sifovirusy adsorbcijos kompleksai

Sifovirusy adsorbcijos kompleksuose paprastai yra nedidelé baziné plokstelé
ir gali biiti aptinkamos ilgosios ar trumposios uodegos ataugélés, uodegaspygliai
ir kiti struktiirg palaikantys baltymai. Adsorbcijos metu, sgveika su bakterija su-
kelia bakteriofago uodegos konformacinius poky¢ius — uodegos vamzdelis pra-
platéja ir susidaro sglygos genomui i$ kapsidés patekti j Igstelés vidy>>>+158:159,

Pavyzdziui, jiirinio sifoviruso Pseudoalteromonas phenolica TW1 (neklasifi-
kuotas) adsorbcijos kompleksas turi pradiirimo jtaisa (8 a pav.), sudaryty i$
kiiging struktiira formuojanciy baltymy (gpl16/18), o jo iSoriniame gale yra
peptidoglikano hidrolazei homologiskas gp27 lizocimas, kuris sukuria angg
infekcijos metu. Pradiirimo jtaisas jsitvirtina prie uodegos vamzdelio per jos
distalinj baltyma (gp15), kuris taip pat prijungia ir TSP (gp19)'%°.
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8 pav. Sifotipo bakteriofagy adsorbcijos kompleksy morfologija: (a) TW1Y; (b)
SPP1'%; (¢) T5%; (d) lambda®. TSP — uodegaspyglis; (L)TF — (ilgoji) uodegos ataugélé.
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Tuo tarpu, Bacillus subtilis bakteriofagas SPP1 turi pradiirimo jtaisg (8 b
pav.), sudarytg tik i§ dviejy baltymy (gp21 ir kitas yra nezinomas), prie kuriy
jungiasi distalinis baltymas gp19.1. Idomu tai, kad gp21 ir gp19.1 pasizymi
struktiirine homologija su podotipo bakteriofago P22 TSP (gp19)'3.

Vienas detaliai istirty adsorbcijos kompleksy yra E. coli viruso TS5 (Marka-
damsvirinae), kuris turi L-formos uodegos ataugéles (8 ¢ pav.), sudarytas is pbl
ir p132, o pastarasis baltymas vir§ distalinio uodegos baltymo (pb9) apgaubia
bazinés plokstelés uodegos vamzdelj (p140, mazasis uodegos baltymas). Pries
sgveika, pradiirimo jtaisas (1P a pav.) yra sudarytas i§ bazinés plokstelés
Hivorés® (hub; pb3) ir tiesiosios ataugélés (pb4), pasibaigianc¢ios RBP (pb5), ir
yra nelanks¢ioje konformacijoje. Ivykus sagveikai su bakterijos pavirSiaus
baltymu FhuA pradirimo jtaisas yra ,iSnarinamas™ per pb4 ir tampa lankstus,
kas sudaro salygas artimesniam viruso kontaktui su bakterija. Po sgveikos su
bakterija, uodegos ilgio matavimo baltymo (pb2) dalis (pb2C) atskyla ir sukuria

angg, pro kurig T5 genomas patenka j bakterijg”>>*.

E. coli bakteriofagas lambda (A; Lambdavirus), kurio struktiira néra pilnai
iSaiSkinta, turi mazai iSreiksta bazing plokstelg (8 d pav.), o pradirimo jtaisas
(1P b pav.) yra sudarytas i§ RBP ir uodegos galiuko baltymy (p21 ir p18), kurie
apriSami tarpusavyje (p20) ir prijungiami prie distalinio uodegos baltymo (p17),
formuojancio heksamerinj ziedg. Tikétina, kad prie A fago distalinio uodegos
baltymo yra prisijungusios keturios plonosios LTF (p27-30). Taip pat nustatyta,
kad prie bakterijos LamB prisijungus p21, pastarasis yra konformaciniy poky¢iy
metu iSsukamas ir taip atidengiama uodegos vamzdelyje anga, leidzianti geno-

mui istriikti i kapsidés®>!©0,

1.2.1.3. Miovirusy adsorbcijos kompleksai

Miovirusai pasizymi viena sudétingiausiy adsorbcijos komplekso struktiiry
su kompleksiska bazine plokstele, kurios konformaciniai pokyciai aiSkiai
matomi TEM mikrografijose. Uodega sudaryta i§ vamzdelio ir apvalkalo
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baltymy, kurie nulemia uodegos susitraukimg infekcijos metu ir bakterija
praduriama vamzdeliu. Tikslinga bakteriofago adsorbcija daznai priklauso nuo
dviejy komponenty sistemos: griztamos ir negriztamos sgveikos, kurias atitinka-

mai nulemia LTF ir STE?!-48.161

Klasikinis Straboviridae $eimos bakteriofagas, turintis pilnai nustatyta
struktiirg, yra E. coli infekuojantis virusas T4. Siame fage yra kompleksiskas
pradirimo jtaisas (9 a pav.), prijungtas uodegos gale, o jo iSoréje — baltymas
lizocimas (gp5.4), skaidantis peptidoglikano sluoksnj. Aplink pradiirimo jtaiso
pagrindg formuojama kupolo formos SeSianaré baziné plokstelé (9 b pav.). |
pastarosios sudétj jeina SeSios pleistinés (wedge) struktiiros, sudarytos i§ keturiy
skirtingy baltymy (gp7+gpl0«—gp8«—gp6), o Sesiy STF (gp12) kompleksas su
gpll jungiasi prie gp10. Tuomet bazinéje ploksteléjé prisijungia gp9, saveikau-
jantis su SeSiomis LTF (gp34-37). Susiformavusi struktiira prijungia distalinius

uodegos baltymus (gp48, gp54), kurie jgalina bakteriofago uodegos polime-
50,161,162

rizacija

Uodegos
vamzdelis P12~

9 pav. T4 miotipo bakteriofago adsorbcijos komplekso sudétis ir morfologiniai
poky¢iai: (a) pradirimo jtaiso sandara; (b) SeSianaré baziné plokstelé; (¢) ,,Zvaigzdés™
formos adsorbcijos kompleksas, susidares po sgveikos su bakterija®.

T4 prie bakterijos pirmiausia jungiasi grjztamaja sgveika per LTF galiukus,
kas glaudZiai priartina viriono uodegos galg prie bakterijos pavirSiaus. Pastaroji
saveika lemia STF atsilenkima, kurios gali nekliudomai ir negriztamai
adsorbuoti fagg ant bakterinés lastelés. Sagveikos suzadintas konformacinis
signalas, palaipsniui lemia bakteriofago konformacinius pokycius: bazinés
plokstelés kupolo forma pasikeicia j ,,zvaigzdés™ (9 ¢ pav.); uodega susitraukia
ir praplatéja; uodegos vamzdelis ,jsriegiamas® j bakterijos vidy; kapsidéje
esantis genomas pro fago uodegos vamzdelj patenka j lastelg>®161:162,

1.2.2. Bakteriofagy prisijungimo ir atpaZinimo baltymai

1.2.2.1. ligosiosuodegos ataugélés

Iprastai bakteriofagy ilgosios uodegos ataugélés (LTF, long tail fibres) yra
plonos, labilios ir pluostinés nanostruktiiros, sudarytos i§ daugiau nei vieno
baltymo, grjZztamai sgveikaujanéios su bakterijos pavirSiaus komponentais ir
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inicijuojancios pradine viruso adsorbcijg!'®®. T4 bakteriofago LTF sgveikauja su
E. coli LPS ir iSorinés membranos porinu OmpC. LTF sudarytos i§ nuosekliai
susijungusiy gp34-37 baltymy: homotrimeras gp34 prijungia LTF prie viriono;
monomerinis gp35 suteikia struktiirai lankstumo; homotrimerai gp36 ir gp37
formuoja keleta mazginiy domeny, o gp37 suformuoja ,,smeigtuko* struktiirg,
atsakingg uz saveikg su LPS/ OmpC (10 a pav.). [domu tai, kad gp37 sgveikos
pavirSiuje yra atskiros ir bendra atpazinimo sritys (10 b pav.), atsakingos uz

asociacija su OmpC arba LPS%+!3-164,
P5 ¢ ;
(a) poB:auxr o, A;;);-\%'&s\, D10“}‘:‘s . PDB: 2XGF
P3 el s AEEET> D1
TR\ A A S
."‘I\“\“f(( —————— < *\\ RS

...............

=T
periplazma

10 pav. LTF struktiira ir ypatybés: (a) virSutingje dalyje pateikta T4 viruso nustatytos
struktliros, apatingje — struktirinés baltymy organizacijos palyginimas tarp T4 ir S16
virusy LTF, procentai zymi S16 ir T4 virusy homologiniy baltymy pana3uma'®; (b) T4
gp37 baltymo C-galinés dalies, atsakingos uz sgveikas su LPS arba OmpC, pavirSiaus
i§sidéstymas. Saveikos pazymétos spalvomis: mélyna — su LPS, Zydra — su OmpC,
raudona — su LPS ir OmpC'¥; (¢) trimerinio OmpC struktiira (atskiri subvienetai
pazymeéti Zydra, roZine ir zalia spalvomis) ir jo trys kilpos (19 aa, raudona spalva), kurias
atpazjsta S16 LTF!'®4,

Panasi struktiiriné baltymy organizacija matoma ir Salmonella fago S16
LTF, taiau ataugelés gale yra papildomas baltymas gp38, kuris atsakingas uz
griztamaja saveika su LPS ir porinu OmpC. LTF saveika vyksta per tris porino
peptidines kilpas, esancias bakterijos pavirSiuje (10 ¢ pav.). Kita vertus, T4 fago
gp38 nesudaro LTF, bet jis veikia kaip Saperonas, susukantis gp37 | natyvia
struktiirg'®*. Svarbu paminéti, kad naujai susiformave bakteriofagai pries
pasklisdami po aplinka, turi kompaktiskai prigludusias LTF isilgai viruso uode-
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gos vamzdelio, kas papildomai apsaugo bakteriofaga nuo klaidingos infekcijos
pradzios'®>.

TSP4/ gp165

078 serotipas baziné

CBA120 3 plokstelé
TSP1/ gp162 -

S e TSP2/ gp163

b, 0157 serotipas

g ;1% 1 O77 serotipas

11 pav. CBA120 bakteriofago Sakotoji uodegos ataugélé, susirenkanti per N
galo domenus i§ keturiy TSP baltymy?!.

Taip pat bakteriofagai gali turéti Sakotgsias ilgasias uodegos ataugéles, kas
yra matoma Ackermannviridae Seimos fago CBA120 (11 pav.), infekuojancio E.
coli, strukturoje. Atskirai jos yra sudarytos i§ keturiy TSP baltymy, TSP1-4
(gp162-165), kuriy N galuose yra tandeminiai ir § T4 gp10 panasts prisijungimo
domenai, taCiau pastarieji yra nustatyti tiktai TSP2 ir TSP4. Baltymas TSP4
jungiasi prie CBA120 fago uodegos galo ir veikia kaip platforma TSP1 ir TSP2
prijungimui, atitinkamai, TSP3 jungiasi prie TSP22"-141,

1.2.2.2. Bakteriofagy uodegaspygliai

Savo struktiira trumpesni ir platesni uz bakteriofagy ataugéles baltymai yra
uodegaspygliai (TSP, tail spike protein), kurie taip pat yra atsakingi uz bakterijy
atpazinima ir jprastai pasizymi fermentiniu aktyvumu. IS esmés literatiiroje visi
nedideli ir i$sikiSe fago pavirSiaus baltymai, turintys depolimerazinj aktyvuma,
nepriklausomai nuo jy struktiirinés padéties fage, yra jvardijami kaip TSP.
Idomu tai, kad kai kuriuose faguose (CBA120) i§ jy yra formuojamos ilgosios
Sakotosios uodegos ataugélés. PanaSiomis funkcijomis pasizymintiems TSP
daznai buidinga ir pana$i struktiriné organizacija. Pvz., atskiri TSP baltymy,
atpazjstanciy heksozés O ir K-antigenus, subvienetai formuoja bendra, trumpa
(=180 A), amfora asotj primenanéig trimerine struktiirg (12 a—c pav.). Jos N
gale yra ,,galva®, sudaryta i§ B-sumustiniy arba B-suktiniy (#-rolls) formuojamy
domeny, kurie neretai atskiriami a-spiralémis ir yra atsakingi uz baltymo-
baltymo sgveika ir (arba) jungimgsi prie bazinés plokstelés. Daznai ,,galvos®
struktlira per trigubg o-spiralés motyva biina atskirta nuo likusios baltymo
dalies. Sioje dalyje yra vidurinioji baltymo sritis, sudaryta i§ tvarkingai
asocijavusiy B-spiraliy, atskirai suformuoty i§ B-klos¢iy ir turinti depolimerazés
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katalitinj centrg arba papildomus angliavandenius prijungiancius modulius
(CBM). TSP baltymui svarbi trimerizacija, kadangi aktyvusis centras yra balty-
mo ertméje ir neretai gali buti sudarytas i§ skirtingy subvienty. Trimerizacijg ir
taisyklingg baltymo susisukima skatina i§ f-sumustiniy suformuotas baltymo C
galas, kuriame taip pat gali biiti aptinkami CBM. Zinoma, kad TSP C-galinis
domenas papildomai gali padéti vykdyti fago adsorbcijg. Taip pat, keletos
skirtingo tipo TSP baltymy turéjimas jprastai nulemia bakteriofago
daugiavalentiSkumg — gebéjimg infekuoti daugiau nei vieno tipo ar riisies

bakterijas21,23,169,35,37,136,141,1657168

Tuo tarpu sialo riigSties K-antigenus atpaZjstantys TSP bendrai formuoja
»Zrybo struktirg (12 d pav.), sudarytg i$ trijy persipynusiy monomery su dar
nezinomos struktiiros N galo dalimi. Atskiri polipeptidai persipina i ,,sraigto*
sriti su aktyviuoju centru, o C gale, sudarytame i§ persipynusios trigubosios [3-
spiralés, dazniausiai biina vidumolekulinio Saperono domenas (endoSaperonas),
kuris yra proteolitiSkai nuskeliamas taip suformuojant galuting baltymo struk-

tirg?170,
(a)CBA120 (b) P22 (c) Sf6 (d) phi92
164 A(1-11 9 A(1-6), Y108W 14 AN(1-112 143 A(1-98, 757-918
® 5V\}6F ) ® ’(__22291 e° 2V$3E ) ® ( 4HIZ )
//, \\
AU ™\ N galo
4‘”\ \ “
X ).galvos P
5 /Jstruktﬁra /u-sp[rale
\ " -spirale (i5 p-kloséi
tr'\gubo\? B-spiralé (is B-klosiy)
arspirales o, sritis su
motyvas aktyviuoju

centru

-
Cgalasbe =55
endoSoperono <7

12 pav. TSP baltymy struktiros: (a) CBA120 TSP3/ gp1642!; (b) P22 gp9%; (¢) Sf6

168.

gpl4 be N-galinés srities'®; (d) phi92 gpl43 be N-galinés srities ir C-galinio
endoSaperono *. Roziné, zydra, ir pilka spalvos Zymi skirtingus polipeptidus, o keturiy
simboliy kodas — struktiiros identifikacijos numerj RCSB PDB duomeny bazéje.
Klebsiella spp. infekuojanéiy fagy KP32'® su NTUH-K2044-K1-138
(Autographiviridae) ir RAD2'% (Drexlerviridae) TSP taip pat iSlaiko amforos
struktira su vidurinigja sritimi, sudaryta i§ B-spiraliy (13 pav.). Kita vertus,
baltymai pasizymi ir struktiriniais skirtumais, kaip aktyviojo centro iSsidésty-
mas (13 a, b pav.), kuris RAD2 gp2/DpK2 ir KP32 gp38 baltymuose yra
sudarytas i§ skirtingy subvienety, neigiamai jkrautoje ertméje'®>'®. Tuo tarpu
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fago NTUH-K2044-K1-1 gp34 yra teigiamai jkrautas, tame paCiame subvienete
(13 ¢ pav.)*. Fermentiniam aktyvumui yra ypa¢ reik§mingos asparto ir glutamo
rigséiy liekanos KP32'% ir RAD2'%5 depolimerazéms (13 a, b pav.), o NTUH-
K2044-K1-1 gp34 (13 ¢ pav.) — tirozino, histidino ir arginino’®.

(a) KP32 gp38AN (b) RAD2 gp2AN 13 pav. Virusy KP32,
== [ )

. J RAD?2 ir NTUH-K2044-K1-1
Y2 XY atitinkamy jy TSP baltymy,
gp38 (6TKU), gp2 (7LZ)) ir
gp34 (TW1E), struktiiry paly-
ginimas: (a) gp38AN 1,8 A
raiskos rentgeno kristalografi-
jos budu nustatyta struk-
tura'®; (b) gp2AN krio-elekt-
roninés mikroskopijos 2,7—
5,4 A raigkos atkurta struk-
tiira'®; (c) gp34 baltymo 1,95
A raigkos rentgeno kristalo-
grafijos metodu nustatyta
struktiira®®. Geltona, Zydra ir
pilka zymi atskirus polipepti-
dus, o raudona ir mélyna —
aminortgstis, esancias akty-
viajame centre (AC), tarp
skirtingy subvienety. AC ir
angliavandenius  prijungian-
¢io modulio (CBM) isdidini-
mas su pazymétomis amino-
rugstimis. Geltona arba zydra
zymi produkto buvimg AC
arba CBM srityje. Raudona
R472, esanti CBM srityje, yra
svarbi katalizés reguliacijoje.
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Tarp NTUH-K2044-K1-1 gp34 subvienety yra CBM, kuris nevykdo kata-
lizés, taciau veikia kaip alosterinio slopinimo sritis ir skatina viruso adsorbcija,
nes modulyje esancios R472 i§veiklinimas alanino pakaita nulémé, kad susidares
produktas neslopino depolimerazés gp34 aktyvumo, taciau susilpnéjo fago
adsorbcija. Pastaroji sritis yra uz nejprasto ,,jojiko” domeno (13 ¢ pav.), kuris
taip pat uzdengia gretimai esantj subvienetg®®. Savitas struktirinis motyvas yra
ir RAD2 baltymo gp2/DpK2 N gale (néra pateikta), kuris sudarytas i§ trigubos
a-spiralés pluosto, kurio funkcija néra zZinoma'®. O gp38 unikalumas pasireiskia
tuo, kad jis prisijunges kitag TSP (gp37) suformuoja Sakotg struktiirg>®16>16,

Neseniai nustatyta kito K. pneumoniae K2 serotipo bakteriofago K2-2
depolimerazés struktura ir istirtos baltymo gp58 oligomerizacijos savybés ir
aktyvaus centro sudétis. Nustatyta, kad trimerui susiformuoti itin svarbios
aminortgséiy liekanos Tyr435 ir Lys552, kurios formuoja tarpsubvienetinius
vandenilinius rysius, o Ser424 ir Asp515 — papildomai formuoja H-rySius ir
subvieneto viduje. ISveiklinimas alaninu parodé, kad Asp515 pakaita nulemia
beveik visiSkg oligomerizacijos nuslopinimg, o Ser424 — tik dalinai. [domu tai,
kad Asp515 mutantas dalinai formuoja dimerus, kurie i$laiko tarpsubvienetinj
aktyvyji centra, sudaryta i§ katalitiniy Glu267 ir Glu323 liekany, dél ko islieka ir
dalinis depolimerazés aktyvumas*?.

1.2.2.3. Trumposios uodegos ataugélés

Mokslingje literatiiroje, nepaisant funkciniy ir struktiriniy skirtumy,
trumposios uodegos ataugélés (STF, short tail fibres) ir TSP neretai jvardijami
kaip uodegos ataugélés (TF, tail fibres). STF gali buti bent iki dviejy karty
ilgesnés ir siauresnés nei TSP ir dazniausiai sudarytos i§ tarpusavyje ,,susipy-
nusiy“ trijy homomery. Struktiira gali sudaryti kelios dalys, kaip: ,,stiebo* sritis,
sudaryta i§ a-spiraliy arba B-klos¢iy, kurioje yra aptinkamas strukttirai lankstu-
mo suteikiantis ,,vyriy“ domenas; ,sraigto*/ ,,galvos domenai, atsakingi uz
saveika su bakterijos pavirSiaus komponentais; ,,boksto* struktiiros (14 pav.),
sudarytos i§ p-klos¢iy'4>171-17,

Nors yra sunku visas STF apibrézti apibiidinancia bendra struktiira, taciau
savybés, kaip STF prisijungimas prie bazinés plokstelés per N galg ir C galo
domeny saveika su iSoriniais Igstelés polimerais, yra i§ esmés islikusios tarp
skirtingy STF!7%!7®, Susiduriama ir su nejprastomis STF savybémis, kaip fer-
mentinis aktyvumas nustatytas Streptococcus profago SF370.1 ataugélés gp701
baltyme (14 a pav.). Idomu tai, kad gp701 aktyvusis centras yra sudarytas i$ -
klos¢iy, susipynusiy tarp subvienety, skirtingai nei tipiniuose TSP!”7.
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(a) SF370.1 gp701 A(1-6)
2C3F

(d) T4gpi2

(¥ A(1-89; 132-211; 397)
D 5LYE

aktyvaus
_centro sritis

S O
i 2

14 pav. STF ir jy struktiirinés savybés: (a) Streptococcus profago SF370.1 gp701/
HyIP1'77; (b) phill sulenktos konformacijos gp45'7; (¢) T7 gpl7 C galas'’®; (d) T4
atlenktos konformacijos gp12'¥>!72. Rodyklés nurodo iskelty ,sraigto” ir ,galvos®
domeny stebéjimo kryptj. Roziné, zydra ir pilka spalvos Zymi skirtingus polipeptidus, o
keturiy simboliy kodas — struktiiros identifikacijos numerj RCSB PDB duomeny bazéje.

STF saveikos su bakterija sritys jprastai yra pasléptos bakteriofago bazinés
plokstelés viduje, sulenktoje konformacijoje (14 b pav.). Grjztamoji sgveika
lemia STF konformacinius pokycius, kuriy metu STF atsilenkia ir vykdo negrjz-
tamg sgveika, nulemiancia fago genomo patekimg j bakterija!*®!">!7°. Nors STF
C galo sritis iSlaiko sgveikos su bakterija funkcija, taciau gali skirtis ir formuoti
»Sraigto® ar ,,galvos“ struktiuras (14 ¢, d pav.), kurios yra matomas T7 ir T4
faguose 4172176,

Bakteriofagy TSP, terminalinis LTF baltymas ar STF, kurie yra atsakingi uz
viruso adsorbcija ir infekcijos iniciacija, dar kitaip jvardijami kaip receptoriy
atpazjstantys baltymai (RBP, receptor binding proteins), o i$ jy pasizymintys
giminingumo sgveika akcentuojami kaip adhezinai'7%!%,

1.2.3. Adsorbcijos komplekso baltymy prisijungimo domenai

T4 bakteriofago adsorbcijos komplekso susirinkimo metu STF ir LTF prisi-
jungia per tarpinius baltymus gp9 ir gp10, esancius bazinés plokstelés sudétyje.
Tuo tarpu Sakotgsias LTF turinCiuose faguose yra nustatytos tik tarpiniams
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baltymams homologiskos sritys, esancios TSP N-galinése ,,galvy® struktiirose ir
atsakingos uz baltymo-baltymo sgveikas. Taigi, T4 bakteriofago gp10 prie bazi-
nés plokstelés prisijungia per D1 ir D4 domenus, o D3 ir D2 atskirai prijungia
gpll ir gpl12 (STF) per jy tris N-galines a-spirales (15 pav.). T4 trimerinis gp9
N-galiniu domenu jungiasi prie bazinés plokstelés, o sudarytu i$ antiparalelios 3-
statinaités C-galiniu — prie LTF gp34!41:179:181,

D3

-, susijungimo
=~ a-spiralé (gp11)

D2 wriguba o-spirale
susijungirﬁg"“
a-spiralé (gp12) o ! “

gp10 bV DA

I AD .
susijungimo
a-spiralé (TSP1)

WX triguba a-spiralé " Xp; XD1

TSP4

D1-2 /,,.»-/'«\B-sumuétir{s / //'

T4 gp10 grafinis palyginimas su CBA120 TSP4 N galu'#!:1"18! Geltona, Zydra ir pilka
spalvomis pazyméti atskiri polipeptidai: (a) ND, CD, MD yra atitinkamai N-/ C-galiniai
ir vidurinysis domenai; (b) Skirtingomis spalvomis iSskirti atskiri domenai, sudaryti i§
triguby B-sumustiniy.

Bakteriofago CBA120, turin¢io Sakotgsias LTF, kuriy baltymy TSP2 ir TSP4
N galuose yra nustatyti ] T4 gp9 arba gpl0 panasiis domenai (15 a, b pav.),
atitinkamai zymimi kaip: XD1 (homologiskumas gp9 MD didesnis nei gpl0
D1), XD2 (homologiskas gp10 D2 arba D3) ir XD3 (homologiskas gpl10 D2
arba D3, taciau maziau nei XD2 atveju). Taip pat CBA120 TSP1-4 N galuose
yra nustatyti saviti domenai, D1 ir D2, kurie kartu su XD1-3 formuoja baltymo
»Zalvos struktiira, atskirta nuo likusios baltymo dalies (,,ktino*) trigubos a-
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spiralés motyvu. TSP2.4 papildomai turi D3’ ,,galvos* domenus, esancius balty-
mo ,.kiino* struktiiroje (11, 15 ir 16 pav.)>!-141.182,

1 D1 D2 - D3, nezinoma depolimerazé D4 TSP1
TSP4

. XD1 l XD3 — D1 D2 l D3, B-(1—4)-N-acetilgliukozaminidazé D4

] | D1 D2 - D3, a-(1—2)-manozidazé D4 TSP3
. 3)

2
\&/
. XD3 D1 I 03, 0-(1 4)-fUKOZidaZé D4 P

16 pav. Schematiskas CBA120 TSP1-4 domeny i$sidéstymas ir baltymy susirinkimo
seka. N galo arba ,,galvos domenai pazyméti spalvomis: roziné — ,,inkaro*/ prijungimo
prie bazinés plokstelés; melsva, mélyna ir violetiné — CBA120 domenai, struktiiriSkai
panasis | T4 gpl0 D1-3, i§ kuriy XD2,3 veikia kaip ,platforma® kity baltymy
prijungimui; oranZiné, geltona ir raudona — CBA120 TSP1-4 saviti domenai, kuriy D1
dalyvauja baltymo-baltymo prisijungimo sgveikoje, 0 D3" yra N galo domenas, nesantis
baltymo ,,galvos* struktiiroje. Zalsva — vidurinysis D3 domenas, pasiZymintis fermenti-
niu aktyvumu; Zydra — D4, C galo domenas. Linijos tarp juosteliy Zymi aminoragsciy
kilpas tarp domeny, o vingiai Zymi ,.kaklo“ trigubos a-spiralés motyvus, kurie atskiria
TSP ,,galvg” nuo likusios baltymo dalies. Numeriai Salia raudony linijy su rodyklémis
Zymi prisijungimo tarp domeny eiliSkuma. Taskiné linija Zymi prisijungimo slopinima
prie mutantinio baltymo, turin¢io dviejy domeny iskritg (A)™!.

IS keturiy TSP, tik TSP4 N gale yra AD ,,inkaro* domenas, prijungiantis
baltyma prie bazinés plokstelés. XD2 ir XD3 veikia kaip ,,platformos®,
prijungian¢ios TSP1 ir TSP2 baltymus per jy D1 domenus, ir taip suformuoja
Sakotajag LTF strukttira (16 pav.). ,,Galvoje* esantys domenai turi panasig trijy
B-sumustiniy struktiirg, sudaryta i§ 4-8 B-klosCiy, kurios dazniausiai atskiriamos
a-spiraliy motyvais. Domenai XD2 arba XD3 yra trimerinés struktiiros (trigubas
B-sumustinis) ir vykdo prisijungima su kitu TSP per trimerinio D1 domeno tris

a-spirales (15 b pav.)21,141,182_

Vis délto, CBA120 TSP1-4 susirinkimas j LTF yra kompleksiSkesnis,
reikalaujantis daugiau nei dviejy baltymy prisijungimo sri¢iy (16 pav.). TSP3
per savo D1 prisijungia prie TSP2 XD3 tik tada, kai TSP4 yra prisijunggs prie
TSP1, nors domeny sgveikos sritys yra atskiros. Taip pat parodyta, kad TSP2
jungimasi per XD2 prisijungimo domeng slopina TSP4 domeny AD ir XD1
iSkrita, kuri nepazeidzia XD?2 srities. Tai reiSkia, kad prisijungimui jvykti reikia
gretimy sri¢iy formuojamy struktiiry, kurios tikslingai palaiko XD2 funkcijg, o
iskritos atveju tai yra prarandama. Si ypatybé rodo, kad CBA120 TSP baltymai

neatsitiktinai susirenka j ataugéle, o konkregia seka?!+141:182,

Homologiskumas T4 gp10 D2 ir D3 domenams buvo nustatytas ir fago G7C
gp66 N galo srityje, kuri prisijungia kita TSP — E. coli 4s tipo polisacharidy
esteraze, gp63.1. Baltymo gp66 N gale esancios 130 aa yra galimai atsakingos
uz prijungimg prie bazinés plokstelés, panasiai kaip ir CBA120 TSP4 atveju.
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Pazymétina, kad gp63.1 N galas yra homologiskas CBA120 TSP1, kas taip pat
rodo, kad gp63.1 ir gp66 formuoja Sakotg struktiirg!®’. Apibendrinta informacija
apie minétus domenus ir jy aminorig§ciy sritys yra pateikta 1P lent.

1.3. Bakteriofaguy depolimerazés

Fagy baltymai, turintys fermentinj aktyvuma, gali biiti naudojami sudétingy
oligosacharidy sintezei i§ polisacharidy*?. Siais oligosacharidais gali bati kuria-
mos glikovakcinos, nukreiptos prie§ patogeniskas bakterijy padermes'®*. O
bakterijas lizuojantys fagy baltymai yra jau seékmingai pritaikyti gydyti jvairias
infekcijas, pvz., Staphylococcus aureus sukeltg egzema*!. Jprastai fagy fermen-
tai pasizymi dideliu stabilumu, o jy aktyvumas fiziologinémis saglygomis'®’ — tai
patrauklios savybés, skatinancios mokslininkus tyrinéti Siuos baltymus.

Bakteriofagy baltymai daznai pasizymi skirtingu fermentiniu specifiSkumu,
susijusiu su bakterijy iSoriniy komponenty savybémis. Fagai gali turéti pepti-
dazes [EC3.4.19; skirstymas pagal [IUBMB nomenklatiirg], lipazes/ esterazes
[3.1.1], ar peptidoglikano sluoksnj skaidancius lizocimus, kurie atskirai grupuo-
jami ([EC3.5.1], [EC3.4.19], [EC2.4.1]) pagal veikimo mechanizmg ir skeliamo
rySio molekuling kilme, kadangi peptidoglikanas yra heterogeniska strukttra®.
Tuo tarpu, fagy TSP jprastai pasizymi depolimeraziniu aktyvumu — polimera
degraduojancia savybe, kuri dazniausiai pasireiSkia kaip glikozilo hidrolazés
[EC3.2.1] arba liazés [EC4.2.2] veikimo mechanizmu. Kadangi fagy uodegos
ataugélése dazniausiai aptinkamos depolimerazés, todél didziausias démesys bus
skiriamas Siems baltymams ir jy fermentiniam specifiskumui.

1.3.1. Depolimeraziy su nustatytu specifiSkumu jvairové

Siekiant nustatyti depolimerazés specifiSkuma néra pakankama jvertinti tik
fermento veikimo principa (liazé, hidrolazé), kadangi polisacharidy sudétis ir
struktiira jprastai heterogeniska tarp skirtingy bakterijy serotipy, todél yra svarbu
nustatyti tiek substrato struktiirg, tiek depolimerazés skeliamg rysj, kas leisty
prognozuoti susidariusj produkta. Daugumos Zinomy kapsulés polisacharidy
sudétis buvo nustatyta, naudojant pacius bakteriofagus, turin¢ius depolimerazes.
Jy aktyvumu suskaidyti polisacharidai iki oligosacharidy palengvino analizg,

ta¢iau informacijos apie pacias depolimerazes ar jy genus néra Zzinoma'86-137,

Ganétinai paprasta nustatyti fermentinj specifiSkuma depolimerazéms, skai-
dancioms polisacharidus, sudarytus i§ vienos monosacharido lieckanos kaip sialo
rugstis ar fruktoze, ir turinCius vienodg pasikartojant] glikozidinj ry$j. Litera-
tiroje aprasytos keturios depolimerazés K1E gp47, CUS-3 gp3!88, KIF gp17'¥°
ir ®K1-5 gp47', kurios hidrolizuoja 0-(2—8)-N-acetilneuramino riigsties
polisacharidus. Tuo tarpu PP35 gp156'°! ir ®NIT1 gp219'°? depolimerazés
atitinkamai hidrolizuoja B-(1—2)-D-6-deoksialtrozés ir a-(1—6)-fruktozés poli-
sacharidus.
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Nemazai atrasta ir sudétingesnes polisacharidy strukttras (O ir K antigenuo-

se) skaidan¢iy depolimeraziy bakteriofaguose, infekuojanciuose E. coli**2?,

23227 ir A. baumannii’®>! bakterijas. Sios depolimerazés pasizy-

Salmonella spp.
mi didele specifiSkumo jvairove, priklausomai nuo polisacharido strukttros ir
sudeties, taciau i§ esmés daugiausiai yra specifiSskai hidrolizuojanciyjy, atitinka-
my polisacharidy, a arba B-(1—3) glikozidinius rys$ius®*-+2¢3%193 Depolimera-
ziy vykdomy reakcijy metu susidargs produktas-oligosacharidas redukuojan-
Ciame sacharido gale dazniausiai turi vieng i§ $iy monosacharido liekany:
galaktozes, gliukozés, manozés, ramnozés ar jy modifikuotus variantus. Maziau
nustatyta fagy depolimeraziy, turiniy glikozilo hidrolazés aktyvumag 1—2,
1—4, 156 ar 2—6 rySiams, kuriy kiekvienas atitinkamai buvo identifikuotas
HK620 p57%, APK37 gp44®°, TaPaz gp793! ir APK44 gp443. Kita vertus,
liaziniu aktyvumu pasizymin¢iy depolimeraziy yra nustatytas daug maZzesnis
skaiCius, butent: E. coli K5 KflA® ir phiK1-5 gp46%, P. aeruginosa LKAl
gp49%7 ir A. baumannii AP22 gp54?°. Jos skelia uroninés riigSties junginiy,
gliukozés arba manozés, a arba B-(1—4) glikozidinius rySius atitinkamuose
polisachariduose.

Nemazai depolimeraziy aptikta ir Klebsiella faguose: K5-2, K5-432, KN3-133,
IME321%, KpV virusuose'™, o KLPN1%, KP32% KP36'%, ®K64-1%,
K p24%%% nustatyta daugiau nei po vieng, tadiau ne visoms yra zinomas fermen-
tinis specifiSkumas. Kita vertus, Klebsiella K-serotipy struktiiriniuose tyrimuo-
se! apradyta, kad bakteriofagai ®69'%7, 20'%8 ir 24! turi depolimerazes, pasi-
zymincias B-(1—4)-manozidazés, p-(1—2)-galaktozidazes ir B-(1—2)-gliukozi-
dazés aktyvumu pries K69, K20, ir K24 serotipo polisacharidus, taciau jas
koduojantys genai néra zinomi. Nustatytas fermentinis specifiSkumas yra
depolimerazéms gp46 ir gp42, iSskirtoms i§ atitinkamai KpV767 (Autogra-
phiviridae) ir KpV79 (Jedunavirus) fagy, infekuojanciy K57 serotipo Klebsiella
bakterijas. Abu baltymai pasizymi B-(1—3)-galaktozidazés aktyvumu, kurio
metu K57 serotipo polisacharidas yra hidrolizuojamas iki tetrasacharido (a-D-
Manp-(1—4)-0-D-GalpA-(1—2)-a-D-Manp-(1—3)-p-D-Galp) ir oktasachari-
do”°. Neseniai nustatyta K. pneumoniae bakteriofago VLC6 depolimerazé gp58
pasizymi B-(1—4)-endogliukozidazés aktyvumu pries K2 tipo polisacharida, o
jos fermentiniam aktyvumui uZtenka dimerinés baltymo formos*?. Tuo tarpu tik
viena liazé su zinomu specifiSkumu yra isskirta i§ Klebsiella bakterijas infe-
kuojanciy bakteriofagy. Tai NTUH-K2044-K1-1 bakteriofago gp34 (13 ¢ pav.),
turinti savitg struktiirg ir skelianti K1 serotipo polisacharido B-D-Glcp-(1—4)-p-
D-GlcpA glikozidinj rysj3®.

Verta paminéti ir kitus bakterijy polimerinius junginius veikiancius fagy
fermentus. Pavyzdziui, fago ®NIT1 turima gp1l peptidaze, hidrolizuoja B. Subti-
lis sintetinamg poli-y-glutamato polimera, kuris jprastai apsaugo bakterijas nuo
imuninio atsako ir infekcijos virusais’®. Esterazinis aktyvumas yra apraSytas

37



bakteriofaguose Aristophanes (gp41) ir G7C (gp63.1), atitinkamai pries E. coli
4s0 ir A. baumannii K26 polisacharidus, kuriuose yra deacetilinamos atitinkamy
monosacharidy liekany, 6-deoksitalozés ir N-acetil-D-galaktozamino, 6-O% ir 3-
O'3 acetilo grupés.

1.3.2. Glikozilo hidrolazés

Glikozilo hidrolazés gali turéti bent tris skirtingus veikimo mechanizmus,
priklausomai nuo substrato struktiiros ir fermento stereoselektyvumo. Klasikinis
Koslando riigsties/bazés mechanizmas yra pagristas dvejomis aminoriigséiy
karboksilo grupémis, veikian¢iomis kaip Luiso riigstis/bazé ir nukleofilas, dél ko
hidrolizuojamas substrato glikozidinis rySys ir susidaro fermento-glikozilo tarpi-
nis junginys (17 a pav.). Skirtingi tarpiniai junginiai yra stebimi N-acetilhekso-
zaminidazése ir a-endomananazése, kuriy katalizuojamy reakcijy metu formuo-
jami oksazoliniumas (17 b pav.) ir epoksidas (17 ¢ pav.), atitinkamai susidaran-
tys i$ sacharido N-acetilo modifikacijos ir 2-OH grupés*®-!38.200-203

hidrolazé - rugshs/ baze hidrolazé\;«‘\(/o hidrolazé\;{(O

OH
L OH ) OH
+H,0 5\0 o oniH o 0
og HO Ho?(-— o O ¢
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KO oM +H,0 §\O ‘t :
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(c) 4 H ‘o
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OH H OH H J
/~ +HO j OH
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;\O 0\ ——=+¢0 p 0~ _— H((DD 1
HO HO 0
HO 2 1 > f ?{
02 fo}j\R hidrolazé~§‘(O \'H’(o\ oD Manp HO?‘?H
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17 pav. Klasikinis Koslando glikozilo hidrolazés mechanizmas (a) ir susidarantys
skirtingi tarpiniai junginiai: hidrolazés-glikozilo (a); oksazoliniumo (b); epoksido (c).
Glep, GlepNAc, Manp — gliukozés, N-acetilgliukozamino ir manozés piranozinés
monosacharidy liekanos, susidaranios produkto redukuojanéiame gale?'-202,

Jdomu tai, kad fermentinis aktyvumas gali vykti ir alternatyviu veikimo
biidu, kuris pasireiskia per bekriives polines aminortigstis. E. coli bakteriofago
CBA120 o-(1—4)-endofukozidazés, TSP2, aktyviajame centre, atlikus alanino
mutagenez¢ nustatyta, kad Asp571, Glu568 ir Asp506 yra svarbios fermen-
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tiniam aktyvumui, o aspartato rugsties liekany pakeitimas j asparaginus neturéjo
jtakos!66.

Kadangi depolimeraziy aktyvusis centras yra vidinéje baltymo ertméje, todél
Salia skeliamo rySio esantys monosacharidy pakaitai gali turéti jtakos fermen-
tiniam aktyvumui. Pvz., E. coli fago HK620 o-(1—2)-endo-N-acetilgliukoza-
minidazés gp9 su EP75 depolimerazés gpl67 aminoriig§éiy (115-698 su 115—
741) sri¢iy persidengimas pasizymi 45% sekos tapatumu su identiSkomis kon-
servatyviosiomis sritimis ir tai netrukdo abiems baltymams skaidyti O18A
antigeno polisacharidus. Vis délto, tik gp9 yra aktyvus prie§ O18A1, kuriame
polisacharidas (18 a pav.) turi papildoma gliukozés liekanag.

(a) Serotipas 018A1 a-D-Glcp-(1-6)

—2)-a-L-Rhap-(1—6)-a-D-Glcp-(1—4)-a-D-Galp- (1—»3) a-D- GIcpNAc—(
Serotipas O18A B D GIcpNAc- 1—>3

18 pav. E. coli poli— )
sacharidy serotypy O18A (
ir OI18A1 strukttrinés )
savybés (a), ir OI8Al -(‘. o
polisacharido i§sidéstymas y 7 ¢
gp09 (b) ir gp167 (c) kata- 4

204

litiniuose centruose

GIcNAc

ﬁ o
I-..“ .

Baltymy pavirSiaus analizé parodé, kad vietoje glicino liekanos HK620 gp9,

EP75 gpl167 turi fenilalanino (18 b, ¢ pav.), kuri kei¢ia sgveika su Sonine gliu-
kozés lickana O18A1 polisacharide ir dél to nevyksta katalizé**?%. Taip pat yra
nustatyta, kad polisacharido modifikacijos, esancios toliau nuo hidrolizuojamo
ry$io, gali neturéti jtakos fermentiniam aktyvumui. P22 fago gp9 baltymo o-
(1—3)-endoramnozidazés aktyvumui neturi reikSmés S. typhimurium O-anti-
geno A, B, D1 serogrupiy polisacharidy atitinkami Soniniai monosacharidai:
paratozé, abekvozé ir tiveliozé — 3,6-dideoksi heksozés izomerai?®.

1.3.3. Glikozilo liazés

Liazés gali biti sin arba anti stereoselektyvios ir vykdo glikozidinio rySio
skélima B-eliminacijos principu. Jy aktyviajame centre polisacharido uroninés
rugsties karboksilo grupés neigiamas kriivis yra neutralizuojamas teigiamai
jkrautomis aminortgsciy liekanomis (lizinas, histidinas) arba dvivalenciy jony ir
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aminoriigs¢iy kompleksais (Asn-Ca?"), ir tai palengvina C5 deprotonizavima.
Tuo tarpu, aktyviajame centre esanti tirozino lieckana gali padidinti reaktyviy
grupiy (aspartato r./ glutamo r.) pKa, kas palengvina 1—4 glikozidinio rySio ski-
lima. Susidaro oligosacharidas, turintis nesociajag C4-C5 jungtj ir redukuojantj
galg (19 pav.). 2%,

liaze — —liazeé liaze ’;
NH / ."'H iaze
i»‘ O’Yhaze

ﬁoﬁo o o :
HO OH .
NHAC & HO ’J:R

NHAc
liazé '77.?—0 liaze 312‘0

19 pav. Liazés veikimo mechanizmas®?

Nustatyta, kad E. coli K5 fago KflA liazés aktyvusis centras sudarytas i$
Phe202, Lys208, Glu206 ir Tyr229, o Lys ir Glu liekanos yra kritiskai svarbios
fermentiniam aktyvumui, veikian¢iam sin-B-eliminacijos budu®. Tuo tarpu, P.
aeruginosa LKA1 bakteriofago gp49 liazés katalize vykdo Asp497, His494 ir
His499 liekanos. Reakcijos metu P. aeruginosa OS5 antigeno polisacharidas
skeliamas ir susidaro liazéms nejprastas produktas — 1,3-diazinano junginys,
susidarantis i§ tarpinio nestabilaus redukuojancio galo per N-acetilo grupe 3’

1.4. Didieji bakteriofagai

Ypatingai dideli bakteriofagai, turintys >200 kbp genomus, vadinami jumbo
fagais. Vienas didziausiy ir anksciausiai atrasty yra Bacillus megaterium
bakteriofagas G, turintis 453 nm ilgio uodegg ir 160 nm kapside, kurioje
talpinamas 497 513 bp genomas. Lizés metu i§ 1,2—1,5%2,0-4,0 um bakterinés
lastelés | iSore pasklinda apie 30 fago G viriony?®. Atradus daugiau jumbo
virusy susidoméjimas jais iSaugo, nes nustatyta, kad jie pasizymi savybémis,
kurios néra biidingos mazesniems bakteriofagams. Jumbo virusy genomai
papildomai koduoja DNR ir RNR polimerazes, atitinkamai dalyvaujancias
genomo replikacijoje ir geny transkripcijoje. Juose taip pat nustatyta daugiau nei
viena, savitg antikodong turin¢ios tRNR sekos, kas rodo, kad virusinés kilmés
RNR polimerazé vykdo geny nura§yma infekcijos pradZioje®. Didieji fagai
daznai pasizymi unikalia adsorbcijos komplekso struktiira, kuri gali biti
sudaryta i§ jvairiai kompleksiSsky ir labiliy nanostruktiiry, neaptinkamy
mazesniuose faguose. Tai nekelia abejoniy, kodél bakteriofagy ¢KZ (P.
aeruginosa), ®DRSL1 (Ralstonia solanacearum), ar phAPECG6 (E. coli) nustatyty
adsorbcijos kompleksy struktiiros yra mazos 25-28 A raiskos. Visi trys fagai turi
panasy Sesianarj adsorbcijos kompleksa, grei¢iausiai sudarytg i§ STF arba TSP,

kuris i§ dalies primena heksagonine Zvaigzde®®61-207,
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Dauguma atrasty Klebsiella bakterijas infekuojanéiy didziyjy fagy yra
miovirusai, pasizymintys Sakotomis LTF. Bakteriofagy N1M22%8, GBH019%%,
dKp24%, ®K64-19, ir vB_KleM-RaK2'"" genomai (250-350 kbp) turi, apie
260-560 geny ir yra supakuoti j >100 nm kapsides (20 pav.). Jy genomuose yra
nustatyta iki devyniy atskiry tRNR, o ¢Kp24 ir vB_KleM-RaK2 — viena ir dvi
sekos, koduojancios tRNR su unikaliais antikodonais. Taip pat, GBHO19,
®K64-1 ir vB_KleM-RaK?2 fagy genomai pasizymi homologiniy geny organiza-

cijos mozaikiS§kumu, ir bendrai priklauso nedidelei Alcyoneusvirus genciai (6
pav.)5%63100.208-211

[

GBH019 N1M2 $Kp24 PK64-1 vB_KleM_RaK2
NCBI Nr. - MNG642089 MW394391 AB897757 NC_019526
bakt. Seimininké K. pneumoniae K. aerogenes K. pneumoniae K. pneumoniae  Klebsiella KV-3
kapsidé, nm 132,7 113%x101 110 129* 123
uodega, nm 163,4 158x21 177x23,1 159x24* 128x21,5
gDNA, bp 347546 253367 307210 346602 345809
GC turinys, % 32 40,9 45,1 31,7 32
kod. sekos 534 257 372 541 534
TF baltymai 4 - 14 11 10
tRNR 6 3 9 - 7
;izlisodonai MRN SNDQYRLM? - RSx2NT ?7x2
infekuojami K2, K51, K102 K186* Kf(’slg ?(’42? ?(’6?5' Kks}é?ksg,zkeﬁ,zs'
K-serotipai K64, K81 K69, KN4, KN5

20 pav. Klebsiella spp. didziyjy bakteriofagy TEM mikrografijos ir pagrindiniai
ypatumai. Raidés Zymi aminoriigstis, ? — nenustatytas aminoriig§tis; * — straipsnio
autoriy nepateikti parametrai. Pateiktas mastelis yra 100 nm53-100-208-211,

Didziuosiuose faguose taip pat matomas didelis kiekis skirtingy TF baltymy,
kurie gali pasizyméti savitu depolimeraziniu aktyvumu. Nustatyta, kad ¢Kp24
fagas turi 14-a TF baltymy, kurie tikriausiai apsprendzia viruso daugiavalentis-
kuma, nes jis gali uzkrésti net devynis skirtingus Klebsiella spp. K-serotipus:
K2, K13, K19, K25, K35, K46, K61, K64 ir K81. Remiantis ¢Kp24 krio-EM
analizés duomenimis buvo pasiiilytas jo Sokotosios LTF architektiiros modelis,
kurj sudaro 14-a TF baltymy su numanomu depolimeraziniu aktyvumu. Struktii-
ros pamatg formuoja prie viruso uodegos galo prisijunges, visy didziausias
baltymas, gp306. Jis savo N-galiniais domenais taip pat prijungia gp313, gp294,
gp295 ir gp301, o pastarieji trys turi T4 gp10 homologiskus baltymy prijungimo
domenus, kurie surisa likusius TF baltymus ir nulemia LTF struktiiros $akotuma.
Saveikos su bakterija metu adsorbcijos kompleksas suplokstéja, o pasikeitusi
konformacija byloja apie jvykusj bakterijos uzkrétima®. Didelés raiskos (<10 A)
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Klebsiella spp. jumbo virusy adsorbcijos kompleksy struktiry dar néra nustatyta,
taciau apie jy savybes suteikti informacijos gali jau iStirti mazesnieji fagai kaip
KP32'% ar CBA120*"'*!| kuriy sudétyje aptinkamos panaios depolimerazés,
formuojancios Sakotgsias nanostruktiiras (zr. sk.: 1.2.2.3, 1.2.2.4 ir 1.2.3).

GBHO19 jumbo fage (20 pav.) bioinformatinés analizés metu aptikti bent
trys numanomi ataugéliy baltymai, o mikrobiologiniai tyrimai parodé, kad
virusas gali uzkrésti K. pneumoniae K2 (tik SG44 izoliatg), K51 ir K102
serotipus. Papildomai jvertinta, kad K51 tipo polimerg veikia gp279 depolime-
razé 2. Kita vertus, Taivano $alies mokslininky atrastame didziajame fage
®K64-1 nustatyta 11-a TF baltymy. Skaidriy zony testu, devyniems TF buvo
identifikuotas ir priskirtas depolimerazinis aktyvumas (1 lent.) pries KN4, K21,
K11, KNS5, K25, K35, K1, K64 serotipus. Jdomu tai, kad ®K64-1 S2-6
depolimerazé buvo aktyvi prie$ du seprotipus, K30 ir K69,

Tyrimo objektas, bakteriofagas vB_KleM-RaK2 (RaK2), yra vienas pirmyjy
atrasty didziyjy virusy, infekuojanciy Klebsiella sp. bakterijas. Bioinformatiné ir
proteominé analizés atskleidé, kad bent desimt numanomy struktiiriniy baltymy
(gp098 ir gp526-534) sudaro RaK2 adsorbcijos kompleksa. Devyni genai,
koduojantys baltymus gp526-534, sudaro 19 kbp geny sankaupa. Atskirai nuo
jos esantis gp098 genas yra greta kapsidés ir jos portalo baltymus koduojanciyjy.
Didelis RaK2 gp098, gp529, gp530 ir gp533'%° baltymy seky identiSkumas
(=90%) buvo nustatytas atitinkamai su bakteriofago ®K64-1 gp25, gp59, gp60,
ir gp63%, kurie pasireiSkia depolimeraziniu aktyvumu prie§ K. pneumoniae K25,
K35 ir K30/K69 serotipus (1 lent.).

1 lentelé. RaK2 baltymy palyginimas su ®K64-1, pagrjstas ,,Blastp* analize®.

RaK2 Aminortagséiy sekos DK64-1
baltymas | ilgis homologiné dalis, %  sutapimas, % baltymas K-tipas*
2p098 595 1-595, 100 595/595,100 | S2-8/gp25 -
2p526 580 1-121, 20 75/122, 61 S1-2/gp55 KN4
gp527 715 1-688, 96 187/718, 26 S1-1/gp57 K11
2p528 1113 1-632, 56 518/633, 82 S2-1/gp58 KN35
2p529 584 1-584, 100 581/584, 99 S2-2/gp59 K25
2p530 779 1-779, 100 754/779, 97 S2-3/gp60 K35
gp531 895 89-347, 28 231/259, 89 S2-4/gp61 K1
gp532 806 13-308, 36 225/298, 76 S2-5/gp62 Ko4
gp533 767 1-767, 100 690/767, 90 S2-6/gp63 K30/K69
gp534 688 85-668, 85 449/605,74 | S2-7/gp64 -

* — Klebsiella kapsulés serotipas, kuriam priskirtas ®K64-1 baltymo depolimerazinis
aktyvumas.

Bakteriofagy RaK?2 ir ®K64-1 adsorbcijos kompleksus sudaranciy baltymy
panasumas suteikia informacijos, kad Seimininky ratas bent dalinai persidengia
tarp abiejy virusy, o nustatyta ¢Kp24 Sakotosios LTF struktiira suteikia naudin-
gy jzvalgy atliekant ir RaK2 adsorbcijos komplekso tyrimus.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1.  Virusai ir mikroorganizmai

Didysis bakteriofagas: vB_KleM-RaK2 (RaK?2), infekuojantis Klebsiella sp.
KV-3 bakterijas; dr. Vytautas Klausa® i§skyré i§ kidros Rokiskio rajone. RaK2
genomo seka yra NCBI duomeny bazéje nr. JQ513383.

Bakterijy padermés, skirtos:

a) klonavimui:

DHI10B, Escherichia coli: ¥ mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80dlacZAM15
AlacX74 endAl recAl A(ara, leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL (StrR) A
(Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

b) rekombinantiniy baltymy sintezei:

Arctic express (DE3), Escherichia coli: B ¥~ ompT hsdS (rB- mB") dem™
Tetrgal\ endA Hte [cpn10 cpn60 Gent'] (Agilent technologies, JAV).

ER2566 arba T7 Express, Escherichia coli: B fhud2 lacZ::T7 lon ompT gal
sulAll  R(mcr-713:miniTnl0--TetS)2 dem  R(zgh-210::Tnl0--TetS) endAl
A(mcrC-mrr) 114::1S10 (New England Biolabs, JAV).

HMS174 (DE3), Escherichia coli: F~ recAl hsdR (rK12- mK12*) (Rif R)
(Novagen).

Rosetta pLysS (DE3), Escherichia coli: - ompT hsdSs (r8~ my’) gal dcm
pLysSRARE (CamR) (Novagen, JAV).

¢) RaK?2 bakteriofago tyrimams:

Klebsiella pneumoniae veterinarinis KV-3 izoliatas, iSskirtas Vilniaus
universiteto Biochemijos institute. Genomo seka pateikta NCBI duomeny bazéje
nr. SAMN31360738;

d) depolimerazinio aktyvumo identifikavimui:

@ Klebsiella sp. KV-1 izoliatas; @ Klebsiella pneumoniae 279,
© Klebsiella oxytoca ATCC 8724; © K. pneumoniae ATCC BAA-1705.

2.1.2.  Plazmidiniai vektoriai ir DNR pradmenys
Vektoriai:
pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific) buvo naudojamas tikslinj geng turinCiy
klony savitai atrankai, pET16b ir pET28b (Novagen, JAV) — rekombinantiniy
geny raiskai.
Rekombinantiniy geny padauginimui skirtos pradmeny poros yra pateiktos 2
lent., o sekoskaitos analizei buvo panaudoti atitinkamy plazmidziy komerciniai
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pradmenys: pJET1.2 tiesioginis/ atvirkstinis ir T7 promotoriaus/ terminatoriaus

(PET16b/28b).
2 lentelé. PGR pradmenys ir jais atlikty PGR-y amplikony dydziai.
Genas vl:l?:i]:'?js taillti]flys T/A Pradmens (5' — 3') seka PGR, bp

098 pET28b Nhel T ATGGCTAGCGATACTATGACTGGCAAC 765
BamHI A ATTCGGATCCTGACTGTGTGTCAGAT

526  pET28b  Nhel T TACAGCTAGCTTAAACGAGGACAATATGTC 1829
BamHI A TAACAGGATCCATTAATATTCCTAGATGTG

527 pET28b  Nhel T ATGCTAGCTCTGGTACAACAAATACAA 553
BamHI A TAACAGGATCCTCGTTTTAATTAGTTGG

528 pET16b Ndel T TACACATATGAAAAGGAATTATGACATGGC 1152
BamHI A TACTAGGATCCTGTAGTGGTGAGCTTAATG

529 pET28b  Nhel T TGGCTAGCATGGGAAATTTTATAC 1755
BamHI A TCGGATCCTATTATGCACCTCTAATA

530 pET28b  Nhel T GAAGCTAGCGTCAGTTACACTACATCA 530
BamHI A AAGTGGATCCTTTAGGTTGTATAAAATT

531 pET16b Sall T CTTGTCGACGAGGTTTAATATGTCATTGA 2708
BamHI A TAAGGATCCTTTTTTATACTGAAGTTCCTG

532 pET16b Sall T TCAGTCGACGTCTTTAAGTAATTTAAGCTC 2542
BamHI A TAATGGATCCATTACTAGGTGAAAG

533 pETI6b  Sall T TCAGTCGACGTCATTAATTCAACTTTCACC 2358
BamHI A GCCGGATCCGATAATGACATAATCGAT

534 pET28b Nhel T CCAACGCTAGCATGCAAATAGCTGG 767
BamHI A TACAGGATCCATTATATAGTTAAGAAACTTAC

RE — restrikcijos endonukleazé, kurios DNR taikinio seka yra paryskinta, T — tiesioginis, A — atvirkstinis.

2.1.3.  Cheminiai junginiai, makromolekulés
Gamintojas Medziagos pavadinimas
Alfa aesar:  chloroformas; D-(+)-gliukozé.
Bio-Rad: amonio persulfatas (APS); f-merkaptoetanolis.
Carbosynth: L-fukoze; X-Glc; X-GlcA.
Chempur: citrinos riigstis; druskos rugstis (HCI).
chloramfenikolis; D-celobiozé; dinatrio karbonatas (NayCO3);
Fluka: fenilmetilsulfonilo fluoridas (PMSF); formaldehidas; kalio Sarmas
(KOH); natrio acetatas; natrio citratas; natrio Sarmas (NaOH).
Honeywell: etanolis (98%); etilacetatas; fenolis; metanolis.
LaChema: magnio II sulfato heptahidratas (MgSO47H>0); vario II sulfato
" pentahidratas (CuSO4'5H,0).
Lachner: acto rigstis; sacharozg; sieros rugstis (H,SOy).
Li-cor ozkos priestriusinis IgG ir 680RD fluoroforo konjugatas (/RDye®
" 680RD Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody).
Merck:  2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis kaip Luiso bazé¢ (Tris);
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Roth:

Serva:

Sigma-
Aldrich:

Thermo Fisher
Scientific:

agaras; etidzio bromidas (EtBr); kalcio II chloridas (CaCly); kalio
chloridas (KCl); L-glicinas; mieliy ekstraktas; skruzdziy rugstis
(HCOOH); triptonas; karbamidas.

1-butanolis; 1-propanolis; amonio karbonatas; dikalio hidrofosfatas
(K,HPOg); dinatrio hidrofosfatas (Na,HPOs); kalio dihidrofosfatas
(KH,POy); natrio chloridas (NaCl); natrio dodecilo sulfatas (SDS);
pieno milteliai.

bromfenolio mélis; etilendiamino tetraacto (EDTA) riigstis; glicerolis;
tetrametiletilendiaminas (TEMED); vario II sulfatas (CuSOs).

2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolio hidrochloridas kaip Luiso
rugstis (Tris-HCl); 4-anyzio aldehidas; 4-nitro fenilo substratai; 8-
aminonaftalen-1,3,6-trisulfoninés riigsties dinatrio (ANTS-2Na*)
druska; acetonitrilas (ACN); akrilamidas (AA); ampicilinas; bis-
akrilamidas; boro rigStis (H:BO3); chloramfenikolis; D-gliukuroninés
rugsSties Na'H,O druska; dimetilsulfoksidas (DMSO); Folino ir
Ciokateu fenolio reagentas; Freudo pilnas ir nepilnas adjuvantai;
imidazolas (ImH); jaucio serumo albuminas (BSA); kanamicinas;
karboksimetilceliuliozé; natrio azidas (NaN3); natrio borohidridas
(NaBH,); natrio ciano borohidridas (NaCNBHj3); priestriusiniai IgG
konjuguoti 10 nm Au dalelémis; prieStriusiniai pilni IgG konjuguoti
peroksidaze, poli-L-lizinas; tetraciklinas; trichloracto (TCA) riigstis;
trifluoracto (TFA) riigstis; Tween-20.

agaroze; baltymy molekulinio masés Zymenys (Page Ruler Prestained
Protein Ladder, 10-180 kDa, #26616, Lietuva); Dnaz¢ I, izopropil-§3-
D-tiogalaktopiranozidas (IPTG); Kumasi briliantinis mélis G250; mag-
nio II sulfatas (Mg,SOs); restrikcijos endonukleazés (BamHI, Ndel,
Nhel, Sall); nikelio II sulfato heksahidratas (NiSO4-6H,0); peroksida-
z¢s substratas (x10): 3,3'-diaminobenzidinas (DAB); stabilus peroksi-
dazés (x1) buferinis tirpalas; T4 DNR ligaz¢; X-Gal.

2.1.4. Mitybinés terpés, tirpalai, geliai, substratai

Luria-Bertani (LB) terpé:

1% triptonas, 0,5% mieliy ekstraktas, 1% NaCl, pH 7,0.
Sterilinimas: 121°C, 20 min autoklave su 1 atm slégiu.

Luria-Bertani agarizuota (0,5 arba 1,2% LA) terpé:

0,5 arba 1,2% agaras, 1% triptonas, 0,5% mieliy ekstraktas, 1,0% NaCl,
pH~7,0. Sterilinimas: 121°C, 20 min autoklave su 1 atm slégiu.

Bakteriofagy surinkimo tirpalas:
49 mM Na:HPO4, 68 mM NaCl, 17 mM KHzPOa.

Sterilinimas: 121°C, 20 min autoklave su 1 atm slégiu.
Pridedama 1,0 mL sterilaus 0,1 M MgSO4 j 100 mL pradinio tirpalo.

CsCl gradiento tirpalai:

1§ CsCl druskos paruosiami 5,6, 3,92, 3,22 ir 2,52 M koncentracijos vande-
niniai tirpalai, atitinkamai turintys 1,71, 1,49, 1,40 ir 1,31 g/mL tankj.
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Bakteriofagy dializés tirpalai po gryninimo CsCl gradiente:
I-3 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH~7,4;
11— 0,3 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH~7 4.

Baltymy elektroforezés (SDS-PAGE) tirpalas (10%):
250 mM Tris, 2 M L-glicinas, 1% SDS.

Baltyminiy méginiy uzneSimo dazas (4x):
200 mM Tris-HCI (pH 6,8) , 50 mM EDTA, 40% glicerolis, 8% SDS,
0,08% bromfenolio mélis, 600 mM B-merkaptoetanolis.

Skirstomasis PAA gelis (=10-14%):
9,88-13,84% akrilamidas (30%), 0,26—0,37% bis-akrilamidas (0,8%),
123 mM Tris 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,2% TEMED, pH~38,38.
Koncentruojamasis PAA gelis (4%):
3,85% akrilamidas (30%), 0,1% bis-akrilamidas (0,8%),123 mM Tris,
0,1% SDS, 0,1% APS, 0,2% TEMED, pH~=6,8.
Kumasi dazas PAA geliui:
0,1% Kumasi briliantinis mélis G-250, 30% metanolis, 30% acto rugstis.

PAA gelio plovimo tirpalas:
5% metanolis, 7% acto rugstis.

Tris-acetatas-EDTA (TAE, 50x) tirpalas DNR elektroforezei:
2 M Tris, 1,0 M acto riigstis, 50 mM EDTA.

Agarozé (0,5-1,0%) DNR elektroforezei:
0,5-1,0 g agarozé, 99,5-99,0 g TAE (1x%).
Baltymy chromatografijos tirpalai:
A1:25-50 mM Tris, pH 8,0;
A2: 20 mM natrio fosfatinis, pH 8,0;
B1: 25 mM Tris, 0,7 M imidazolas, pH 8,0;
B2: 50 mM Tris, 0,5 M imidazolas, pH 8,0;
B3: 20 mM natrio fosfatinis, 0,7 M imidazolas, pH 8,0.
Tirpalai skirti gryninti denatiiruojan¢iomis sglygomis:
Alk: 50 mM Tris, 6,0 M karbamidas, pH 8,0;
B2k: 50 mM Tris, 6,0 M karbamidas, 0,5 M imidazolas, pH 8,0.

A/B reagentai baltymy konc. nustatymui pagal Lourio metoda:
A —0,4% NaOH, 2% Na2COs;
B - 0,5% CuS0.4-5H-0, 1,0% natrio citratas.

PBS (10x%) antiserumy skiedimui:
1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 43 mM Na:HPO., 11,5 mM K-HPO., pH 7.4.
Sterilinimas: 121°C, 20 min autoklave su 1 atm slégiu.
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Baltymy pernasSos tirpalas ,,Western blot* analizei:
25 mM Tris, 192 mM L-glicinas, 0,1% SDS, 20% metanolis.

Membranos blokavimo miSiniai:
1) 1% pm: 1,0% pieno milteliai, 154 mM NaCl, 10 mM Tris,
0,05% Tween-20, 0,02% NaNs. Saugoma 4—8°C prie§ naudojima.
i) 3% BSA: 3,0% BSA, 137 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10 mM NaHPOa.,
1,47 mM KH2POs4, 0,05% Tween-20. Saugoma -20°C prie§ naudojima.
Membranos plovimo tirpalas (PBST):
0,5% Tween-20, PBS (1x).
TEM gardelés tirpalas:
150 mM NaCl, 20 mM 0,02 M natrio fosfatas, pH 8,1.

Uranilo (2%) acetato tirpalas:
20 mg uranilo acetato druskos iStirpinama 0,955 mL vandens ir pridedama
25 uL 2 M acto riigsties.

NaBHa4 (0,6 M) tirpalas:
20 mg NaBHa4 istirpinama 0,910 mL H-O ir 0,100 mL 0,1 M KOH.

ANTS (0,2 M) derivatizacijos tirpalas:
43 mg ANTS-2Na* druskos isStirpinama tirpale, sudarytame i§ 0,229 mL
H-0 ir 0,0404 mL 99,8% acto rugsties.

NaCNBHs (1.0 M) tirpalas:
63 mg NaCNBH3 istirpinama 1,000 mL DMSO.

DEAE sacharidy chromatografijos tirpalai:
A — 20 mM natrio fosfatas, pH 8,1, =3,14 mS/cm;
B — 20 mM natrio fosfatas, 1,0 M NaCl, pH 8,1, =72 mS/cm.

TFA riigsties (8,0 M) tirpalas:
0,700 mL TFA ragsties iStirpinama 0,443 mL H-O.

TLC analizés judrios fazés:
i) 1-propanolio (1-proOH): etilacetato (EtOAc): vandens (H20) santykiu
6:1:3 (V/V/V);
i) 1-butanolio (1-butOH): etanolio (EtOH): H20 santykiu 5:3:2 (v/v/v).
Anyzio aldehido (1%) dazas:
90,6% etanolis, 1,0% 4-anyzio aldehidas, 1,0% acto riigstis, 3,4% H2SOa.
Paruosimas: 0,50 mL aldehido istirpinama 46,3 mL 96% etanolio, tuomet
maiSant ir 1étai supilama 0,50 mL acto r. ir 1,76 mL H>SOa.

Depolimerazés substraty paieSkos tirpalai:

1) sacharidy (0,05-0,01 M) vandeniniai tirpalai panaudoti kaip kontrolés: L-
fukozé, D-(+)-gliukozé, D-gliukuronatas Na-H-O ir D-(+)-celobiozé;

47



i) polisacharidy (1-5 mg/mL) vandeniniai tirpalai: krakmolas (i§ bulviy),
karboksimetilceliuliozé, amilozé (i§ bulviy) ir pektinas (i$ citrusiniy vaisiy);

iii) 4-NP chromogeniniy junginiy (0,01 M) DMSO tirpalai: butiratas, valera-
tas, acetatas, stearatas, 3-L-arabinopiranozidas, a-D-ksilopiranozidas, o-L-fuko-
piranozidas, a-L-arabinofuranozidas, a-L-arabinopiranozidas, p-D-ksilopirano-
zidas, 4 -nitrobenzanilidas, 4-nitroacetanilidas, palmitatas ir dekanoatas;

iv) 5-bromo-4-chloro-3-indolilo chromogeniniy junginiy (0,01 M) DMSO
tirpalai: B-D-galaktopiranozidas, f-D-gliukopiranozidas, f-D-gliukorono r. pira-
nozidas.

Depolimerazés aktyvumui tirti skirti tirpalai (0,05 M ir pH 3-10):
ruosti maisant 0,2 M rugsties/bazés pory tirpalus, t. y. citriny riigstj/citratg (pH
3-6), Tris-HCU/Tris (pH 7-9) ir boro riig§ti/NaOH (pH 10), atitinkamu santykiu
pagal Henderson-Hasselbalch aproksimacija. Naudotas lakmuso popierinis indi-

katorius pH jvertinimui.

2.2. Metodai

2.2.1. Bioinformatiniai metodai

2.2.1.1.  RaK?2 struktariniy baltymy bioinformatiné analizé

»AlphaFold2* bioinformatinis jrankis buvo naudojamas modeliuojant RaK2
gp098 ir gp526—534 baltymy trimerines struktiiras, kurios buvo tikslinamos 12
cikly su 16 struktiiriniy $ablony. Pirmiausia buvo modeliuojami mazi, apie 350
aa ilgio, taciau persidengiantys baltymo fragmentai, kurie galiausiai apjungti }
pilna struktiirg, naudojantis ,,UCSF Chimera v1.16* programine jranga, kuri taip
pat panaudota sugeneruoty struktiiry vaizdinimui. Modeliy patikimumas buvo
jvertintas pagal pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) potencialo
skale (0—100%), kuri matuoja numatyto atstumo nuokrypj modelyje nuo Zino-
mos struktiiros.

»~Protein Data Bank“ (PDB) duomeny bazés su bent 25-90% (PDB2S5,
PDB50, PDB90) sric¢iy identiSkumu buvo naudojamos nustatant artimiausius
struktirinius homologus, pateikiant struktiirines sritis i ,,Dali“ serverj ir atren-
kant patikimiausius homologus bakteriofagy baltymams ir pagal didziausia Z-
jvert], nusakant] statistiSkai reikSmingag dviejy baltymy persidengimag
(struktiiring homologijg) tarp aminortgsciy liekany susilankstymo srityje.
Iprastai Z-jver¢io reikSmé >2 rodo, kad abi struktiiros turi bendra biologine
prasme: panaSi baltymy funkcija, aktyvumas ar sgveika su ligandu, o >8 —
struktiiros dalijasi bendra kilme, baltymai ortologai. Taip pat baltymy sekos
buvo analizuojamos ,,Hhpred* jrankiu, naudojantis PBD mmCIF70 su jprasti-
niais nustatymais ir 10-20% minimaliu seky persidengimu.
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Proteazés skaidomas taikinys gp530 C galo 650-779 sri¢iai buvo analizuo-
jamas ,,MMAFT* bioinformatiniu jrankiu, lyginant ja su kitais faginiais
baltymais: GA1 gpl2, ®K1-5 gp46, K1E endoNE, ®63D endoN, T5 pbl, 29
gpl2, PZA gpl12, B103 gpl2 ir K5 KIfA, turinéiais C-galinj vidumolekulinj
Saperono domeng (endoSaperonag).

Trimeriniy RaK?2 baltymy struktiiry modeliavimas buvo atliktas dr. Audriaus
Laurynéno (Biochemijos instituto bioanalizés skyrius), o domeny homologijos
analizé — dr. Lauros Kalinienés.

2.2.1.2. Klebsiella sp. KV-3 serotipo nustatymas

Bioinformatiné analizé buvo atlikta Klebsiella sp. KV-3 genomo 30 887 bp
fragmentui (3637592-3668479), kuris nustatytas pirmine ,,Blast“ homologine
DNR seky analize. Sis fragmentas apima cps geny sankaupa, kurig atitinkamai
5" ir 3' galuose riboja terC ir rfbA. Nustatant Klebsiella sp. KV-3 K-serotipa
buvo pasitelkiamas atvirojo kodo jrankis ,,Multigeneblast su numatytaisiais
parametrais ir 81 Klebsiella K-serotipais (2P lent.), turiniais nustatytas polisa-
charidy struktiiras ir Zinomus cps genotipus, kurie panaudoti kaip seky paly-
giniai (references). Siekiant patikrinti analizés duomenis, Klebsiella sp. KV-3
cps geny sritis buvo papildomai analizuojama ,,K-Pam®’ ir , Kaptive“?'? bioin-
formatiniais jrankiais.

2.2.2. Mikrobiologiniai, geny inZinerijos ir biocheminiai metodai

2.2.2.1. Bakterijy auginimas ir imliyjy lgsteliy paruosimas

Bakterijos auginamos 2-24 val. purtykléje (Innova 44, New Brunswick
Scientific), esant 180-200 min! kratymo dazniui ir 30-37°C, uzsétos sterilioje
LB terpéje su atitinkamu antibiotiku (50 pg/mL ampicilinu, 35 pg/mL kanami-
cinu ar 35 pg/mL chloramfenikoliu). Bakterijos panaudojamos imliyjy lasteliy
ruosimui, plazmidinés DNR i$skyrimui, baltymy indukcijai, fago padauginimui
ar jo biosintezés tyrimams.

Imliyjy lasteliy ruosimas elektroporacijai (4°C): bakterijoms uzaugus iki
ODsoo 0,4-0,8, suspensija centrifuguojama 5—15 min, esant 2 700xg (5804R,
Eppendorf) ir galiausiai surenkama biomasé pasalinus supernatanta. Ji tris kartus
plaunama su 10% sterilaus glicerolio tirpalu, kurio kiekis atitinka pradinj
bakterijy suspensijos tiirj. Galiausiai biomasé suspenduojama j 1/10 pirminio
tario 10% glicerolj. Paruostos imliosios lastelés iSpilstomos j 60 pL porcijas ir
saugomos -80°C.

Imliyjy Iasteliy ruoS§imas cheminei transformacijai: surinkta bakterijy bioma-
s¢ suspenduojama viename pradinés kultiiros tiiryje 0,1 M CaCl, tirpalo ir
laikoma 20—45 min, ledo vonioje (4°C), centrifuguojama ir surinkta biomasé
suspenduojama 1/10 tiryje 0,1 M CaCl, tirpalo. Vykdoma paruosty imliyjy
lasteliy transformacija.
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2.2.2.2. Imliyjy lgsteliy transformacija
Elektroporacija (4°C): imliyjy lasteliy 60 pL porcija sumaiSoma su 25-50 ng
pDNR arba 2,5-5 pL ligavimo reakcijos miSinio, perkeliama j 2 mm plocio
elektroporacijos kiuvete (50/CS, Research Products International). [vykdomas
3-5 ms elektros impulsas, sugeneruotas 1990 mV/cm jtampos srove (Electro-
porator 2510, Eppendorf). Po krivio, 1,0 mL LB terpe surinkta bakterijy
suspensija gaivinama 30—60 min, esant 37°C. Tik 1/10 dalis i§s¢jama ant LA

terpés su atitinkamu antibiotiku Petri 1éksteléje (90%16,2, Nova).

Cheminé transformacija: paruosta 50-100 pL imliyjy lasteliy porcija
sumaiSoma su pDNR arba ligavimo miSiniu ir 20-30 min $aldoma (4°C) ledo
vonioje. Netrukus Igsteliy suspensijai su DNR atlickamas 1-2 min, 42°C Sokas
karsciu ir staigus atSaldymas (4°C). Taip transformuotos Igstelés yra gaivinamos
ir iSséjamos ant 1,2% LA su antibiotiku. Abejais atvejais lékstelés su
bakterijomis laikomos 30-37°C termostate (BD115, Binder) apie 16-24 val.

2.2.2.3. Rak2 padauginimas ir titravimas

Bakterijy, Klebsiella sp. KV-3, augimui (60 mL LB, 30°C, 180 min’!, 2-3
val.) pasiekus 0,4-0,5 optinj tankj (Biophotometer AG22331, Eppendorf),
paveikiama su 2-5 MOI (multiplicity of infection, bakteriofago ir bakteriniy
lasteliy skaiciaus santykis) RaK?2 bakteriofago suspensijos ir infekcija vykdoma
3-5 val. Po infekcijos, surenkama biomasé (60 min, 14 500xg ir 4—6°C), kuri
veikiama 1,0-2,0 mL bakteriofagy surinkimo tirpalu, 100-200 pL chloroformo
ir 2-4 u DNAzés I (Thermo Fisher Scientific) apie 60 min, esant 37°C su
pastoviu 80—110 min™! kratymu. Padauginta bakteriofaga turintis supernatantas
atskiriamas nuo netirpios frakcijos vykdant centrifugavimg 20 min, 2 700%g,
4°C (5810R, Eppendorf).

Fago titravimas: i$skirto fago suspenija nuosekliai skiedziant LB terpe 1-2
eilés skiedimais (iki x1-10'!") paruo$iami analitiniai méginiai, kuriy po 10-100
pL sumaisSoma su 500 pL bakterijy suspensija (ODsoo =0,5) ir 2,5 mL 0,5% LA
terpés (50-55°C; TB2, Biometra). Viskas gerai sumaiSoma ir supilama j Petri
lékste su 1,2% LA. Paskirs¢ius misinj po visa pavirsiy, apie 15 min laikoma iki
kada jis sustings ir inkubuojama 30°C apie 14-24 val. Suskaic¢iuojami bakterijy
gazone viruso sufromuoti lizés centrai ir apskaciuojamas isskirto fago titras — tai
infektyviy viriony koncentracija mililitre (pfu/ mL).

2.2.2.4. RaK2 gryninimas CsCI gradiente
Fago gryninimui naudojamas CsCl gradientas?'?, kurj sudaro CsCl skirtin-
gos koncentracijos (tankio) vandeniniai tirpalai: 5,6 M (1,7 g/mL), 3,92 M (1,49
g/mL), 3,22 M (1,40 g/mL), 2,52 M (1,31 g/mL), supilstyti po 1-3 mL j 12 mL
polipropileninj mégintuvélj (Beckman Coulter) koncentracijos mazéjimo tvarka,
ir virSutinj sluoksnj sudaré didelio titro (>10'° pfu/mL, 2-4 mL) RaK2 suspen-

50



sija. Méginys ultracentrifuga (Optima L-100K ir rotorius SW40, Beckman
Coulter) sukamas 73 000xg vidutine jéga (24 000 min™' daZzniu) 4°C, 2-3 val.
Priklausomai nuo tankio CsCl gradiente, virionai yra sutelkiami j siaurg matinj
sluoksnj. Svirkstu surenkamas ir dializuojamas I tirpale (30 min, 4°C) pusiau
pralaidzios membranos zarnoje (14 kDa MWCO, Roth). Dializé kartojama dar
tris kartus po 1,5-2 val. II tirpale ir iSgrynintas fagas surenkamas j 1,5 mL
mégintuvélj ir saugomas 4—8°C.

2.2.2.5. RakK2 geny padauginimas PGR metodu

Fago RaK2 tiksliniai genai buvo padauginti vykdant PGR fermentiniu
misiniu Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) su
specifiskai genams komplementariais pradmenimis (2 lent.). Reakcijos misinio
sudeétis: 2 uL RaK2 igryninto misinio (>10'° pfu/mL) kaip matricinés DNR
Saltinis, atitinkamai po 2,5 UM tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny, Phusion
Master Mix miSinys, bei grynas be nukleaziy vanduo. PGR atlickama termo-
cikleryje (Mastercycler 5345, Eppendorf), nustacius parametrus pagal gamintojo
rekomendacijas.

2.2.2.6. Plazmidziy atranka PGR metodu — kolonijy PGR

Po transformacijos, ant selektyvios 1,2% LA terpés iSaugusios bakterijy
kolonijos suspenduojamos j 5 uL. LB terpés. Kolonijy PGR atlickama su 2,5 pL.
bakterijy suspensijos, plazmidei budingais sekoskaitos pradmenimis ir Dream-
Taq Green PCR Master Mix (2x%) miSiniu (Thermo Fisher Scientific) pagal
gamintojo nurodymus. Vykdoma DNR elektroforezé 0,7-1,2% agarozés gelyje
ir jvertinamas PGR budu padauginto fragmento dydis. Likes 2,5 L bakterijy
suspensijos, kurioje buvo nustatyti tikslinio dydzio fragmentai, uzs¢jamas j LB
terpe, praturtintg atitinkamu antibiotiku, ir auginamas plazmidés padauginimui ir
i$skyrimui.

2.2.2.7. DNR elektroforezé agarozés gelyje

Priklausomai nuo DNR dydzio, elektroforezei buvo naudojamas 0,7-1,2%
agarozés gelis. DNR elektroforezé vykdoma 2545 min, esant 7 V/cm arba 135—
170 V jtampai (EPS 500/400, Amersham pharmacia biotech), su méginiais
paruostais DNA Gel Loading Dye (6%) daze (Thermo Fisher Scientific). Gelis
dazomas 5-10 min 0,5 ug/mL EtBr tirpale. DNR fragmenty dydZziui jvertinti
naudojami standartiniai DNR zymenys, GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo
Fisher Scientific), kurie matomi transiliuminatoriaus (UVT-28 ME, Herolab
GmbH) skleidziamoje ultravioletinéje Sviesoje.

2.2.2.8. Plazmidinés DNR padauginimas ir isskyrimas

PGR biidu atrinktos ir tiksling pDNR turincios E. coli DH10B kolonijos
auginamos LB terpéje su antibiotiku (pJET1.2 ir pET16b — 50 pg/mL ampicili-
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no; pET28b — 35 pg/mL kanamicino), esant 180 min’' ir 37°C apie 16-24 val.
Centrifuguojama (2 700xg, 5-30 min, 4°C) ir i§ surinktos biomasés i$skiriama
padauginta pDNR, naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Extraction Kit (Ther-
mo Fisher Scientific) rinkinj pagal gamintojo nurodymus.

2.2.2.9. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

DNR hidrolizé buvo vykdoma FastDigest restrikcijos endonukleazémis
(RE), Ndel, Nhel, BamHI ir Sall (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
nurodymus, o susidar¢ DNR fragmentai analizuojami atlikus jy elektroforeze.

2.2.2.10. DNR fragmenty isskyrimas is agarozés gelio
Atlikus elektroforeze méginiams su RE-azémis hidrolizuota DNR, tiksliniai

fragmentai steriliai iSpjaunami i§ gelio ir iSskiriami naudojantis GeneJET Gel
Extraction Kit rinkiniu (Thermo Fisher Scientific) pagal jame pateikta protokola.

2.2.2.11. RaK?2 rekombinantiniy baltymy kiirimas

Siekiant iSgauti tirpius rekombinantinius baltymus, pilno ir nepilno ilgio
RaK2 geny amplikonai buvo klonuojami i pET16b ir pET28b geny raiskos
vektorius. Amplikony padauginimo metu naudoty pradmeny sekos su RE-aziy
taikiniais yra pateiktos 2 lent. Atitinkamomis RE-azémis hidrolizuoti RaK2
geny amplikonai buvo jterpiami T4 DNR ligazés vykdoma reakcija | atitinkamai
hidrolizuotus vektorius. Ligavimo reakcija buvo atlikta naudojantis Rapid DNA
Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj pagal jame pateikta protokolg. Po
reakcijos, ligavimo miSiniu transformuojamos imliosios bakterijos ir atliekamas
kolonijy PGR. I§ atrinkty kolonijy iSskiriamos plazmidés ir juy DNR sekos
patikrinamos sekoskaitos (Macrogen, Piety Koréja) duomeny analizés biidu.
Klaidy neturintys plazmidiniai konstruktai panaudojami rekombinantiniy balty-
my sintezei vykdyti.

2.2.2.12. Rekombinantiniy baltymy biosintezés indukcija IPTG

E. coli DE3 geny rai$kos padermés (HMS174, Rosetta, Arctic Express arba
ER2566), turin¢ios pET16b/28b su atitinkamai jterptais RaK2 genais auginamos
LB terpéje su antibiotiku (50 pg/mL ampicilinu arba 35 pg/mL kanamicinu),
esant 37°C ir 180 min™!, apie 2-3 val. Pasiekus bakterijy kulttirai ODeoo 0,5-0,9,
ji atSaldoma 10 min 4°C, kad pasireiksty Salcio Soko sukelty vidulasteliniy Sape-
rony sintezé pries baltymy sintezés indukcija.

Indukcijos salygos: pastovi bakterinés kultiiros aeracija su 200 min’!
kratymu, 0,1-1,0 mM IPTG, 17-30°C, apie 5-21 val. Tada centrifuguojama (20
min, 2 700xg, 4°C) ir surinkta biomasé¢ saugoma -20°C arba ardoma ultragarsu.
Rekombinantinio baltymo iSeiga ir tirpumas jvertinami SDS-PAGE analize, o
lizatas naudojamas baltymo gryninimui.
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2.2.2.13. Biomasés ardymas ultragarsu

Surinkta biomasé su indukuotu rekombinantiniu baltymu suspenduojama
chromatografijos A tirpale 1:19 santykiu (m/v), pridedama proteinaziy slopiklio,
[PMSF] = 1-2 mM. Vykdomas 5-10 min ardymas ultragarsiniu homogeni-
zatoriumi (UZDN-2T) su 22 kHz dazniu, esant 30 s ardymo ir 30 s pertraukos
ciklams (4°C). Lizatas centrifuguojamas 12 000xg, 45 min, 4°C ir surinktas
supernatantas naudojamas baltymo gryninimui.

2.2.2.14. Baltymy elektroforezé, SDS-PAGE

SDS-PAGE naudojamas poliakrilamidinis (PAA) gelis, kurj bendrai sudaro
4% koncentruojamasis kartu su 10-14% skirstomuoju arba 4-18% gradientiniu
geliais. UzneSimo daze paruoSiami baltyminiai méginiai, 5-10 min kaitinami
95°C ir suleidziami j PAA gelj. Apie 20-25 min vykdoma SDS-PAGE baltymy
elektroforezés tirpalu uzpildytoje voneléje (Mini-protean tetra cell, Bio-Rad),
esant 10 mA srovei (EPS 601, Cytiva) iki méginiai patenka j skirstomajj gelj ir
esant didesnei 30 mA srovei apie 45-60 min iki dazas pasiekia gelio krastg.
Gelis 2—-3 min dazomas karStame 0,1% Kumasi daZo tirpale ir blukinamas SDS-
PAGE gelio plovimo tirpale apie 2-3 val. Gelyje pasiskirstg¢ baltymai pilnai
iSryskinami kelis kartus ji plaunant karStame vandenyje.

2.2.2.15. Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Baltymy gryninimui naudota chromatografiné sistema (AKTA Purifier 100
FPLC system, GE Healthcare Life Sciences) ir 1-5 mL nikelio chelatiné
kolon¢lé (HiTrap Chelating HP, GE Healthcare Life Sciences), jkrauta Ni**
jonais. Visa sistema pralaunama vandeniu ir uZpildoma baltymy chroma-
tografijos A tirpalu. Baltymy detekcijai matuojama 280 nm §viesos bangos su-
gertis (Azgo). Tikslinj baltyma su His-inkaru turintis supernatantas yra uznesa-
mas ant Ni** kolonélés, kuri nuplaunama 6 kolonélés tiriais (CV) chromatogra-
fijos A tirpalu. His-baltymas yra palaipsniui disocijuojamas nuo kolonélés
eliucijos (B) tirpalu j 0,5 mL frakcijas, esant 12 CV ilgio 0-100% eliucijos
gradientui.

Atliekama SDS-PAGE analizé, kuria jvertintos frakcijos, turin¢ios didZiausig
ir gryniausig His-baltymo iSeiga, yra apjungiamos ir tada vykdoma dializg,
pusiau pralaidzios membranos zarnoje (12 kDa MWCO, Sigma-Aldrich), chro-
matografijos A tirpale, tiriy santykiu 1: 1 000, 4°C, 16-24 val. ISgrynintas
baltymas koncentruojamas karboksimetilceliuliozés milteliais, nustatoma kon-
centracija Lourio metodu ir saugoma esant -20°C.

Baltymy gryninimui denatiiruojanc¢iomis sglygomis buvo naudojami chroma-
tografijos tirpalai A1k/B2k, praturtinti 6 M karbamidu. Netirpi lizato frakcija
buvo maiSoma ir tirpinama apie 1 val., esant 20 £3°C tirpale Alk su 6 M
karbamidu. Po centrifugavimo (30 min, 16 000xg) surenkama istirpusi dalis,
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kuri naudojama gryninimui. FPLC sistemos paruos$imas ir baltymo gryninimas
atlickamas denatliruojancios salygos pagal ankstesnj aprasyma.

2.2.2.16. Baltymy koncentracijos nustatymas Lourio metodu

Rekombinantiniy baltymy koncentracijos nustatymui naudojami A, B ir
Folino ir Ciokateu fenolio reagentai, o matavimai atlickami spektrofotometru
(Helios y, Thermo Fisher Scientific). Procediira atlickama vadovaujantis Lourio
pateikta metodika®'* ir laboratorijoje pagal jau¢io serumo albumino standartus
(50-300 pg/mL) sudaryta kalibracine kreive, kuri buvo isreiksta tiesés lygtimi:

Cs = (A750— 0,003) / 0,00257 %SV,

kurioje Cp yra baltymo koncentracija, pg/mL, A5 — 750 nm ilgio Sviesos bangos
sugerties reik§meé 1,0 cm plocio kiuvetéje ir SV — méginio skiedimo veiksnys, kartais.

2.2.3. Imunologiniai ir mikroskopinés analizés metodai

2.2.3.1.  Triusiy imunizacija RaK2 rekombinantiniais baltymais

Imunologiniai tyrimai buvo atliekami Inovatyvios medicinos centre, konsul-
tavo dr. Irena Dumalakiené. Tyrimy su gyvinais licencija Nr. 0209 buvo suteik-
ta Lietuvos valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos nuo 2010 lapkri¢io 11 d.

Antiserumai prie§ iSgrynintus rekombinantinius RaK2 baltymus kaip antige-
nus buvo i§gauti imunizuojant sidabrinius triusius po 4x0,25 mg kiekvieno
baltymo vienam triusiui. Kiekviena 1 mL dozé paruosSiama skiedziant 0,25 mg
baltymo su 50 mM Tris, 10% glicerolio, pH 8,0 ir laikoma -20°C pries$
imunizacijg. Procediira atlickama kas dvi savaites, naudojant 1 mL atSildytos
dozés, sumaisytos (1:1, v/v) su pilnu Freundo (1-ajai imunizacijai) arba nepilnu
Freundo adjuvantu (2—4 imunizacijai). ParuoSta suspensija insulino $virkstu
suleidziama dalimis po 8x0,2 mL j triuSio poodinj sluoksnj ir po 2x0,2 mL — |
raumeninj audinj. Praéjus dviems savaitéms po paskutinés imunizacijos, suren-
kamas triusio kraujas. Po paros $altai nusistovéjes ir sukreséjes kraujas yra
centrifuguojamas (20 min, esant 1 500xg, 4°C) ir iSskiriamas serumas su
specifiniais antikiinais. ISskirtas antiserumas (gelsvai rausvos spalvos superna-
tantas) saugomas -80°C?13,

2.2.3.2. RaK?2 infekcijos slopinimas antiserumais

Pries kiekviena RaK2 rekombinanti baltyma iSgautas antiserumas buvo
panaudojamas bakteriofago infekcijos slopinimo tyrime. Atskiri RaK2 suspensi-
jos méginiai (=10'° pfu/mL) §velniai maiSantis veikiami, praskiestu 100 karty
PBSy;s tirpale, skirtingu antiserumu, esant 20 £3°C, apie 1 val. Tuomet titruojant
nustatomi méginiy infektyvaus bakteriofago kiekiai, o lyginant reikSmes su
kontrole (antiserumu nepaveiktu bakteriofago kiekiu) jvertinimas antiserumy
slopinamasis poveikis bakteriofago infekcijai. Titravimo duomenys isreiskiami
rek$miy vidurkiais i§ keturiy eksperimento pakartojimy duomeny (n=4) logorit-
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mingje skaléje. ApskaiCiuojami standartiniai nuokrypiai (£SD) ir jvertinamas
slopinimo reik§mingumas, atliekant dvipusj ,,Stjudento* testa nepriklausomiems
meéginiams.

2.2.3.3. RaK2 adsorbcijos slopinimas

Vykdant centrifugavima (2,5 min, 20 £3°C, 15 200xg), i§ 0,5 mL Klebsiella
sp. KV3 bakterijy suspensijos (37°C, 180 min’!, 1-2 val., ODesoo 0,8-1,0)
surenkama biomasé. Ji plaunama 0,25 mL 0,2 M natrio fosfato, pH=6 tirpalu ir
2x0,5 mL sterilaus vandens, ir galiausiai suspenduojama i 0,075 mL 20 mM
natrio fosfato, pH=6 tirpala. Atskirai suspensijos yra 30 min (37°C) veikiamos
10 pg gp531, 15 pg gp098C, abiejy baltymy kiekiy misiniu ir 25 pL buferiniu
tirpalu (kontrolé). Po poveikio surenkamos biomasés ir plaunamos LB terpe, joje
praskiedziamos iki 5,0 mL ir atskirai vykdoma 8 min adsorbcija, visiems
méginiams vienodu, RaK2 fago kiekiu, esant 0,5-1,0 MOI. Siekiant jvertinti
poveikj bakteriofago adsorbcijai, po centrifugavimo (20 min, 2 700xg, 4°C),
buvo atliekamas supernatanty titravimas ir infektyviy viriony kiekio nustatymas.

RaK?2 adsorbcijai netiesioginis® gp098 ir gp531 poveikis jvertinami lyginant
fagy kiekiy reik§mes su dviem kontrolémis: (1) pradiniu fago kiekiu, naudotu
kiekvienam méginiui, taciau paruostu LB terpéje ir (2) laisvu fagy kiekiu, liku-
siu po pradinés adsorbcijos ant baltymais nepaveikty KV-3 bakterijy. Duomenys
iSreiSkiami procentiniy reikSmiy vidurkiais su apskaiciuotais +SD (n=6). Atlie-
kant dvipusi ,,Stjudento” testa nepriklausomiems méginiams, jvertinamas balty-
my netiesioginio poveikio reik§Smingumas RaK2 adsorbcijai ant KV-3 Iasteliy.

2.2.3.4. , Western blot* analizé

»Western blot™ analizé buvo atlickama i$skirty antiktiny reaktyvumo ir RaK2
baltymy biosintezés pradzios nustatymui. RaK?2 biosintezés tyrime Klebsiella sp.
KV-3 bakterijos (ODsoo 0,3-0,5, 30°C, 180 min’!, 50 mL) uzkre¢iamos RaK2,
MOI = 2. Infekcija vykdoma 50 min ir kas 10 min paimamas 2 mL méginys, i$
kurio surenkama biomasé (1 min, 12 000xg, 4°C), kuri netrukus uzSaldoma -
80°C, kad nuslopinti viruso vystymasi.

Atliekama surinktiems méginiams SDS-PAGE gradientiniame 4-18% PAA
gelyje, kuris laikomas 15-20 min baltymy pernaSos tirpale (25-20°C). Tuo
tarpu, atitinkamai paruo$iamos, pagal gamintojo rekomendacijas, nitroceliulio-
zés arba PVDF membranos (Thermo Fisher Scientific) ir sudedamas baltymy
pernaSos buferiniame tirpale iSmirkytas ,,Western blot™ sumustinis. Jame tarp
dviejy 5 mm storio ,,Whatman* popieriaus laksty yra arCiau katodo paklotas ir

2 netiesioginis, nes RaK2 adsorbcija vyksta ant bakterijy, taCiau jos yra paveiktos baltymu, kas
turi jtakos viruso adsorbcijai.
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membrana uzdengtas PAA gelis. Vykdoma drégna pernasa 15 arba 3 val., esant
atitinkamai 80 arba 400 mA srovei.

Membrana blokuojama 3% BSA arba 1% pieno milteliy (pm) miSiniu 45-60
min, esant 20 +3°C su lengvu maiSymu arba 1-1,5 paros be maiSymo, taciau
laikoma Saltai (4-8°C) ir apversta, | tirpala panardintais baltymais. Membrana
veikiama 90—120 min (20 £3°C) polikloniniu antiserumu, praskiestu 100-5 000
karty 1% BSA arba 1% pm blokavimo misinyje. Tada plaunama 4x3—-5 min
PBST ir 45-60 min veikiama antriniais antikinais, konjuguotais su peroksidaze
arba fluoroforu?'®. Plovimai kartojami, o paskutinysis yra atlickamas su PBS
pries ,,Western blot* baltymy-antikiiny sgveikos nustatyma.

Antikiiny saveikos vieta membranoje aptinkama, vykdant peroksidazés DAB
substrato hidrolizés reakcijg (susidaro rusvos spalvos junginys); arba matuojant
raudonos $viesos (700 nm) suzadintg fluorescencijg (Odyssey 9120, Li-Cor).

2.2.3.5. RaK2 Zyméjimas aukso nanodalelémis ir TEM analizé

Antiserumai, i$gauti naudojant RaK2 rekombinantinius baltymus, skiedziami
35-100 karty gardelés tirpale ir veikiami (1:1, v/v) 2 min su iSgryninto
bakteriofago suspensija (=10'° pfu/mL). Po sgveikos, 30 pL miSinio pilama j
silikoninio padékliuko Sulinélj (Agar Scientific) ant kurio dedama nikelio-vario
TEM gardelé (Agar Scientific) ir 15-25 min méginys palickamas adsorbuotis
37°C termostate. Gardelé plaunama gardelés tirpalu 3—5x1 min (20 +£3°C) ir
veikiama 15-25 min aukso dalelémis konjuguotais antikiinais, 30—100 karty
praskiestais gardelés tirpale, esant 37°C. Pakartojami plovimai ir gardeléje
padengti méginiai iSrySkinami 2% uranilo acetato tirpalu 1-1,5 min, esant 20
+3°C. Ore i8dziovintos gardelés analizuojamos su transmisiniy elektrony
mikroskopu (268D, Morgagni), esant 140 000—180 000 karty didinimui. TEM
analizés buvo atliekamos Biotechnologijos instituto eukarioty geny inZinerijos
skyriuje, konsultuojant dr. Justui Lazutkai ir dr. Alionai Avizieninei, o didesnés
raiSkos TEM mikrografijas (Tecnai G2 F20 X-TWIN) padaré Fiziniy ir techno-
logijos moksly centro (FTMC) mokslininkas dr. Martynas Skapas.

2.2.3.6. Rak2 analizé atominiy jégy mikroskopu (AFM)

Svieziai atskeltas homogeniska pavirsiy turintis zéru¢io (IV laipsnio, SPI
Supplies. Inc.) sluoksnis buvo modifikuotas 0,01% poli-L-lizino tirpale, 30 min
20 £3°C ir tuomet padengtas 10 pL CsCl gradiente iSgryninta RaK2 suspensija
(1,6-10'° pfu/mL), paruosta 0,02 M natrio fosfato, 0,15 M NaCl (pH 8,1) tirpale.
Po 2 min inkubacijos, méginys nuplaunamas milli-Q vandeniu (18,2 MQ-cm),
nusausinamas po N, dujy srove ir analizuojamas atominiy jégy mikroskopu
(Dimension Icon AFM, Bruker), esant pastovios amplitudés baksnojimo rezimui
(ore) su mikrogembg¢je pritvirtintu zondu (TESPA, Bruker), kurios nominali
spyruoklés konstanta 2—40 N/m. Vaizdai analizuoti naudojant programing jrangg
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NanoscopeAnalysis v1.9. AFM analize atliko dr. Marija Jankunec Bioelektro-
chemijos ir biospektroskopijos skyriuje (Biochemijos institutas).

2.2.4. Depolimerazés charakterizavimo metodai

2.2.4.1.  Depolimerazinio aktyvumo skaidriy zony testas

Klebsiella sp. KV-3 bakterijos (ODggo 0,3-0,5, 37°C, 180 min'") sumai§omos
su 2,5 mL 0,5% LA terpe, uzpilamos ant Petri 1€kstés su 1,2% LA ir paliekamos
5-15 min dzitti, esant 20 £3°C. Paruosti nuosekliis rekombinantinio baltymo ir
fago skiedimai LB terpéje yra lasinami po 4 pL ant uzpilty bakterijy pavirsiaus
léksteléje. 1sdzitivus laSams, inkubuojama 30°C, 16-24 val. Uzaugusiy bakterijy
sluoksnyje, lasinimo vietose, jvertinamos galimai susidariusios skaidrios zonos.
Baltymy stabilumas jvertinamas pakaitinant méginius 15 min 46—-66°C tempera-
tiiroje pries skaidriy zony testg (spot test).

2.24.2.  Depolimerazés substraty pirminé atranka
Siekiant jvertinti RaK2 gp531 depolimerazés specifiSkumg substratams,
panaudoti jvairlis komerciniai junginiai, bitent: (i) 4-nitrofenilo ir 5-bromo-4-
chloro-3-indolilo dariniai; (ii) oligo ir polisacharidai (3P lent.).
Reakcijy sudétys: (i) 1 mM chromogeninio junginio, 1 pg gp531, 50 mM
Tris, pH 8 buferinis tirpalas, 100 pL bendras turis; (ii) 2 mM oligosacharidy

arba 3 mg/mL polisacharidy, 3 pg gp531, 20 mM natrio fosfatinis tirpalas, pH 6,
20 pL bendras turis.

Reakcijy salygos: (i) 30°C, 1-2 val. (TS-100, Biosan) ir susidar¢ produktai
analizuojami spektrofotometru, matuojant 405 arba 615 nm sugertj; (ii) 37°C,

16—-18 val., analizuojama TLC.

2.2.4.3.  Plonasluoksné chromatografija (TLC)

Po 1-2 pL. méginio uzneSama ant silikageliu padengtos plokstelés (60 F254,
Merck; 40+£1 mm). Sausa plokstelé jstatoma j TLC cele su 0,5-1,0 mL judrios
fazés ir bent vieng karta apie 20 £5 min vykdoma TLC. Priklausomai nuo
analizuojamy junginiy, jy atskyrimui naudotos skirtingos judriosios fazés:

1-proOH: EtOAc: H>O (6:1:3, v/v/v) — polisacharido hidrolizés produktams;
1-butOH: EtOH: H,0O (5:3:2, v/v/v) — ANTS-/ mono-/ disacharidams.

Junginiy aptikimas TLC ploksteléje: sacharidai iSrySkinami padengiant 1%
anyzio dazu ir pakaitinant; arba 365 nm ultravioletiné Sviesa (UV-8 M/L,
Herolab) sukelia ANTS modifikuoty sacharidy fluorescencija.

2.2.4.4.  Polisacharido isskyrimas is Klebsiella sp. KV-3

Naktiné Klebsiella sp. KV-3 kultiira perséjama j deSimt karty didesni LB
terpés tiiri, kuriame bakterijos auginamos 37°C termostate 9-11 dieny. Tada
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ipilama 37% formaldehido tirpalo 60 uL/ 10 mL bakt. suspensijos ir Svelniai
maisoma traukos spintoje (20 +3°C apie 1 val.). Pridedama 1 M NaOH 5 mL/10
mL ir intensyviai maiSoma dar 3 val.

Centrifuguojama (12 000xg, 4°C, 45—60 min) ir surenkamas supernatantas,
kuris filtruojamas per 0,4 pm membrang (Supor 47 mm, Pall Life Sciences) ir
naudojantis ultrafiltravimo sistema su 10 kDa MWCO membrana sukoncentruo-
jamas iki 1/10 pirminio tirio, kuris dializuojamas vandenyje 4°C, 1624 val.

Pridéjus TCA rigsties (20%, m/v) | miSinj, iSsodinami baltymai ir nukleori-
gstys. Nuosédos pasalinamos po centrifugavimo (12 000xg, 4°C, 1 val)) ir
iSskiriamas polisacharidas i§ surinkto supernatanto 96% etanoliu (galutiné 58—
60% konc., -20°C, 16-24 val.). Tada polisacharidas surenkamas centrifuguojant,
jis istirpinamas vandenyje, perkeliamas j dializés Zzarng ir vandeniu vykdoma
dializé (4°C, 1624 val.). Galiausiai surinktas méginys iSdziovinamas Sal¢iu
(Alpha 2-4 LSCbasic, Martin Christ)?!7-218,

2.2.4.5.  Polisacharido skaidymas rekombinantiniu gp531

Isskirtas polisacharidas i§ Klebsiella sp. KV-3 bakterijy buvo naudojamas
kaip gp531 substratas vykdant depolimerazing reakcija. Reakcija atlickama 20
mM natrio fosfatiniame, pH 6 tirpale su 0,15—12 mg polisacharido ir 3-25 pg
gp531, 30°C 0,5-20 val. Tuomet reakcijos misiniuose slopinamos, praskiedus
méginius ACN iki 50%, o netirpios nuosédos paSalinamos i§ méginio po centri-
fugavimo 8 min, 12 000xg.

Supernatantas analizuojamas TLC ir HPLC-MS metodais, siekiant nustatyti
susidariusius junginius arba panaudojamas sacharidy modifikacijos reakcijoms.
Laukinio tipo (wt) polisacharidy hidrolizei naudojama atplauta Klebsiella sp.
KV-3 bakterijy biomasé, kuri buvo surinkta po 2 val., 2 ir 11 pary kultyvavimo.
Detalesnis procediiros aprasymas yra 2.2.3.3. skyrelyje.

2.2.4.6.  Sacharidy HPLC-MS analizé

Polisacharidy hidrolizés méginiai, komerciniai mono- ir disacharidai bei
chemiskai modifikuoti (redukuoti ir derivatizuoti) sacharidai buvo analizuojami
naudojant didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijos-masiy spektrometrijos
(HPLC-MS) sistema (Shimadzu), turincig fotodiody matricos (PDA) detektoriy
ir masés spektrometra (LCMS-2020, Shimadzu) su elektropurskimo jonizacijos
Saltiniu. Junginiy atskyrimas atliekamas naudojant C18 chromatografing kolo-
néle (3x150; Pack Pro C18, YMC) 40°C temperatiiroje ir judrigja faze, kurig
sudaré 0,1% skruzdziy riigsties arba 10 mM amonio karbonato vandeninis tirpa-
las (A) ir acetonitrilas (B). Eliucija buvo atlickama 12 min 5-95% gradiento
rezimu. Jony masiy matavimo sritis apémé 250-2 000 m/z ribas. Teigiama ir
neigiama jonizacija buvo vykdoma, esant 350°C temperatiirai jonizacijos celéje
ir #4500 V jtampai su N; dujomis, skirtomis méginio aerozolio gavimui ir
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i8dZiovinimui. Méginiy jonizacijos duomenys analizuojami naudojant ,,L.abSolu-
tions* spektrometrijos programing jranga.

2.2.4.7.  Sacharidy redukcija NaBH,

Polisacharido hidrolizés su gp531 produktai, gauti i§ 0,6 mg polisacharido
kiekio, buvo redukuojami tamsoje naudojant 0,15 M NaBH4, pagamintame 2,5
mM KOH bendrame 200 pL tirpale, 20 £3°C, 16 val. Po reakcijos, pridedama
15% méginio tirio 2 M acto riigsties.

L-fukopiranozé (L-Fucp), D-gliukopiranozé (D-Glcp), D-gliukopironuroniné
rugstis (D-GlcpA) ir D-celobiozé (D-Cell) buvo redukuojami su tris kartus
didesniu reduktoriaus moliy kiekiu ir naudojami kaip kontrolés. ISdziovinti
vakuuminiame koncentratoriuje (Speedvac SPD2010, Thermo Savant) ir istir-
pinti vandenyje méginiai buvo analizuojami TLC ir HPLC-MS.

2.2.4.8.  Sacharidy derivatizacija ANTS

Depolimerazés gp531 katalizuojamos polisacharido hidrolizés produktai (i§
12 mg, 25°C, 16 val.) derivatizuojami naudojant 250 pL tirpala, paruosta (1:1,
v/v) i8: 0,2 M ANTS (2,62 M acto rugstyje) ir 1 M NaCNBH3 (DMSO tirpi-
klyje). Derivatizacijos miSinys sumaiSomas su iSdziovintais reakcijos produktais
ir reakcija vykdoma 37°C iki 24 val. ISdZiovinus reakcijos mi§inj vakuuminiame
koncentratoriuje, susidare junginiai i§tirpinami vandenyje ir i§ jy esantis ANTS-
tetrasacharidas iSgryninamas chromatografijos biidu.

Kontroliniams sacharidams (L-Fucp, D-Glcp, D-GlcpA, D-Cell) derivatizaci-
ja ANTS buvo atlikta vykdant reakcija medziagos kiekio santykiu 6:5:25, atitin-
kanciu sacharida: ANTS: NaCNBH3. Galiausiai paruos$iami ANTS derivatizuoty
junginiy vandeniniai tirpalai tolimesniems tyrimams.

2.2.4.9.  ANTS-tetrasacharido gryninimas

ANTS modifikuotas tetrasacharidas (susintetintas, vykdant iSskirto KV-3
polisacharido skaidymg gp531 ir cheming modifikacija ANTS) buvo iSgrynintas
naudojantis chromatografine sistema ir paeiliui dvi, DEAE (Hitrap, GE
healthcare) ir nudruskinimo Sephadex SGI0 (Pharmacia Fine Chemicals,
Svedija), kolonéles. Pirmu etapu, jony mainy chromatografijos A ir B tirpalais,
pagal chromatografijos eliucijos/ gradiento Zingsnius: 0-50% gradientas su B
tirpalu per 8,2 CV; 50% B, 18,5 CV; 50-100% B, 8 CV; 100% B, 15 CV —
pasalintas nesureagves ANTS, matuojant Ases ir frakcijy grynumg jvertinant
TLC analize. Apjungus ir i8dZiovinus grynas frakcijas iki 0,5 mL, jame esantis
ANTS-tetrasacharidas buvo isgryninamas nuo didelés drusky konc. Siame etape
buvo naudojama SG10 kolonélé (10x370; 30 mL sorbento), praplauta 3 CV
vandens, o uZnestas méginys sudaré 3% CV. Vandeniu surinktos frakcijos,
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turincios maziausig drusky kiekj ir ANTS-tetrasacharidg panaudotos kitiems
tyrimams.

2.2.4.10. Sacharidy hidrolizé TFA rugstimi

Siekiant nustatyti oligosacharidy redukuojanti gala, gp531 reakcijos
katalizuojami produktai, jy NaBHy4 arba ANTS reakcijy metu susidare junginiai
ir ANTS-celiuliozé buvo 10—180 min hidrolizuojami 4,0 M TFA riigstimi, esant
90°C. Po hidrolizés, TFA rigstis buvo iSgarinama vakuuminiame koncen-
tratoriuje, o susidare junginiai iStirpinami vandenyje ir jvertinami TLC ir HPLC-
MS analizémis.

2.2.4.11. Santykinis gp531 aktyvumas skirtingomis sqlygomis

Siekiant jvertinti optimalias gp531 veikimo salygas, fermentinés reakcijos
buvo vykdomos 10-70°C ir pH 3-10 salygomis. Susidar¢ produktai anali-
zuojami TLC ir HPLC-MS metodais. Remiantis HPLC-MS duomenis (n=4),
apskai¢iuotas santykinio gp531 aktyvumo vidurkis, iSreikStas procentais su stan-
dartiniais nuokrypiais (£SD). Skai¢iavimams naudoti jony masiy signaly, 663" ir
687" m/z, atitinkan¢iy pagrindinj gp531 katalizuojamos polisacharido hidrolizés
produkta (tetrasacharida), intensyvumy ploty reik§més, atémus kontrolines, kai
HPLC sulaikymo laikas yra 2—4 min srityje.

Aktyvumo priklausomybe nuo temperatiiros jvertinancias reakcijas sudaré:
45 pg isskirto Klebsiella sp. KV-3 polisacharido ir 0,3 pug gp531 istirpinti 20
mM natrio fosfato, pH 6 tirpale. Reakcijos vykdomos 90 min, esant 10-70°C,
naudojantis PGR aparatu (Eppendorf, 5345 Mastercycler). Kontrolé¢ buvo mégi-
nys (20°C), kuriame fermentas iSveiklinamas, reakcijos laikui pasiekus <5 min.

Aktyvumo priklausomybe nuo pH jvertinanéias reakcijas sudaré: 75 pg
polisacharido ir 1 pg gp531 istirpinti 50 mM pH 3-10 tirpaluose (citrato, pH 3—
6; Tris, pH 7-9; natrio borato, pH 10). Reakcijos vykdomos 20°C, 16 val.
Neigiama kontrolé buvo reakcijos méginys be baltymo, iStirpintas 50 mM citra-
to, pH 3 tirpale.

Visuose méginiuose fermentas iSveiklinamas ACN, surenkama (8 min, 20°C,
12 000xg) tirpi frakcija ir analizuojama TLC ir HPLC-MS metodais.

3. REZULTATAI

3.1. RakK2 baltymy bioinformatiné analizé

Moksliniuose straipsniuose apraSyta, kad fagy adsorbcijos kompleksg suda-
rantys baltymai, ypa¢ uodegaspygliai ir ataugelés, jprastai formuoja homotrime-
rines struktiiras, todél naudojantis ,,AlphaFold2“ jrankiu atitinkamai buvo
modeliuojamos mono- ir trimerinés gp098, gp526-534 RaK2 baltymy struk-
tiiros. Struktiiriniy homology paieska PDB duomeny bazéje buvo atlikta ,,Dali*
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jrankiu, o pateiktos sekos iSanalizuotos ,,Hhpred“. Detalesni analiziy rezultatai
pateikti priede Nr. 1, o baltymy nustatyty domeny pozicija ir santykiniai dydziai
aminortigstimis pateikti 2P pav.
I3 ankstesniy RaK2 tyrimy!% yra zinoma, kad bent deSimt baltymy (gp098 ir
gp526-534) sudaro jo adsorbcijos kompleksa, todél Sia bioinformatine analize
buvo siekiama nustatyti baltymy struktiirinius elementus, kuriais galimai for-
muojama ilgoji Sakotoji ataugélé ir jvertinti jy biologines funkcijas. Siekiant
nuoseklesnio modeliy apraSymo ir sutelkiant démesj | esminius dalykus,
sugeneruoti modeliai buvo sugrupuoti } tris grupes, atsizvelgiant j baltymy
struktiirines sritis ir bendrg panaSumg su TSP baltymais. Taip pat jy patikimu-
mas buvo jvertintas pagal pLDDT skale (3P pav.), kuri rodo, kad maziausiai
patikimi struktiirinai elementai numatyti gp098, gp528 ir gp534 baltymams.
Panasumas, pagal kuri buvo grupuojami RaK?2 baltymy modeliai, yra susijes su
tipiniais TSP, kuriuos sudaro dvi pagrindinés dalys: ,,galva“, kurioje yra N-
terminaliniai domenai (NTD), formuojami i§ B-sumustiniy ir ,.kiinas®, kuriame
paprastai yra centrinis domenas (CD), atsakingas uz fermentinj aktyvumg ir
sudarytas i§ tvarkingai susijungusiy B-spiraliy, o gale yra C-terminaliniai
domenai (CTD), sudaryti i§ B-klos¢iy. Daznai Sias dvi baltymo dalis skiria
iSreiksta ,kaklo® struktiira — trigubos a-spiralés motyvas. Taigi, sumodeliuotos
struktiiros buvo sugrupuotos (21 pav.) j: A; — artimos TSP, taciau turin¢ios ma-
zai iSreikstg ,.kaklo® motyva (gp527 ir gp529); A, — panasSios | A; grupe, taciau
papildomai turin¢ios TSP nebtudingus CTD (gp530); B — panasios j TSP, taciau
su labiau iSreikstu ,.kaklo® motyvu ir daugiau nei du NTD turinéia ,,galvos*
struktiira (gp532-533); B, — panasSios | Bi, taciau N gale turinios ypac rysSky
,»kaklo“ motyvg ir ,,galvos* struktiiroje esancius keturis ar daugiau NTD (gp528
ir gp531); C — mazai panasSios ir bendrai issiskirianc¢ios unikaliomis baltymy
strukttiromis (gp098, gp526 ir gp534).

A grupés struktliros yra panaSiausios j tipinius TSP. Po vieng ir du NTD
atitinkamai turi gp529 su gp530 ir gp527, kurie sudaryti i§ trigubo B-klosciy
sumustinio ir atitinkamai homologiski CBA120 TSP1,4 ir TSP1,2 baltymy
savitiems D domenams?!!%¢-219220 Visiems Siems baltymams sumodeliuotas CD,
depolimerazinio aktyvumo regionas, sudarytas i§ trigubos P-spiralés, taciau
struktiiriniai homologai skiriasi. Jdomu, kad gp530 turi du CTD, kuriy pirmasis
suformuoja trikampe prizme i$ atskiry polipeptidy. Antrasis CTD2 yra homo-
logiskas TS L-formos ataugélés pbl C galo vidumolekulinio Saperono domenui
(endosaperonui), kuris skatina pbl susisukimg ir véliau yra atskeliamas, o likusi
natyvaus baltymo dalis, yra nustatyta®?!, kad saveikauja su oligomanoze. Taip
pat ijdomu, kad gp529 CTD yra homologiskas T4 gp9 baltymo C daliai,
atsakingai uz prisijungima prie ilgosios T4 uodegos ataugélés gp3422%. Tuo tarpu
gp527 CD ir CTD struktiiros yra panasios | CBA120 TSP4 C galo domeng?'.
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B1 grupés baltymai (gp532 ir gp533) iSsiskiria nuo A grupés tuo, kad turi
papildomai po du NTD ir CTD domenus, o ,,galvos“ struktiirg atskiria aiskus
trigubos a-spiralés motyvas. Tuo tarpu B grupés baltymai yra gp528 ir gp531,
kurie turi dar didesnj (iki 5 NTD) ,,galvos® domeny skai¢iy su dar labiau
iSreiks§tu a-spiralés motyvu, kuris gp528 atveju yra atskiriamas dvejomis
trimerinémis antiparalelinémis p-statinaités strukttiromis, kurias jungia triguba
kilpa. Baltymams gp531, gp532 ir gp533 numatyti po du domenus, homologis-
kus savitiems CBA120 TSP1-3 D1 ir D2, kurie sudaryti i§ triguby B-sumustiniy
ir atsakingi uz baltymo-baltymo saveika. NTD domenai, homologiski CBA120
TSP4 XD2 (T4 gpl0 D2 analogai), kurie sudaryti i§ triguby B-sumustiniy ir
saveikauja su D domenais, buvo nustatyti: po vieng gp532 ir gp533 baltymuose,
du — gp531 ir penki — gp52821:166219220 Visuose B grupés baltymuose taip pat
aptikta CD depolimerazés sritis, daugiausiai homologiska phi29 gp12?%3. Balty-
muose gp531 ir gp532 nustatyta po du CTD, kuriy pirmasis sudaro trigubg -
sumustinj ir homologiskas T4 gp9 sriciai, esanciai tarp dviejy gp9 baltymo-
baltymo sgveikos domeny??2. Tuo tarpu gp533 CTDI sudaro trikampe B-prizme,
homologiskg P22 gp9%, taiau ,,Hhpred* analizé parodé gp533 CTD1,2,3 seky
homologija CBA120 TSP2 C galui'®. Mazas modelio patikimumas buvo nusta-
tytas gp528 vieninteliam CTD (2P pav.), kuris struktiiriSkai homologiSkas
Clostridium histolyticum kolagenazés baltymui, kas veikiausiai rodo, kad gp528
CTD skatina bakteriofago prisijungima prie bakterijos?>*. Nejprasta struktiriné
homologija su tirozino fosfatazés baltymu matoma gp532 CTD22%. Like gp531
ir gp533 baltymy CTD yra struktariskai homologiski uodegaspygliy baltymams
kaip CBA120 TSP2, 3'96:220 jr phi92 gp150(nepublikuota)

C grupés baltymai turi unikaliausig struktiirg ir maziausiai panasiis jprastiems
TSP. Sios grupés baltymuose (gp098, gp3526 ir gp534) nebuvo nustatyta depoli-
merazés sritis CD, o struktiiriné homologija daugiausia siejasi su bakteriniais
baltymais. Tik gp526 ir gp534 nustatyti NTD domenai struktiiriSkai homologiski
atitinkamai CBA120 D1 ir D2. , AlphaFold2“ sumodeliavo gp534 trimering
,»stiebo® struktiira, kurios C galo domenas yra struktiiriSskai homologiskas zmo-
gaus ektodisplasinui, kuris pasiZymi receptoriy prijungianc¢ia savybe??®. Gp526
,kiing* sudaro du trikampiai??’ ir du B-sumustinio domenai. Pirmasis i§ pastary-
ju yra strukttiriSkai homologiskas bioplévelés glikanus modifikuojancio fermen-
to WceF (Pantoea stewartii) C galui®®®, o antrasis — fago phiAB6 TSP (4. bau-
mannii)**°. Mazo patikimumo modelis buvo sugeneruotas gp098, tikétina, dél jo
unikalios aminoriig§¢iy sekos, kuriai panasiy struktiry dar néra nustatyta.
Didesniu patikimumu sumodeliuotas gp098 C galas, sudarytas i§ penkiy anti-
paraleliy B-kloséiy su paraleliu B-kloséiy B-spiralés motyvu ir B-sumustinio
domeno, kuris turi struktiring homologija su P. aeruginosa R2 piocino ataugéle,
pasizymin¢ia RBP savybémis?*,
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Taigi, visi sugeneruoti RaK2 baltymy struktiiriniai modeliai yra savitai uni-
kaliis ir pasizymi tiktai struktiirine domeny ar jy daline homologija nustatytoms
baltymy struktiiroms PDB duomeny bazéje. Tik gp527, turi beveik viso baltymo
artimg struktiirinj homologg. Baltymo gp527 trimeriné , ktino* dalis, be NTD,
artimai persidengia su CBA120 baltymu TSP4AN.
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21 pav. RaK2 baltymy bioinformatiné analizé: ,,AlphaFold2* trimeriniai baltymy
modeliai (a) ir baltymy monomerai su pazymétais homologiskais struktiiriniais motyvais,
nustatytais ,,Hhpred® ir ,,Dali jrankiais (b). Spalvos Zymi: (a) geltona, Zydra ir pilka —
atskirus polipeptidus; (b) roziné — ,inkaro*“ domena, dalyvaujantj ataugélés prijungime
prie bazinés plokstelés; mélyna ir violetiné — XD2 ir XD3, homologiskus T4 gpl0 D2 ir
D3; oranziné, geltona ir raudona — D1, D2 ir D3’, homologiskus CBA120 savitiems N
galo domenams; Zalsva — depolimerazés sritis, sudarytus i§ B-spiraliy; Zydra ir melsva —
C-galinius; pilka — tarpdomenines jungtis arba sritis, homologiskas kitiems bakteriofagy
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kilmés baltymams. Struktiirinés grupés: A1 — panasus j tipinius TSP; Az — panaSts | A;
grupés baltymus, tik C gale turi endoSaperona; B — tipiniai TSP su baltymy prisijungimo
domenais (Bi-2) ir turintys ypa¢ isreikstas trigubos a-spiralés sritis (B2); C — nepanasas j
TSP ir unikalios struktiiros.

Kadangi gp530C struktiira pasizymi homologija endoSaperonui, kuris fagy
baltymuose dazniausiai yra proteolitiSkai atskeliamas, todél gp530 aminoriig§éiy
seka buvo analizuojama ,,MMAFT* bioinformatiniu jrankiu, palyginant ja su
kitais baltymais: GA1 gp12, ®K1-5 gp46, K1E endoNE, ®63D endoN, T5 pbl,
29 gp12, PZA gpl12, B103 gpl2 ir K5 KIfA?3!. Nustatyta, kad gp530 taip pat turi
konservatyvias endoSaperonui biidingas sritis (4P pav.), i§ kuriy trijose yra
identi§kos aminortigStys. Viena i$ jy — serinas, VSDENYK (gp530) sekoje, ku-
rioje yra proteinaziy taikinys tarp serino ir asparto r., o tai reiSkia, kad gp530
endoSaperonas tikriausiai taip pat nuskeliamas.

3.2. Rekombinantiniy RaK2 baltymy sintezé ir gryninimas

Adsorbcijos komplekso tyrimo metu, siekiant istirti jame esanciy ilgujy
ataugeliy baltymy sudétj ir galimg aktyvuma, buvo klonuojami RaK2 genai,
koduojantys gp098 ir gp526—532 baltymus. Jy amplikonai buvo padauginti
vykdant PGR su atitinkamais pradmenimis (2 lent.) ir jterpti | geny ekspresijos
vektorius pET16b ir pET28b, siekiant sukurti rekombinantinius baltymus su
Hisx10 ir Hisx6 inkarais (His-Tag), esanéiais polipeptidy N galuose. Sis
rekombinantiniy baltymy kiirimas buvo pagristas supratimu, kad virusy uodegos
ataugéliy baltymy C galuose yra domenai, skatinantys polipeptido tikslinga
susisukima ir baltymo oligomerizacija, todél N gale jvesta modifikacija galimai

tlirés mazesne jtakg jo struktiirai ir savybéms!%183232,

Taigi, siekiant iSgauti didelius tirpaus rekombinantinio baltymo kiekius,
biosintez¢ buvo indukuojama jvairiomis sglygomis: naudojant skirtingas E. coli
DE-3 geny raiskos padermes (HMS174, Rosetta, Arctic Express ir ER2566);
palaikant pastovia 17-30°C temperatiirg ir 0,5-1,0 mM IPTG induktoriaus
koncentracija; vykdant indukcijg 16-21 val. Kita vertus, tik gp526 ir gp531-533
rekombinantiniai baltymai buvo sintetinami tirpts, kai indukcija buvo vykdoma
(3 lent.) E. coli Rosetta (DE3) arba HMS174 (DE3) paderméje su 0,5-1,0 mM
IPTG, esant 17-30°C apie 17-21 val.

Siekiant pagerinti likusiyjy baltymy, gp098, gp527, gp528, gp530 ir gp534,
tirpuma, sukurti rekombinantiniai variantai, turintys nepilng aminortig§¢iy seka,
atitinkancia polipeptido tik N arba C gala (3 lent.). IS penkiy baltymy, tik
gp098C ir gp528N buvo sintetinami tirpiis, atitinkamai vykdant indukcija
Rosetta (DE3) ir HMS174 (DE3) padermése su 0,8—1,0 mM IPTG, esant 20—
25°C ir apie 18 val. Like nepilnos sekos gp527C, gp530C ir gp534C buvo
netirpiis, taCiau buvo iStirpinti ir i§gryninti denatliruojanciomis sglygomis,
naudojant karbamidu praturtintus tirpalus A1k/B2k. Nepaisant sékmingo balty-
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my gryninimo, jie pasizyméjo agregacija po renatliracijos proceso, atlikus
dializg tirpale be chaotropinio junginio.

3 lentelé. RaK2 rekombinantiniy baltymy, jy indukcijos ir gryninimo parametrai.

M, kDa Indukcijos salygos Baltymy
ep wt RB H;FI\? ’ Oté Aht’ Pagirglé’ p}?gr}_{’ %ri?r?;ﬁls Produktas | Zyrnuo
098 62,9 263 1 22 18 Rosetta 28b B2 His6::pA(1-228) | gp098C
526 63,1 66,1 1 20 18 Rosetta 28b B2 His6::p | gp526
527 79,5 21,6| 0,5 30 18 Rosetta 28b B2k His6::pA(1-538) | gp527C
528 121,8 46,3 | 0,8 25 18 HMS174 16b Bl His10::pA(373-1113) | gp528N
529 62,5 649 0,5 17 17 Rosetta 28b B2 His6::p | gp529
530 86,1 29,7 0,5 30 18 Rosetta 28b B2k His6::pA(1-537) | gp530C
531 97,8 100,3| 0,5 17 19 Rosetta 16b B3 His10::p | gp531
532 87,3 898 1 30 17 HMS174 16b Bl His10::p | gp532
533 82,8 854 0,5 30 21 Rosetta 16b B2 His10::p | gp533
534 70,8 284 | 0,5 30 18 Rosetta 28b B2k His6::pA(1-441) | gp534C

M — molekuliné mas¢, gp — geno produktas; wt — laukinis tipas; RB — rekombinantinis baltymas; At
— indukcijos trukmé; pDNR — plazmidinis geny raiskos vektorius (pET16b arba pET28b);
gryninimo eliucijos tirpalai: Bl — 25 mM Tris 0,7 M imidazolas (ImH), pH 8,0; B2 — 50 mM Tris
0,5 M ImH, pH 8,0; B2k — B2 praturtintas 6 M karbamidu; B3 — 20 mM natrio fosfatas, 0,7 M
ImH, pH 8,0; His6/10 — Sesiy/deSimties His liekany peptidinis inkaras; p — baltymas; C arba N
zymuo — mutantinio baltymo (nepilnos sekos baltymo C arba N galo dalis) zyméjimas tekste.

Atlikus iSgryninty baltymy SDS-PAGE, PAA gelyje matyti, kad kartu su
gp530C i§grynintas papildomas baltymas, kurio molekuliné masé (=13 kDa) yra
dvigubai mazesné (22 pav.).

ap 22 pav. ISgryninty
[ 098C 526 527C 628N 529 530C 531 532 533 5?40‘..M'HkDa RaK2  rekombinantiniy
i S 180 b.alltymu SDS-PAGE ana-
| — w100 lizé 14% PAA gelyje; po
' - TN W 0 1-5 g baltymo. M — bal-
S . % 55 tymy molekulinés masés
: : W 40 zymenys (#26616).
: 35
" - e -25
o 4
— -15
-
10

Tikétina, tai yra susij¢ su gp530 struktiiroje esancia proteinaziy taikinio seka
endoSaperone (4P pav.), kas jgalina rekombinantinio gp530C proteolizés metu
susidaryti dviems vienodos molekulinés masés baltymams (=14,6 kDa), i$ kuriy
vienas, su His-inkaru, buvo matomas PAA gelyje po gryninimo. Galiausiai, is-
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gryninti baltymai buvo panaudoti kaip antigenai triusiy imunizacijoje, siekiant
iSgauti atitinkamus antiserumus.

3.3. RakK2 baltymuy biosintezés ,,Western blot* analizé

ISskirti antiserumai prie§ rekombinantinius baltymus (gp098C, gp526,
gp527C, gp528N, gp529, gp530C, gp531-533 ir gp531C) buvo naudojami
»Western blot™ tyrime, siekiant patikrinti reaktyvuma prieS RaK2 baltymus.
Analizé parodé (23 pav.), kad visi iSskirti antiserumai buvo reaktyviis pries
atitinkamus antigenus (rekombinantinius baltymus), o RaK2 viriono strukttiroje
(fago suspensijoje) reaktyvis buvo tik antiserumai, kuriy antigenai buvo iSgry-
ninti nedenattiruojanciomis salygomis. Antiserumai prie§ gp527C, gp530C, ir
gp534C nerodé aktyvumo RaK2 suspensijose, net jei fago ir pirminiy antikiiny
kiekis buvo =10 karty didesnis. Tikétina, tai gali biiti susij¢ su agreguojanciy
baltymy savybémis, kas turi jtakos antiserumo susidarymui imunizacijos metu —
antiklinai pasizymi erdviniu atpazinimo epitopu, kurio strukttira pakinta vykdant
SDS-PAGE.

Idomu, kad anti-gp534C rodé sgveika su RaK2 suspensijoje esanciu ~150
kDa baltymu. Tikétina, tai atitinka nepilnai denattiravusio gp534 dimerg (142
kDa), nes antigeno méginyje taip pat matoma sgveika su du kartus didesnés,
negu gp534C, molekulinés masés baltymu. Taip pat buvo matomas gp531 ir
gp532 kryzminis aktyvumas su anti-gp532/531, o tai galbit susije su esancia N
galo srities didele homologija tarp baltymy (1-330:5-322 aminoriig§Ciy sritys,
41% identiskumas pagal ,.Blastp* analizg).

kDa M 526 ¢ M528N¢ M 529 ¢ M 531 ¢ kbDaM532 ¢ M 533 ¢ M098C ¢ M 527C ¢ M 530C ¢ M 534C ¢
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23 pav. RaK2 struktiiriniy baltymy ,,Western blot™“ analizé. Rekombinantiniai
baltymai gp526, gp528N, gp529, gp531-533, gp098C, gp527C, gp530C ir gp534C (4—
1130 ng) buvo naudojami kaip teigiamos kontrolés; ¢ — iSgryninto RaK2 suspensija (1,5—
19,1-10% pfu); M — baltymy molekulinés masés Zymenys (#26616). SDS-PAGE analizéje
naudotas 4-18% gradientinis skirstomasis PAA gelis.

ISskirti ir aktyvis antiserumai buvo panaudoti RaK2 tiriamyjy baltymy
biosintezés jvertinimui. Biosintezé buvo tikrinama atliekant ,,Western blot™ ana-
lizg¢ su RaK?2 infekcijos méginiais, surinktais kas 10 min po Klebsiella sp. KV-3
bakterijy uzkrétimo bakteriofagu (24 pav.).
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(a) _RB ¢ 10' 20' 30' 40' 50' 0 24 pav. Bakteriofago RaK2 baltymy
biosintezés ,,Western blot“ analizé.
Naudoti antiserumai, iSgauti prie§ pilnos
(a) ir nepilnos (b) sekos rekombinanti-
- = nius baltymus (RB). Klebsiella sp. KV-3

o——  ——

- - — meéginiai prie§ (0) ir po 10-50 min
RB_10' 20' 30'40' 50' 0 ¢ infekcijos su i§gryninta RaK2 suspensija,
gp529- g - s  kuri taip pat buvo naudojama kaip teigia-
55 kDa- ' ma kontrolé (¢). Baltymy molekulinés
100 KDa- masés Zymeny (#26616) dydZziai pateikti
gp532- e A /h. ;v)ave'lksl'el'lc;( kalreji:{. Ig/lzelyno's rod}'/%des
(b) RE ‘1"0" 20 30" 40' 50° 0 & zymi at.ltln amus Ra wt 1r nepi nus
rekombinantinius baltymus membranoje.
5%%3{ g 7 SDS-PAGE analizéje panaudotas 10%
skirstomasis PAA gelis.
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1l i i
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Nustatyta, kad tirti RaK2 baltymai yra sintetinami jau po 30—40 min nuo
infekcijos pradzios, tai reiskia, kad Siy struktiiriniy baltymy genai yra nura§omi
nuo vélyvyjy promotoriy, kadangi ankstyvieji promotoriai veikia pirmosiomis
infekcijos minutémis. Daliai tiriamyjy baltymy, gp098, gp528, gp529 ir gp532
(24 pav.), buvo pritaikytas iki 1 000 karty jautresnis ,,Western blot* metodas,
taciau buvo matomas didesnis aktyvumas fonui, bet ne tiksliniams baltymams.
Tikétina, tai yra susij¢ su prastu struktiiriniy ir nepilno dydzio rekombinantiniy
baltymy imunogeniskumu.

3.4. RakK?2 infekcijos ir adsorbcijos slopinimas

Isskirti polikloniniai antiserumai buvo panaudoti RaK2 baltymy, atsakingy
uz Klebsiella sp. KV-3 bakterijy uzkrétima, nustatymui. Siy baltymy blokavimas
atitinkamais antiserumais turéty pasireiksti reikSmingu infektyvaus bakteriofago
kiekio sumazéjimu. Vykdant RaK2 baltymy blokavimg antiserumais, nustatyta,
kad RaK2 gp098 ir gp531 yra kritiSkai reikSmingi bakteriofago infektyvumui
(25 pav.). Pastarasis yra slopinamas daugiau nei =400 000 karty, arba 1 pL
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antiserumo nuslopina daugiau nei =4,5-10° RaK2 viriony. Taip pat reikSmingas
ir nezymus pokytis yra stebimas veikiant RaK2 antiserumais, iSskirtais pries
gp532 (p=0,00016) ir gp533 (p=0,017), kas atitinkamai gali buti susij¢ su
kryZzminiu antiserumo aktyvumu ir nespecifiniu RaK2 slopinimu.
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RaK2 slopinimas antiserumais prie$ atitinkamus baltymus

25 pav. RaK?2 infekcijos slopinimas antiserumais, i$skirtais pries atitinkamus RaK2
bakteriofago baltymus. Duomenys isreiksti reikSmiy vidurkiais su +SD (n=4), o in-
fekcijos slopinimo reik§mingumas jvertintas ,,Stjudento® t-testu (tarp kontrolés ir: *, p
< 1107 #* p=0,00016; ***, p=0,017).

Nustacius, kad gp531 ir gp098 uzblokavimas virione ypac slopina RaK2
infekcija, buvo atliktas adsorbcijos slopinimo tyrimas (26 pav.), kuriuo siekta
patvirtinti, kad pastarieji baltymai atsakingi uz fago prisijungima prie bakterijos.

Pokyc¢io reikSmingumas tarp:
100- AirB p< 1,8E-6
BirC p<65E-6
BirD p<45E-6
. 80. BirE p=0,39
S [ 1¥68% CirD Sr-o,zo
4 -65,1%
] J
< 60 +37,6%
N
4
& 40
% I TG
i
S| A € D
“o(LB) KV-3+@ (kontrolé) ~ KV-3+gp531+¢p KV-3+gp098C+gp531+¢p KV-3+gp098C+¢

26 pav. Rekombinantiniy gp098C ir gp531 baltymy netiesioginé jtaka bakteriofago
RaK2 adsorbcijai. Rodyklés su reik§Smémis Zymi procentinj laisvo bakteriofago kiekio
pokytj, ¢ — iSgryninta RaK2 suspensija (1,2-10°+11% pfu). Duomenys pateikti reik§miy
vidurkiais su #SD (n=6), o poveikio reikSmingumas (uzbriuks$niuota dalis) jvertintas
»Stjudento® t-testu.
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Tyrimo metu, Klebsiella KV-3 bakterijos paveikiamos pastaraisiais
rekombinantiniais baltymais ir véliau bakteriofagu. Taigi, Klebsiella sp. KV-3
bakterijos buvo atskirai veikiamos gp098, gp531, ir jy miSiniu, o véliau ir
vienodu RaK?2 kiekiu. Nustacius laisvo arba nesiadsorbavusio fago kiekj, buvo
jvertinamas, baltymy poveikis RaK2 adsorbcijai, lyginant su kontrolémis: (i)
tyrimams panaudotas pirminis bakteriofago kiekis; (ii) po RaK2 adsorbcijos ant
baltymais nepaveikty bakterijy panaudoto pirminio kiekio likutis. Teoriskai, jei
atitinkamas baltymas yra esminis vykdyti bakteriofago prisijungima (adsorbcija)
prie bakterijos, tai Siuo baltymu paveiktos bakterijos sumazinty bakteriofago
prisijungimo galimybes, vadinasi — laisvo bakteriofago kiekis turéty padideti,
lyginant su baltymu nepaveiktomis bakterijomis.

Tyrimo salygomis nustatyta, kad vidutiniskai 65% bakteriofago kiekio
adsorbuojasi ant KV-3 bakterijy (26 pav.). Lyginant su kontrole, rekombinan-
tiniu gp531 paveiktos bakterijos lemia apie du kartus (+38%) didesnj laisvo fago
kiekj, kas rodo, kad gp531 dalyvauja pirminéje sgveikoje su KV-3 bakterija.
Nors po bakterijy paveikimo tiek gp098C baltymu, tiek kartu su gp531 matomas
nezenklus padidéjimas, taciau abiem atvejais su gp098C susije pokyciai néra
statistiSkai reik§mingi (p>0,2).

Darant prielaida, kad rekombinantinis gp098C yra taisyklingai susisukgs ir
veiklus, o taip pat RaK2 infekcija yra stipriai slopinama, blokuojant virusa anti-
gp098 (25 pav.), tikétina, kad fagas sgveikauja su bakterija per koordinuotg
gp531 ir gp098 baltymy veikima. Kadangi RaK2 adsorbcijos tyrimo metu nusta-
tyta (26 pav.), kad gp098 netiesioginé jtaka yra nereikSminga, vadinasi, pirminis
salytis su bakterija vyksta per gp531, kuri leidzia jvykti gp098 saveikai ir
bakterijy uzkrétimui.

3.5. RaK2 Zyméjimas aukso nanodalelémis ir mikroskopinés analizés

Siekiant jvertinti bakteriofago RaK2 tiriamyjy baltymy i$sidéstyma viriono
struktiiroje, buvo atliktas imunologinio zyméjimo tyrimas ir TEM analizé. Fagas
buvo zymimas auksu konjuguotais antiklinais, kurie sgveikauja su pirminiais
antikiinais (antiserumais), atitinkamai prijungtais prie RaK2 baltymy.

Siekiant jvertinti baltymy kopijy skaiéiy ilgosiose RaK2 uodegos ataugélése,
buvo atlikta RaK2 viriony, Zyméty aukso (Au) nanodalelémis su antiserumu
pries gp531, TEM mikrografijy analizé. 1§ viso, 238 mikrografijos buvo
atrinktos analizei pagal du kriterijus: fago adsorbcijos kompleksas negali liestis
su kitais virionais; mikrografijose virionai turi prisitvirtinusias <45 Au
nanodaleles. Taigi, buvo apskai¢iuojamas Au nanodaleliy skaiciaus vidurkis i$
ju dazniy piky (x=1/n-"2i(x;'vi), i=1, kur X — Au daleliy skai¢iaus vidurkis; x —
daleliy skaicius; v— daznis, n — visy pike analizuoty nuotrauky skaicius). Verti-
nant imuno-zyme¢jimo tendencija i§ reikSmiy vidurkiy, aritmetinés progresijos
salyga [x,=x;+(n—1)-d] nustatyta (27 a pav.), kad jos skirtumas yra d =6 (27 b
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pav.), o tai atitinka RaK2 LTF skaiciy adsorbcijos komplekse. Vadinasi, aukso
daleliy zyméjimas pasikartoja kas Sesis vienetus, o tai reiskia, kad tik viena
gp531 baltymo kopija yra vienoje RaK2 LTF, o Au daleliy skaiciaus kitima
papildomai lemia antiserume esanciy polikloniniy antikiiny skirtingy epitopy
sgveika su tuo paciu baltymu.

35 Daleliy sk.
a =

(a)so /\ (b ) vidurkis d

8 2

525 b 7,78 578 6

S0 ¢ 139 612 6

° d 2043 6,53 7

£ 15 b e 2638 595 6
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3 H H g 45 68 6 g
% 5% /\—
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Aukso daleliy skaicius virionui

27 pav. RaK2 viriony su imuno-zymétomis Au nanodalelémis prie§ gp531 TEM
mikrografijy analizé: (a) 238 atrinkty mikrografijy aukso daleliy pasiskirstymo daznis
ant RaK?2 viriony; (b) lentelé, kurioje pateikta Au Zyméjimu tendencijos jvertinimas i§
daleliy skaiciaus vidurkiy pikuose ir apskaiciuotais aritmetinés progresijos skirtumais d.

Atlikus RaK2 likusiy baltymy imuno-zyméjima Au nanodalelémis, matomas
gp526-534 iSsidéstyms adsorbcijos komplekso Sakotyjy ilgyjy uodegos
ataugéliy srityje (28 a—i pav.). Kita vertus, gp098 buvo dazniausiai pazymétas
(28 j pav.) ant susitraukusig uodegéle turinéiy viriony, skirtingu atstumu nuo
uodegos vamzdelio galo (8—46 nm; n = 44, 5P pav.), kas leidzia manyti, kad tai
yra dinamiska struktiira, kurios pokyciai lemia fago uodegélés susitraukima
(tikétina, kad antikiny sgveikos su gp098 sukeltas poveikis panasus j viruso
adsorbcijos metu jvykstantj). Atsizvelgiant | RaK2 adsorbcijos ir jo infekcijos
slopinimo tyrimy rezultatus, tikétina, kad gp098 yra atskiras bazinés plokstelés
baltymas, nejeinantis j ilgosios ataugélés struktiirg. Tuo tarpu, greta uodegos
vamzdelio galo, proksimalingje LTF dalyje, buvo matomas gp528 zyméjimas.
Tai reiskia, kad gp528 yra pirmasis prisijungiantis prie RaK2 bakteriofago
bazinés plokstelés baltymas, kuris tikriausiai veikia kaip platforma ilgosios
ataugélés susirinkimui.

TEM mikrografijose taip pat matoma, kad Sakotosiose ilgosiose RaK2 uode-
gos ataugélése gp526, gp527 ir gp532 (28 a, b, g pav.) iSsidéste medialinéje
LTF dalyje, gp530 ir gp531 (28 e, f pav.) — labiau distalinése srityse, o gp529 ir
gp533 (28 d, h pav.) iSsidéstymas néra aiskus, taciau Zyméjimas rodo mazesne
tendencija proksimalinéje LTF srityje. IS visy labiausiai nutolgs nuo bazinés
plokstelés centro, per 82 +£8,1 nm (n=32), terminalinis ataugélés baltymas, buvo
pazymeétas gp534 (28 i pav.).
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28 pav. RaK2 viriony, imuno-pazZyméty su aukso nanodalelémis (10 nm) pries: (a)

gp326, (b) gp527, (¢) gp528, (d) gp529, () gp530, (f) gp531, (g) gp332, (h) gp533, (i)
gp534 ir (j) gp098, TEM mikrografijos. Mastelis atitinka 100 nm.

Siekiant geriau jvertinti gp534 pozicijg, buvo atlikta AFM analizé.
Pirmiausia tai atskleidé (29 pav.), kad RaK?2 Sakotoji uodegos ataugélé néra
tiesios struktiiros ir baigiasi i$sikiSusia cilindro formos galtine (protrusion).

29 pav. RaK2 AFM
analizé. Viriono (a) Sako-
tosios uodegos ataugélés
iSmatuoti dydziai (b): 32
+5,1 nm (n=68) galiné
(A); 75 6,5 nm (n=32)
ataugéle (B); 2 +0,3 nm
(n=8) galtinés plotis (C).
Mastelis atitinka 50 nm, o
spalvos gradientas — struk-
(b) taros aukstj (0~70 nm).
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ISmatuotas Sakotosios ataugélés ilgis (75 +6,5 nm, n=32) yra artimas auksu
zymeéto gp534 TEM analizés metu nustatytui atstumui (82 +8,1 nm, n=32; 29 b
pav.), o AFM matomos galiinés ilgis ir plotis panastus i sumodeliuoto gp534
dydzius: 38,6 ir 2,0-5,3 nm, kas rodo, kad galtinés struktiirg sudaro gp534.

3.6. Klebsiella sp. KV-3 K-serotipas ir jo polisacharido sudétis

Klebsiella sp. KV-3 bakterijy cps geny sankaupa buvo analizuojama naudo-
jant ,,Multigeneblast™ bioinformatinj jrankj, siekiant nustatyti bakterijy polisa-
charido serotipg ir jvertinti jo sandarg. ISskirtas ir Zinomos sandaros polisacha-
ridas papildomai leis tirti depolimerazinj specifiSkuma RaK2 baltymuose. I$
NCBI duomeny bazés buvo paimtos visos 81-g skirtinga c¢ps regiong turincios
sekos, atitinkancios skirtingus Klebsiella spp. K-serotipus, kuriy kapsulés poli-
sacharidy struktiiros (2P lent.) yra pateiktos ,,K-Pam“ duomeny bazéje. Pasi-
rinktos kapsulés polisacharidy sintezés, cps, sritys buvo panaudotos kaip seky
palyginiai, siekiant iSanalizuoti atitinkama Klebsiella sp. KV-3 sritj.

»~Multigeneblast analizé atskleidé, kad KV-3 bakterijy cps sritis yra
artimiausia K. pneumoniae K54 serotipui: 99-100% seky identiSkumas tarp
homologiniy baltymy (30 pav.). Kitas artimas cps homologas yra K. prneumo-
niage K16 (61-100%), kuriame yra papildomi glikozilo ir acetilo transferaziy
genai, 0 koduojami Wzx ir Wzy baltymai neturi homologijos su K54 serotipu.

wel
terC  galF cpsACP wzi wza wzb wzc welU wzx wzy weoSgmd weaG weal weaJ gnd manC manB ugd 100%
ST D) IED ED I D DD DD D I EnEm - P 0%

96-98%

91-94%

61-64%
<27%

[_>be homologijos

30 pav. Klebsiella sp. KV-3 cps geny sriciy palyginimas su artimiausiais K54 ir K16
homologais. Koduojancios sekos pazymétos rodyklémis, kuriy spalvos atitinka homo-
logiSkumo dydj pagal KV-3 serotipg. Santrumpos, gt, at ir hp, atitinkamai reiskia
glikozilo, acetilo transferaziy ir hipotetinio baltymo koduojancias sritis.

Papildomai Klebsiella sp. KV-3 serotipas buvo patvirtintas, naudojantis
atvirojo kodo informatinius jrankius K-Pam®’ ir Kaptive*'?. Taigi, KV-3 bakte-
rijos atitinka Klebsiella K54 serotipg, kurio kapsulés polisacharido strukttira
buvo nustatyta ir validuota Nyderlandy karalystés mokslininky®*?**. Sig struk-
tira sudaro pasikartojantis vienetas (tetrasacharido lickana), susidedantis i§ D-
gliukurono rugsties, L-fukozés, ir dviejy D-gliukozés liekany. Polisacharidas
papildomai turi acetilo grupés modifikacijas ant fukozés liekanos, kas antrg
pasikartojancio vieneto zingsnj (6P pav.).

Siekiant jvertinti polisacharido sudétj ir depolimerazinj aktyvuma, iSskirtas
KV-3 kapsulés polisacharidas buvo veikiamas iSgrynintu RaK2 gp531 ir
susidarg¢ produktai analizuojami TLC ir HPLC-MS metodais. TLC analizé
atskleidé, kad gp531 skaido polisacharida, formuodamas keleta skirtingo poli-

72



merizacijos laipsnio produkty, kas reiskia, kad tai yra endogeniSkai polisacha-
ridg skaidanti depolimerazé (31 pav.).

31 pav. Isskirto polisacharido (Klebsiella

sp. KV-3) skaidymo RaK2 gp531 TLC

analizé: 1 — didesnio polimerizacijos laips-

oy nio oligosacharidai; 2 — galutinis reakcijos

2 produktas, viengubg pasikartojantj vienetg

atitinkantis oligosacharidas; L-Fucp -

1 fukoze; D-Glep — gliukozé; D-GlepA —

gliukurono r.; PS — i§skirtas polisacharidas.

Naudota TLC judri fazé¢ ir leidimo

N . ) . ‘ trukmé: 1-proOH: EtOAc: dH,O (6:1:3) ir

lp lp l\xl 1:3;\‘ 20 min.
S 09\00,0\09 ?6?6"996

-

HPLC-MS analizés masiy spektre (32 pav.) aptikti trys skirtingo intensy-
vumo pikai, atitinkantys 664, 1310, ir 1956 Da molekulinés masés junginius,
kurie sutampa su K54 polisacharido hidrolizés produktais be acetilo grupiy
modifikacijos. Pagrindinis produktas (4P lent.) yra tetrasacharidas, polisachari-
do monomeras (M), o kiti yra dimeras ir trimeras, atitinkantys oktasacharidg
(M) ir dodekasacharidg (Mm).
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32 pav. Klebsiella sp. KV-3 polisacharido gp531 katalizuojamos hidrolizés produkty
HPLC-MS masés spektras neigiamoje jonizacijoje (250-2 000 m/z).

Nors HPLC-MS analizés rezultatai rodo, kad gp531 yra KV-3 polisacharido
hidrolazé, tadiau katalizés metu susidar¢ produktai neturéjo acetilo modifika-
cijos, kuri buvo nustatyta K54 serotipo polisacharide. Siekiant tai paaiskinti,
polisacharido hidrolizé buvo vykdoma tiesiogiai veikiant KV-3 bakterijy
biomases, besiskiriancias auginimo trukme. Atlikus HPLC-MS analizg paaiskéjo
(33 a pav.), kad $vieziai auginamos Klebsiella sp. KV-3 bakterijos (37°C, 190
min’!, 2 val.,, ODgoo 2,5) sintetina pilnai acetilintg polisacharidg, nes masiy
spektre matomi 705 ir 1393 m/z signalai, atitinkantys pilnai acetilintus tetra- ir
oktasacharidus.

Tuo tarpu bakterijy, auginty dvi paras be kratymo (37°C), wt polisacharidas
buvo dalinai acetilintas (33 b pav.), nes nebuvo aptiktas 1393 m/z signalas.
Vietoje jo, atsirado papildomi signalai, 1351 ir 1309 su 654 m/z, atitinkantys
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monoacetilinta ir nemodifikuota oktasacharidus. Salia 705 m/z taip pat matomas
ir neacetilinto tetrasacharido 663 m/z signalas. Galiausiai, po 11 pary inkubaci-
jos, polisacharido struktiiroje nebuvo aptiktas acetilinimas (33 ¢ pav.), kas
atitinko i8skirto polisacharido analizés duomenis (32 pav.).
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33 pav. Klebsiella sp. KV-3 kapsulinio polisacharido gp531 katalizuojamos
hidrolizés produkty HPLC-MS analizés masés spektrai (250—2 000 m/z). Svieziai
uzaugintos (a) ir inkubuotos 2 (b) ir 11 (c¢) paras/-y be kratymo KV-3 bakterijy biomasés,
naudotos kaip polisacharido Saltinis. Mélynos linijos Zymi santykinj neigiamai jonizuoty
junginiy masiy signaly intensyvuma.

Taigi, Klebsiella pneumoniae KV-3 izoliato kapsulé sudaryta i§ K54 serotipo
polisacharido, kurio acetilinimas neturi slopinamojo poveikio RaK2 gp531
vykdomai hidrolizei. Taip pat susidar¢ produktai HPLC-MS analizés budu yra
aptinkami teigiamos jonizacijos spektre (7P pav.). Papildomai parodyta, kad po-
lisacharidas bakterijose yra pirmiausia sintetinamas visiskai acetilintas, o deace-
tilinimas aptinkamas po bent dviejy pary bakterijy kultyvavimo.

3.7. RaK2 depolimeraziy charakterizavimas

ISgryninti pilnos sekos RaK2 baltymai, gp526, gp529, gp531-533, buvo
panaudoti skaidriy zony teste, siekiant jvertinti jy depolimerazinj aktyvuma prie$
Klebsiella KV-3 bakterijas. I§ tirty rekombinantiniy baltymy tiktai gp531 pasi-
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zymejo depolimeraziniu aktyvumu (34 pav.). Tikétina, kad like baltymai susije
su skirtingu depolimeraziniu specifiSkumu, lemianciu fago daugiavalentiskuma,

todél buvo atliktas skaidriy zony testas kitoms Klebsiella sp. paderméms. Vis
délto, Klebsiella KV-1, K. oxytoca ATCC 8724, K. pneumoniae ATCC BAA-
1705 ir K. pneumoniae 279 bakterijoms atliktas testas neparodé teigiamy
rezultaty tiek rekombinantiniy baltymy depolimeraziniam aktyvumui, tiek RaK2
infektyvumui.

34 pav. Depolimerazés gp531
aktyvumo ir iSveiklinimo tyrimai skai-
driy zony testu ant Klebsiella KV-3
bakterijy sluoksnio. TK1 — pirmoji tei-
giama kontrole, gp531 pradinis mégi-
nys (4 pg); NK — neigiama kontrolé,
LB terpé; TK2 — antroji teigiama
kontrolé, pradiné RaK2 suspensija (10°
pfu).

Papildomai buvo jvertintas gp531 i$veiklinimas kar$c¢iu (34 pav.), kurio
metu méginys buvo veikiamas 15 min 46—-66°C temperatiiromis ir atlickamas
skaidriy zony testas, o iSgryninto RaK2 suspensija naudojama kaip kontrolé.
Susilpnéjes gp531 depolimerazinis aktyvumas jau buvo matomas po 57°C
poveikio, o esant 62°C (0,1 pg baltymo néra veiklus). Panasus kar$¢io poveikis
matomas ir RaK2 gebéjimui infekuoti.

Nustacius, kad tik gp531 pasizymi depolimeraziniu aktyvumu, bitent, gli-
kozilo hidrolazés (3.7 sk.), buvo tiriamas gp531 vykdomos hidrolizés taikinys —
tikslinis glikozidinis rySys. Pirmiausia, jsigyti 27 skirtingi chromogeniniai
junginiai ir oligo/ polisacharidai (3P lent.) buvo tiriami kaip galimi substratai,
taciau gp531 nevykdeé jiems hidrolizés.

Taigi, pasirinktas substratas gp531 baltymui buvo Klebsiella KV-3 iSskirtas
polisacharidas, kadangi yra zinoma (3.7 sk.), kad $io baltymo katalizuojamos
reakcijos metu susidarantis produktas, 664 Da tetrasacharidas, yra aptinkamas
TLC ir HPLC-MS analizémis. Polisacharido hidrolizés metu, gp531 skaido tik
viena i§ trijy (35 pav.) skirtingy glikozidiniy ry$iy, taciau potencialiai gali
susidaryti trys strukttriniai produkto izomerai su skirtinga monosacharido
lickana redukuojan¢iame sacharido gale. Sia sritj galima chemiskai modifikuoti
ir tokiu biidu pazyméti gp531 bioktalizés taikinj ir nustatyti fermentinj speci-
fiskumag.

Taigi, buvo pritaikyti du cheminés modifikacijos metodai, leidZiantys pazy-
méti gp531 produkuojamo tetrasacharido redukuojantj gala: vykdant redukcijg
NaBHys iki alkoholio arba derivatizuojant ANTS iki chromogenisko junginio.
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Galiausiai modifikuoti junginiai buvo iSgryninti ir atlikta jy cheminé hidrolizé 4
M TFA rigstimi 10-180 min, esant 90°C. Susidare hidrolizatai ir jy nemo-
difikuoti atitikmenys buvo iSanalizuoti TLC ir HPLC-MS metodais (35 pav.).

I Il n 1 I m 1
—4)-a-D-GlepA-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-B-D-Glcp-(1—4)-a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Fucp-(1-3)-B-D-Glcp-(1—
KV-3 polisacharidas B-D-Glcp-(1—4) B-D-Glcp-(1—4)

|+gp531 + NaBHg4/ ANTS

+ ANTS+NaCNBH3 w
a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-B-D-Glcpo ——— a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Fucp-(1-3)-D-GIcO
B-D-Glcp-(1—4) B-D-Glcp-(1—4)
l+TFA l+TFA

[ TLC ir HPLC-MS analizés |
35 pav. Fermentinio specifiSkumo nustatymo schema, nusakanti produkto-
tetrasacharido redukcija NaBH4 arba derivatizacija ANTS ir susidariusiy junginiy
hidroliz¢ TFA ragstimi, ir jy analize¢ TLC ir HPLC-MS metodais. Pabréztas gliukozés
liekanos (raudona) virsmas, priklausomai nuo cheminés modifikacijos, i sorbitolj (zalia)
arba ANTS junginj (mélyna).

Atskirai cheminés modifikacijos buvo atliktos ir komerciniams sacharidams
(L-fukozei, D-gliukozei, D-gliukurono riigsciai ir D-celobiozei), kurie buvo
panaudoti kaip kontroliniai méginiai TLC ir HPLC-MS analizése.

TLC budu analizuojant neredukuotg tetrasachridg po nepilnos tetrasacharido
hidrolizés TFA, nustatyta, kad susidaré disacharidas, atitinkantis celobiozg, B-D-
Glep-(1—4)-B-D-Glep. Sis junginys iSskirtinai aptinktas tik neredukuotuose
méginiuose, o redukuotuose — tiktai redukuotos celobiozés atitikmuo (36 pav.).

I—Hidrolizlé gp531——H

Redukcija NaBH,—1
———Hidrolizé¢ TFA——

\,x»& O‘CQ\G;—<5\GQP0‘OQ>\ 10" 30" 180' 10’ 30" 180 'O'Ge\\o
—————Redukuoti junginigi————

36 pav. Fermentinio gp531 specifiSkumo tyrimo TLC analizé. Neredukuoty ir re-
dukuoty gp531 katalizés produkty po 10—180 min hidrolizés TFA ir atitinkami kontro-
liniai sacharidy méginiai. Rodyklés (—) Zymi neredukuotg ir redukuota celobiozes. TLC
mobilioji fazé: 1-butOH: EtOH: dH,0 (5:3:2) ir 2X20 min leidimo trukmé.

6\09?‘0’0\09\;(,\)09

TFA vykdomos hidrolizés metu susidarg abiejy rusiy disacharidai palaipsniui
iSnyko, taiau atsiradusios gliukozés intensyvumas pradéjo didéti. Taip pat
analizuojamuose méginiuose nebuvo aptikta fukozés ar gliukuroninés roigsties
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pozymiy, kas tikriausiai susij¢ su §iy abiejy junginiy sudaromo disacharido
didesniu cheminiu atsparumu TFA riigséiai.

Kadangi redukuotg celobiozg atitinkancio junginio Zymé yra matoma TLC
analizgje, turéty biti aptinkama ir redukuota gliukozé, taciau redukuoti mono-
sacharidai yra 10-15 karty prasCiau aptinkami naudojant 4-anyzio aldehida.
Taigi, siekiant nustatyti susidariusius junginius, buvo atlikta ir HPLC-MS
analizé (37 pav.).

B-D-Glcp-(1—4)-B-D-Glcp + B-D-Glcp
(100 000) Ho. 365,0(+) (100 000) Ho. 203,0(+)
HOS N

@ o

/ __OH
1 . [ o
3,00 3,00 /\
] i / ‘ Ho™" "o

2,00-]

2,00-]

1,00 1,00
1 i R
\Y]
rJ
i
T I T T T | T T T T I T T T T I T T T Z
16 1,7 1,8 1,9 min
B-D-Glcp-(1—4)-D-GIcOH + D-GIcOH
(x100 000) Ho 367,0(+) (x100 000) Ho_205,0(+)
(c) i () )
] HO, O - OH ] . OH
1 - " HO 1 HO
3,004 3,00
] SN OH 1
] /| OH i N
2,00 [\ 2,00 \
1,004 1,004
"l""l""l‘i'i'iiwi'*' L L F L L L N
16 1,7 1,8 1,9 min 16 1,7 1,8 1,9 min

37 pav. Neredukuoto (a, b) ir redukuoto (e, d) tetrasacharidy TFA vykdomos
hidrolizés metu susidariusiy junginiy HPLC-MS jony masiy chromatogramy
palyginimas. Pateiktos chromatogramos yra validuotos empiriniais sacharidy matavi-
mais: (a) celobiozés [M+Na]" = 365 m/z, (¢) redukuotos celobiozés [M+Na]" = 367 m/z,
(b) gliukozés [M+Na]* = 203 m/z, (d) redukuotos gliukozés [M+Na]* = 205 m/z. Zalia,
oranzing, juoda, violetiné ir raudona kreivés atitinkamai zymi pries (Z) ir po 10 (0), 30
@, 90 (V), 180 min (R) hidrolizés TFA r. paimtus méginius. HPLC-MS analizéje
naudotas gradientas buvo 0,1% HCOOH su ACN.

HPLC-MS analize nustatyta, kad prie§ ir po redukcijos méginiuose, tiktai
vykstant hidrolizei TFA riigstimi, atitinkamai aptikta neredukuota, 365 m/z (37 a
pav.), ir redukuota, 367 m/z (37 ¢ pav.), celobiozés, kuriy signaly intensyvumas
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palaipsniui mazéjo hidrolizés eigoje. Atvirksciai, neredukuotos ir redukuotos
gliukozés signaly, atitinkanciy 203 m/z (37 b pav.) ir 205 m/z (37 d pav.),
intensyvumas palaipsniui didéjo. HPLC-MS duomenys patvirtina TLC rezul-
tatus, rodancius, kad gp531 katalizuojamos hidrolizés reakcijos metu susidaro
tetrasacharidas su gliukozés lickana redukuojanciame gale.

Kadangi angliavandeniai HPLC-MS analizés metu prastai jonizuojasi, néra
chromogeniski, lengvai sudaro jvairius aduktus, o NaBH4 redukcijos metu susi-
dariusiy junginiy molekuliné masé skiriasi nuo pradiniy tik 2 Da, tai gali lemti
klaidingai teigiamg rezultaty interpretavimg. Siekiant patvirtinti gp531 hidroli-
zuojama rysj, fermentinés reakcijos metu susidares produktas (tetrasacharidas)
buvo derivatizuotas ANTS fluoroforu. Modifikacijos metu susidariusi Sifo bazé
buvo redukuota NaCNBHj3 iki stabilaus ANTS-tetrasacharido junginio, o nesu-
reagaves reagento perteklius ir didelis drusky kiekis buvo atitinkamai pasalinti
jony mainy chromatografijos biidu ir gelfiltracija. Surinktose frakcijose ANTS-
tetrasacharido grynumas buvo jvertintas TLC analizémis (8P pav.).

ISgrynintas ANTS-tetrasacharidas buvo 10-180 min hidrolizuojamas TFA
rigstimi ir véliau atlikta TLC analizé kartu su kontroliniais méginiais — ANTS
derivatizuotais sacharidais (38 pav.).

| |
S 0,0\0 Ofa\‘k (yoe\\ 10 0 180"
ANTS tetrasachando
ANTS junginiai

hidrolizé TFA ragstimi

38 pav. ANTS-tetrasacharido prie§ (0) ir po 10-180 min hidrolizés TFA rigstimi
TLC analizé. Junginiai, rodantys panaSig migracija j: ANTS-celobioz¢ (1); ANTS-
gliukoze (2); ANTS arba ANTS-fukozé (3). TLC judrioji fazé: 1-butOH: EtOH: dH,O
(5:3:2), leidimo trukmé: 2x20 min.

TLC analizé atskleidé, kad TFA vykdomos hidrolizés metu ANTS-tetrasa-
charidas palaipsniui skilo i tris ryskiai matomus junginius (38 pav.), kuriy
migracija atitiko ANTS derivatizuotus: celobioze (1), gliukozg (2) ir fukoze arba
laisva ANTS (3). Siekiant patvirtinti, kad junginys (3) atitinka ANTS-gliukozés
skilimo produkta, o ne pacia ANTS-fukozg, buvo atlikta ANTS-celobiozés hi-
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drolizé TFA. Susidariusiy junginiy migracijos profiliai buvo palyginti su ANTS-
tetrasacharido hidrolizatais. TLC analizé parodé (39 pav.) panasius abiejy jungi-
niy hidrolizés TFA rugstimi produkty migracijos profilius, kas rodo ANTS-
gliukozés papildoma skilima. O taip pat gp531 katalizés metu susidariusio pro-
dukto redukuojanciame gale yra gliukozés liekana.

mmme L ameS

l l i i ool ol i l i i
10 30' 9 180" P\&ero'e @Dga\g«/\% 10 30 90 180"
ANTS-D-Cell P§ ANTS-tetrasacharido
hidrolizé TFA rags$timi hidrolizé TFA ragstimi
39 pav. Derivatizuoty ANTS oligosacharidy, D-celobiozés ir gp531 produkuojamo
tetrasacharido po 10—180 min hidrolizés TFA r. TLC analizé. Junginiai, rodantys panaSia
migracijg j: ANTS-celobioze (1); ANTS-gliukoze (2); ANTS arba Salutinis produktas
(3). Judrioji TLC fazé ir leidimo trukme: 1-butOH: EtOH: dH,O (5:3:2) ir 2x20 min.
Siekiant nustatyti po hidrolizés TFA susidariusius junginius ir patvirtinti, kad
treCiasis junginys yra biitent ANTS-gliukozés skilimo produktas, buvo papildo-
mai atlikta HPLC-MS analiz¢. Panaudojant ANTS derivatizuotus sacharidus (L-
Fucp, D-Glep, D-GlcpA, D-Cell), empiriskai buvo jvertintos junginiy jonizaci-
jos maseés, kuriomis remiantis buvo analizuojami TFA hidrolizuoti méginiai.
Nustatytas vienintelis reikSmingai intensyvus 548 m/z signalas (40 ir 9P pav.),
atitinkantis ANTS-gliukoze. Taip pat, jo signalo intensyvumas yra sumazéjes
rigstinés hidrolizés laike tarp 10 min ir 30-180 min, kas rodo, kad ANTS-
gliukoz¢ yra papildomai degraduojama j chromogeniska (39 pav.) junginj (3).

(x100 000) 40 pav. ANTS-tetrasacharido hidro-

548,0(+) lizeés TFA ragstimi HPLC-MS analizés
ANTS-gliukozés [M+H]"=548 chroma-
togramos: zalia, oranZiné, juoda, viole-
| tiné ir raudona kreivés atitinkamai Zymi
2,00+ méginius pries (Z) ir po 10 (0), 30 (J),
1 90 (V), 180 (R) min hidrolizg(-¢s). Nau-
dotas HPLC-MS gradientas buvo 10 mM
(NH4)2CO3 su ACN.

3,00

1,00 \
_ \y

< <x

' 1,.|25 S 2,|50 " min
Nustacius gp531 fermentinj specifiSkumg, buvo nustatomas jo aktyvumas
skirtingomis sglygomis, 10-70°C ir pH 3-10, naudojant i$skirta Klebsiella sp.
KV-3 izoliato K54 serotipo polisacharidg ir analizuojant TLC bei HPLC-MS
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metodais. TLC analizé leido kokybiskai jvertinti fermentinj aktyvuma (10P
pav.), kuris pasireiské 10-60°C ir pH 3-8 salygomis.

HPLC-MS analizé leido kiekybiskai nustatyti gp531 aktyvumg skirtingomis
salygomis — i§ hidrolizés produkty (masiy spektruose aptinkamy kaip 663 ir 687
m/z jony intensyvumo signalai) buvo apskaiciuojamas santykinis fermento akty-
vumo vidurkis.

—_
[
~

©687 [M+Na]*+ 663 [M-H  (b) i 663 [M-H]" O

% % + $¢ %49 0 687 [M+Na]* @
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41 pav. Santykinio gp531 aktyvumo priklausomybé nuo temperatiros (a) ir pH (b).
Remiantis produkto-tetrasacharido jony molekuliniy masiy signaly ([M-H]=663 ir
[M+Na]™=687) intensyvumy bendru plotu, 2—4 min ribose i§ HPLC-MS analizés duo-
meny (n=4) apskaciuotas gp531 aktyvumo vidurkis su £SD.

Nustatyta, kad 92 +6% aktyvumas islieka 25-50°C, o optimali gp531 veiki-
mo temperatiira yra 36°C (41 a pav.), taCiau jo vykdoma hidrolizé sparciai
mazéja 50-66°C ribose. Taip pat gp531 yra aktyvesnis rigstiniuose tirpaluose
(pH 3-5), kai optimalus pH yra 4, tac¢iau 30-44% aktyvumas matomas ir pH 68
ribose (41 b pav.). Verta paminéti, kad Zzemose temperatiirose gp531 veikimas
beveik néra slopinamas.

4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Bioinformatiné RaK2 baltymy analizé

RaK?2 baltymams, gp098 ir gp526-534, buvo sugeneruoti struktiiriniai mono-
ir trimeriniai modeliai bei jvertintas jy patikimumas ,,AlphaFold2* jrankiu. Tuo
tarpu struktiiriné ir aminoriig§ciy sekos homologijos iSanalizuotos ,,Dali* ir
,»Hhpred* jrankiais.

Nors tipiniams TSP didZiausig panasumg rodo gp527, gp529 ir gp530 (A
grupg€), pastarieji taip pat skiriasi struktiiriniais elementais: skirtingu NTD skai-
¢iumi; gp530 turi CTD endoSaperona, budingg T5 fago L-formos uodegos
ataugeléje??! ar netipinés struktiros TSP su sialidazés aktyvumu?*®. Depolime-
razés trigubos B-spiralés sritis, buidinga tipiniams amforos struktiiros TSP?!:%,
taip pat buvo nustatyta gp527-528 ir gp531-533 baltymuose (B grupé), taciau
Sie baltymai tarpusavyje pasiZymi mazu panaSumu, ypa¢ N galo srityse.
Struktiirai savitumo suteikia papildomi ,,galvos* domenai, homologiski CBA120
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D1,2 ir XD2,3, kurie sudaryti i§ B-klostiniy trimeriniy struktiiry ir D su XD
sgveika lemia CBA 120 fago ataugélés Sakotuma'®®.

Idomu tai, kad ataugélés pagrinda sudaro didziausias TSP4 baltymas, turintis
daugiausiai XD domeny ir AD, atsakinga uz TSP4 prijungima prie bazinés
plokstelés®!. PanaSiomis savybémis pasizymi ir RaK2 gp528 baltymas, kuriam
nustatyta penki XD domenai, taciau gp528 nerodo strukttrinés homologijos su
CBA120 TSP4 AD, bet gp528 srities seka (1-105 aa) yra itin konservatyvi tarp
Alcyoneusviruses fagy. Vadinasi, §i gp528 sritis, kaip ir TSP4 AD, veikiausiai
prijungia ataugéle prie Siai genciai bidingy fagy bazinés plokstelés.

I TSP panasiy gp527-533 baltymy, iSskyrus gp530, paskutinysis CTD
iprastai formuojamas i§ atskiry B-sumustiniy, kurie dazniausiai asocijuojasi |
trimering trikampe strukttra, skirtingai nuo NTD, kur atskiri -sumustiniai,
suformuoja trimerine ,.trilapio dobilo struktiira. Nors TSP CTD ir gretimy
domeny funkcija yra mazai istirta, ta¢iau numatyta, kad gp528 ir gp531 CTD
pasizymi struktiirine homologija baltymams, sgveikaujantiems su polimerais.

Sumodeliuoty baltymy gp098, gp526 ir gp534 struktiiros neturéjo depoli-
merazés domeno. Nors gp526 modelis turi TSP biidingy struktiiriniy elementy,
kaip NTD, homologiska CBA120 TSP1 D1 domenui, jo ,.kiino* sritis, kuri suda-
ryta i§ B-klos¢iy, neformuoja trigubos B-spiralés, bet sudaro tris atskirus dome-
nus.

CBA120 TSP3 D2 homologiskas domenas buvo nustatytas ir gp534 NTD,
taCiau likusi baltymo dalis yra visiskai nepanasi j TSP. Gp534 sudaro stiebo
struktiira, suformuota i§ persipynusiy atskiry polipeptidy, kuri baigiasi sferine
(knob) struktiira?®. I8 visy baltymy maziausia struktiirine homologija ir modelio
patikimumu pasizymi gp098, i§skyrus CTD, kuriame yra sferiné struktiira, suda-
ryta i§ B-sumustiniy. Abiejy baltymy, gp534 ir gp098, CTD sritys rodo didesng
homologija ataugéliy domenams, prisijungiantiems giminingumo sgveikomis,
kas rodo maZesnj panasumg TSP baltymams??’.

Taigi, gp526-533 panasis | depolimeraziniu aktyvumu pasizymincius TSP,
iSskyrus gp526, kuris panasus tik dydziu ir NTD homologija, bet neturi kata-
litinio domeno — trigubos B-spiralés regiono. Like, gp098 ir gp534, yra artimi
fagy ataugéléms arba panaSiomis savybémis pasizymintiems baltymams.

4.2. Adsorbcijos komplekso tyrimai
RaK?2 adsorbcijos komplekso tyrimo metu geny inZinerijos ir Ni** giminin-
gumo chromatografijos budais buvo atitinkamai kuriami ir gryninami RaK2
rekombinantiniai baltymai, gp098, gp526—534. Pilng aminoriigsciy seka turinciy
baltymy indukcijos salygy optimizavimo ir gryninimo metu tiktai gp526, gp529
ir gp531-533 baltymai buvo iSgryninti tirpiis, o likusieji (gp098, gp527, gp528,
gp530 ir gp534) buvo sintetinami netirpiis. Tai néra nuostabu, nes zZinoma, kad

iprastai TSP baltymy:
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(i) atskiro subvieneto N galas gali biiti labilus dél jame esanciy hidrofobiniy
sri¢iy?3®, per kurias vyksta kity TSP prijungimas, ir kurios bendrai lemia létesnj
baltymo susisukimo procesg. Vis délto, indukcijos metu susidargs didelis poli-
peptido kiekis ir nevykstanti heteromerizacija skatina baltymo molekuliy agre-
gacija — klaidingg polipeptidy susisukimag ir tarpusavio asociacijg?’;

(ii) C galas jprastai skatina baltymo subvienety trimerizacijg>*®
unikaliais atvejais, kaip fagy sialidazése, K1F endoNF?*° ir KI1E endoNE?*, yra
aptinkamas C-galinis endoSaperonas, uztikrinantis stabilig susisukusio baltymo
struktiira;

todél siekiant pagerinti gp098, gp527, gp528, gp530 ir gp534 tirpuma, buvo
sukurti nepilnos, atitinkanc¢ios polipeptido N arba C gala, aminorigs¢iy sekos
rekombinantiniai baltymai ir pakartotas biosintezés optimizavimas. Tokiu biidu
iSgryninti tik gp098C ir gp528N, nepilnos sekos baltymai, o netirpiis gp527C,
gp530C ir gp534C — istirpinant denatliruojanc¢iomis salygomis, 6 M karbamidu
praturtintuose tirpaluose.

I$gryninty rekombinantiniy baltymy SDS-PAGE analizé parodé, kad gp530C

. Kai kuriais

baltymas buvo dalinai proteolitiskai hidrolizuotas dél jame esancios nustatytos
endoSaperono struktiiros, nes kartu iSgrynintas ir =13 kDa oligopeptidas. Kita
vertus, tyrimai su TS5 ilgosiosios L-formos uodegos ataugélés pbl rodo, kad
endoSaperonas savaime vykdo proteolize ir jo nebéra galutinéje baltymo struktii-
roje??!. Tikétina, kad daliné gp534C hidrolizé susijusi su baltymo agregacija ir
gryninimu denatiiruojan¢iomis salygomis.

ISgrynintais rekombinantiniais baltymais buvo atlikta triusiy imunizacija ir
jvertintas iSskirty atitinkamy antiserumy aktyvumas ,,Western blot analize, kuri
irodé jy reaktyvuma prie§ savo antigenus. Tuo tarpu, vertinant antiserumy
veiklumg pries RaK2, nebuvo nustatyta sgveika tik su gp527, gp530 ir gp534,
net ir panaudojant desiméia karty didesnius méginiy kiekius. Sis neveiklumas
gali biiti susijes su atitinkamy rekombinantiniy baltymy klaidingu susisukimu ir
vykstancios agregacijos, kas skatina erdvinius epitopus atpazjstanéiy antikiiny
susidarymg imunizacijos metu. RaK?2 baltymy strukiira denatiiruojama vykdant
SDS-PAGE ir antiserumuose esantys antikiinai nesgveikauja su atitinkamais
baltymais ,,Western blot analizéje. Panasus antikiiny reaktyvumo nebuvimas
pries denatiiruojanCiomis salygomis iSgrynintg baltymg buvo matomas fago
SPP1 gp21 ir bakterinio baltymo YueB sgveikos tyrimuose?*!.

Idomu, kad antiserumas prie§ gp534C savo antigeno méginyje reaguoja su
dviem =28 ir 5658 kDa baltymais, atitinkanciais gp534C monomero ir dimero
molekulines mases. Tikétina, tai yra susij¢ su baltymo strukttiros stabilumu, nes
bakteriofagy TSP tyrimose, butent su P22 gp9 ir Sf6 pl4, buvo aptiktas dalinis
atsparumas SDS sukeliamai denatiiracijai®*?. Taip pat RaK2 suspensijos méginy-
je matoma anti-gp534C sgveika su =150 kDa baltymu, kuris atitinka pilnos
sekos gp534 dimerag (141,6 kDa), taciau tam patvirtinti reikéty atlikti papildo-
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mus tyrimus. Taip pat aptiktas potencialus kryZzminis antikiiny aktyvumas, kuris
pasireiské saveika tarp anti-gp532 su gp531 ir anti-gp531 su gp532, kurj
tikriausiai lemia tarp baltymy N galy 41% identiSkumas. Norint patvirtinti Sia
hipotizg, reikia atlikti papildomus tyrimus, kadangi ,,Proteintech® ir ,,Abcam*
jmoniy teigimu, kryZminis reaktyvumas pasiekiamas, kai yra bent 60-85% seky
identiSkumas tarp polipeptidy, o tyrimai su Zinduoliy albumino baltymais rodo,
kad tam pasiekti reikia 80% identiSkumo tarp aminoriigs¢iy seky?*.

Baltymy biosintezés tyrimy metu nustatyta, kad RaK2 strukttriniy baltymy
gp098, gp526, gp528, gp529 ir gp531-533 biosintezé jau vyksta 30—40 min po
infekcijos bakteriofagu. Kadangi ankstyvieji promotoriai yra aktyvls pirmo-
siomis infekcijos minuténus, tai reiskia, kad RaK2 tiriamyjy baltymy genai yra
nurasomi nuo vélyvyjy promotoriy, o tai yra budinga fago morfogenezés
baltymams?>**, kg patvirtina ir tyrimai su Tuc2009 fagu?®.

Naudojant isskirtus antiserumus RaK2 infekcijos slopinimo tyrime, nusta-
tytas reikSmingas baltymy gp098 ir gp531 vaidmuo, nulemiantis Klebsiella KV-
3 bakterijy uzkrétima. Infekcija nuslopinama >4-10° karty, blokuojant bet kurj i3
abiejy baltymy. Papildomas nezymus, taciau statistiSkai reik§mingas slopinimas
buvo matomas ir blokuojant gp532 ir gp533 baltymus. Atitinkamai tai gali buti
susij¢ su anti-gp532 kryzminiu aktyvumu prie§ gp531 ir anti-gp533 sgveikos su
gp533 netiesioginiu RaK2 slopinimu, kadangi gp531 ar gp098 baltymai yra
erdviskai kliudomi. Likusiy RaK2 baltymy (gp526-530 ir gp532—533) blokavi-
mas atitinkamais antiserumais neturéjo jtakos infekcijai, kas veikiausiai susije su
fago daugiavalentiSkumu.

Nustacius, kad RaK2 baltymai gp098 ir gp531 yra svarbiis Klebsiella KV-3
uzkrétimo procese, buvo netiesiogiai tiriamas jy poveikis fago vykdomai infek-
cijai. Tyrimo salygomis, gp531 paveiktos bakterijos pasizyméjo apie 38%
mazesne fago adsorbcija, skirtingai nuo gp098C poveikio, kuris buvo nereiks-
mingas, nepriklausomai nuo to ar lgstelés buvo paveiktos atskirai gp098C, ar
kartu su gp531. Nors bakterijos paveiktos gp098C neturi jtakos fago adsorbcijai,
taciau anti-gp098C poveikis slopina RaK2, o tai rodo gp098 svarbg infekcijoje —
abu baltymai greiCiausiai veikia koordinuotai. Tikétina, kad gp531 veikia
pirmas, formuodamas tunelj kapsuléje iki bakterijos iSorinés membranos, kur
gp098 saveika skatina tolimesne infekcijos eiga. Sis veikimo modelis leidzia
paaiskinti: (i) paveiktos gp098 baltymu KV-3 Igstelés neturi jtakos RaK2 ad-
sorbcijai, kadangi gp098 negali prasiskverbti pro kapsule iki membranos; (ii)
abejais baltymais paveiktos KV-3 bakterijos neturi reikSmingo poveikio RaK2
adsorbcijai, nes didesné tikimybé yra paties RaK2 saveikai su kapsule per jo
gp531 (tai veikiausiai yra ir fago varomoji jéga), nei jo difuzijai link gp098
prisijungimo srities pro atsitiktinai rekombinantinio gp531 apskaidyta kapsule;
arba (iii) RaK2 adsorbcijai ir gp098 veikimui sukelti butina pirminé gp531
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sgveika su KV-3, panasiai kaip ir T4 bakteriofago adsorbcijos metu, todél KV-3
bakterijos nebus uzkreciamos fagu, net jei bakterijos neturéty kapsulés.

Struktiirinis gp098 modeliavimas neparodé tipiskos TF struktiiros, kuria biity
galima tvirtai pagrjsti bakteriofago adsorbcijos dvikomponentinj mechanizma.
Idomu tai, kad gp098 vienas i§ C-galiniy (,,Hhpred* analizé: 509-595 aa, 91%
tikimybé, 27% identiSkumas, 0,348 panaSumas) homology buvo fago AP22
baltymo gp53 C galas?*6. Sio homologo tyrimai rodo, kad jis turi TF savybiy ir
veikiausiai prisijungia prie bakteriniy polisacharidy. Tuo tarpu, fago AP22
adsorbcijos tyrimy su gp53C rezultatai buvo tokie pat kaip ir RaK2 gp098C
atveju, tikétina, dél to ir gp098 yra viruso trumpoji uodegos ataugélé.

Atlikus imuno-Au-zyméty prie§ RaK2 gp098 ir gp526-534 TEM analize,
nustatyta, kad visi tiriamieji baltymai buvo matomi, i§sidést¢ adsorbcijos komp-
lekso srityje. Kita vertus, dél Zyméjimo ir méginiy paruoSimo metody jautrumo,
nanostruktiiry labilumg ir atsizvelgiant j pirminiy antikiiny heterogeniskuma,
buvo sunku nustatyti tikslig atitinkamo RaK2 baltymo vietg. Su tokiais pat
sunkumais susidliré¢ ir mokslininkai, vykde panasius tyrimus bakteriofagams
Tuc2009% ir AS11%7.

Kita vertus, RaK2 baltymams gp528 ir gp534 nustatytos gana tikslios vietos
atitinkancios proksimaline ir terminaling Sakotyjy LTF sritis. Likusiyjy baltymy
atvjeu, buvo matomos tik i§sidéstymo tendecijos: gp526, gp527 ir gp532 aptikti
medialinéses LTF srityse, o gp530 ir gp531 — distalinése. Tuo tarpu gp529 ir
gp533 padétis nebuvo aiski, kas reiskia, kad pastarieji baltymai, tikétina, yra
prisijunge prie ypac labiliy ataugélés daliy. Galiausiai, nustatyta gp098 i$sidés-
tymo tendencija ant viriony su sutraukta uodega leidzia manyti, kad tai yra
labiau bazinés ploksStelés baltymas nei LTF. Visgi, nepaisant metodiniy
sunkumy, su kuriais buvo susidurta tiriant RaK2 Sakotasias LTF ir atsizvelgiant j
literatiiroje apraSytus bei panaudotus nasesnesnius metodams kaip krio-EM,
kuriais nepavyko nustatyti tikslig didziyjy fagy adsorbcijos komplekso archi-
tektiirg, sudaryta i$ labiliy nanostruktiry (¢Kp24® tyrimai), visgi remdamiesi
bioinformatikos, imuno-zymeéjimo, AFM, fago slopinimo tyrimy duomenimis
pasitiléme tikéting RaK?2 ataugélés struktiiros ir susirinkimo modelj (42 pav.).

Imuno-zyméjimo, RaK2 infekcijos blokavimo ir adsorbcijos tyrimy rezul-
tatai leidzia manyti, kad gp098 yra atskiras, prie bazinés plokstelés prisijunggs,
bet nejeinantis | bendrg LTF struktiira, baltymas, kuris funkcionuoja kaip fago
ataugéle, panaSiai kaip T4 gpl23°. Taip pat gp098 bioinformatiné analizé
nenumaté jokio homologisko domeno, atsakingo uz baltymo-baltymo prisijun-
gimg, kas yra matoma Sakotgsias ataugéles formuojanciouse faguose kaip
CBA120™1,
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BAZINE PLOKSTELE

42 pav. Sitilomas RaK2 Sakotosios ilgosios uodegos ataugelés architektiiros modelis
ir galimas gp526-534 baltymy iSsidéstymas. Spalvomis pazyméti domenai: ,,inkaro” AD
(roZiné); ,.Sakojimosi XD2 (mélyna) ir XD3 (violetiné¢), homologiski T4 gpl0 D2 ir
D3; prisijungimo D1 (oranZiné), D2 (geltona) ir D3’ (raudona), homologiski CBA120
savitiems TSP1-4 N galo domenams; katalitinis, CD (Zalsva); C galo CTD (Zydra ir
melsva); sritys (balta), homologiskos kitiems fagy kilmés baltymams. Raudona
zvaigzduté (*) zymi gp530 be endosaperono.

Kita vertus, likusiems devyniems RaK2 baltymams numatyti N-galiniai
baltymus jungiantys ir (ar) Sakojimosi domenai, kas rodo jy galima tarpusavio
saveika. O septyniuose i$ jy aptikti TSP katalitiniai domenaij?!-23:16%-35-37:136,141,165-
168 (fermentinis aktyvumas parodytas tik gp531, 4.3 sk.), kas rodo panasuma

su CBA120 fago LTF'#! architekttiros savybémis.

Taigi, pirminis baltymas, veikiantis kaip platforma kitiems RaK2 baltymams
susirinkti j bendrg LTF, pasizymi proksimaliniu imuno-Zyméjimo i$sidéstymu ir
didZiausia molekuline mase, kuria pasizymi ir atitinkami fagy ¢Kp24° gp306 ir
CBA120'*!" TSP4 baltymai-platformos pateiktuose LTF modeliuose; taip pat
turintis penkis Sakojimosi domenus (XD2-3), homologiskus T4 gp10 D2-3, yra
gp528. Kadangi AFM parodé neuzimta proksimaling LTF sriti, pirmasis gp528
XD, i§ penkiy numatyty, néra prisijunges jokio kito baltymo ir, tikétina, panasiai
veikia kaip fago CBA120 baltymo TSP4 XDI1'#!, kurio trimerizacijos aSis
sutampa su AD domenu, kas pastarajj papildomai stabilizuoja. Prie likusiyjy 2—-5
XD nuosekliai prisijungia, kiti RaK2 baltymai (aptikti skirtingose LTF dalyse
imuno-zZyméjimo metu): gp526, gp527, gp532 (medialinése) ir gp531 (dista-
linéjé). Gp532 ir gp531, turi Sakojimosi domenus (XD2), prie kuriy prisijungia
gp529 ir gp533. Pastarieji du neprijungia daugiau kity baltymy, todél jy struk-
tirinis labilumas yra didesnis ir matomas Au nanodaleliy iSsidéstymas néra api-
bréztas. Panasiai prie gp531 antrojo XD2 prisijungia gp530, taciau jo struktiiri-
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nis labilumas néra matomas, nes gp530 Zyméjimas turi apibréztg tendencija
distalinégje LTF dalyje. Tikétina, taip yra dél mazesnio gp530 dydzio, kuris
susidaro atskilus endoSaperonui. Prie gp533, turinCio labiausiai nutolusj XD
domena, prisijungia terminalinis LTF baltymas gp534, kuris AFM analizés metu
matomas kaip LTF galtiné. Tokiu biidu i§ devyniy baltymy susirenka RaK2
Sakotoji LTF, kurioje potencialiai yra septynios TSP-depolimerazés (CD dome-
nai), veikiausiai skaidancios skirtingus polisacharidus.

4.3. RaK2 depolimerazés charakterizavimas

RaK2 isgryninty pilnos aminoriigéiy sekos gp526, gp529, gp531-533 balty-
my jvertinimas skaidriy zony testu parod¢, kad tik gp531 yra depolimerazé, kuri
veikia tik prie§ Klebsiella KV-3 bakterijy paderme. Likusieji, gp526, gp529,
gp532 ir gp533, neparodé depolimerazinio aktyvumo prie§ visas tirtas Klebsiella
spp. padermes: KV-1, KV-3, ATCC 8724, ATCC BAA-1705 ir 279. Jdomu tai,
kad skaidriy zony, susidariusiy dél gp531 lasinimo, intensyvumas palaipsniui
mazéja priklausomai nuo baltymo kiekio ir temperatiiros. Nors depolimerazé
nevykdo lgsteliy lizés, jos poveikis tikriausiai slopina bakterijy auginimg. Fago
SP6!5¢ krio-EM tyrimai parodé, kad LPS O-antigeng skaidanti depolimerazé
priartéjusi prie lastelés pavirSiaus taip pat sgveikauja su lipidu A, kuris gyvybis-
kai svarbus lastelés integralumui. Tikétina, kad panasiai veikia ir gp531, papil-
domai prisijungiantis prie bakterijos iSorinés membranos komponento, kurj
slopina ir priklausomai nuo aktyvaus gp531 kiekio nulemia lasteliy zatj, pasi-
reiskiancig ,,liziniu“ poveikiu.

Kita vertus, néra nuostabu, kad tirti RaK2 baltymai ir kitose Klebsiella
padermése nerodo depolimerazinio aktyvumo, nes jprastai bakteriofaguose esan-
tys skirtingi TSP salygoja platesnj bakteriofago Seimininky rata, kg rodo tyrimai
su 0507-KN2-12%, phiK64-13, K532 ar IME200?* fagais. Kadangi fagai dél jy
mazo genomo patiria stiprig evoliucing atrankg, o vystymasis glaudziai susijes
su Seimininkés-bakterijos transkripcijos/ transliacijos sistemomis ir ypa¢ jautriai
atranka vyksta per RBP pokycius, todél dviejy to paties geno kopijy turéjimas

yra evoliuciskai nenaudingas®*>!,

Siekiant nustatyti gp531 fermentinj specifiSkuma, pirmiausia buvo iSbandyti
27 potencialts susbtratai (jvairlis sacharidai ir chromogeniski junginiai), taciau
prie$ juos gp531 aktyvumas nebuvo aptiktas. Tai nenuostabu, nes fagy depoli-
merazéms biidingas didelis specifiSkumas, kadangi jy trimerizacijos metu, tvar-
kingai asocijuojantis B-spiraléms, baltyme susiformuoja plySys su aktyviuoju
centru, kuriame bent vienas polisacharido pasikartojantis vienetas yra tikslingai
koordinuojamas katalizés vykdymui*®!%3, HK620 p57 ir EP75 gp1672* depoli-
meraziy ankstesni tyrimai parodé, kad netgi skirtingi glikozilo pakaitai poli-
sacharido sandaroje ir kartu su aktyvaus centro strukttira gali papildomai apri-
boti katalizuojamy reakcijy skaiéiy.
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Siekiant toliau istirti gp531 fermentinj specifiSkuma, kaip substratas buvo
panaudotas Klebsiella KV-3 bakterijy kapsulinis polisacharidas. Jo tipas buvo
nustatytas atliekant Klebsiella KV-3 cps geny sankaupos bioinformatine analizg,
kurios metu nustatyta, kad KV-3 bakterijos priklauso K54 serotipui, kurio
kapsulés polisacharido struktiira ir sudétis buvo nustatyta ir apraSyta anks-
giau>¥3234, Klebsiella sp. KV-3 kapsulés tyrimo metu papildomai buvo nustatyta,
kad priklausomai nuo bakterijy kultivavimo trukmés, palaipsniui vyksta K54
polisacharido deacetilinimas, taCiau tai neturi jtakos fermentiniam gp531 akty-
vumui. Nustatyta, kad acetilinimas neturi jtakos aktyvumui ir bakteriofago K
F34 depolimerazei, veikianciai kaip fukozidazé pries E. coli K27 ir K. aerogenes
K54 polisacharidus?2.

Paties polisacharido acetilinimas yra glaudziai susijgs su acetil-KoA meta-
bolizmu?3?
polisacharido strukttiros stabilumg, taciau padidéja jo imunogeniSskumas
Taip pat istirta, kad ne- (i) ir acetilinti (ii) K54 tipo polisacharidai pasizymi skir-
tingomis strukttrinémis savybémis: (i) dvigrandés spiralés konformacija, kurioje

, skatina bakterijy prisitvirtinima prie eukariotiniy Iasteliy ir padidina
91,254

aStuonios sacharido liekanos iSsidésto per tris spiralines kilpas ir kuri esant dide-
liam polisacharido arba drusky kiekiui pasikeicia i geling forma; (ii) atskiros
spiralés, sudarancios laisvus tarpgrandininius ry$ius?>>2%°,

Tiriant HPLC-MS metodu Klebsiella KV-3 K-tipa, parodyta, kad gp531
skaido K54 polisacharidg j skirtingo dydzio produktus: tetra-, okta- ir dodeka-
sacharida, kas rodo glikozilo endohidrolazés aktyvumg. Taip pat endohidro-
lazinis aktyvumas buvo aptiktas A. baumannii APK faguose®® ir K. pneumoniae
KpV79 ir KpV767 virusuose”, o pastaryjy abiejy polisacharidy hidrolizés
produktai yra monomerai ir dimerai. Jdomu tai, kad vykdant K54 polisacharido
hidrolize, veikiant lasteleliy biomasg¢ gp531, ir reakcijos méginius analizuojant
HPLC-MS, buvo aptinkti skirtingo dydzio susidariusiy acetilinty oligosacharidy
populiacijos, o masiy spektruose §ie junginiai taip pat buvo matomi kaip nepra-
rade protony vandens molekulés aduktai (7P pav.). Sis reiskinys, kai kovalenti-
nis rySys susidaro i§ dvigubojo karbonilo grupés rysio sgveikos su vandens
radikalo katijonu H,O"" yra gerai zinomas mikroskys¢iy chemijoje®®’.

RaK2 gp531 skaidomas polisacharido K54 glikozidinis rySys, dél analitiniy
metody trikumy, buvo nustatomas dviem skirtingais btidais. Fermentinés reakci-
jos metu susidariusio produkto, tetrasacharido, redukuojantis galas buvo modifi-
kuojamas vykdant redukcija NaBH4 arba derivatizacija ANTS fluoroforu. Po
modifikacijos jvykdoma méginiy hidrolizé¢ TFA ir susidar¢ junginiai anali-
zuojami TLC ir HPLC-MS. Verta paminéti, kad redukuoto tetrasacharido TLC
analizés metu nebuvo detektuotas joks redukuotas monosacharidas ar atskilusi
fukozé arba glukurono riigstis. Kita vertus, visuose méginiuose, tiek pries ir po
redukcijos, buvo matomas tas pats oranzinés spalvos junginys. Tikétina, kad tai
yra disacharidas, sudarytas i§ fukozés ir gliukurono r., a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-
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Fucp?®, nes ankstesni tyrimai rodo prastg glikuroniniy sacharidy hidrolize TFA

rig8timi®** 2%, Galiausiai, HPLC-MS analizé patvirtino redukuotos gliukozes
signalo didéjima vykstant redukuoto tetrasacharido hidrolizei TFA. Kita vertus,
tyrimai su ANTS derivatizuotu tetrasacharidu parodé¢, kad hidrolizés TFA metu
aptiktas intensyviausias HPLC-MS signalas, atitiko ANTS-gliukoze, kuris taip
pat palaipsniui mazéjo. Tai reiSkia, kad ANTS-gliukozé papildomai TFA degra-
duojama iki TLC analzés aptinkamo junginio. Idomu tai, kad ANTS-gliukoze
atitinkantis signalas buvo matomas ir prie§ TFA hidrolizg, kas galimai susij¢ su
junginio fragmentacija HPLC-MS jonizacijos metu?¢!.

Abiejy metody rezultatai vienas kitg papildé ir buvo sékmingai identifikuotas
gp531 fermentinis specifiSkumas — K54 serotipo polisacharido B-(1—4)-endo-
gliukozidazé — pirmasis literatiroje apraSytas baltymas su Zinoma aminortigsciy
seka, tokiu specifiSkumu ir substratu. Anksc¢iau atrasti bakteriofagai, @54%* ir
$31%%%, pasizyméjo identisku gp531 aktyvumu, tadiau jy depolimeraziy genai
néra zinomi. [domu tai, kad bakteriofagas F32 turi fukozidaze, hidrolizuojancia
ne tik Klebsiella aerogenes K54, bet ir E. coli K27 (E56b) polisacharida.
StruktiiriSkai abu polisacharidai iSsiskiria tik Soniniu monosacharido pakaitu:
K27 turi B-D-galaktoze vietoj gliukozés??29%2%4  Tai reiskia, kad K27 poli-
sacharidas gali biiti potencialiai panaudotas kaip dar vienas gp531 substratas.

Galiausiai, pritaikant HPLC-MS analizg ir atliekant susidariusiy produkty
jony masiy intensyvumo matavimus jvertintas gp531 fermentinis aktyvumas
skirtingomis pH ir temperatiiry salygomis. Nustatyta, kad gp531 yra aktyviau-
sias riigstiniuose (pH 3-5) buferiniuose tirpaluose, esant 25-50°C temperatiirai.
PanasSus aktyvumo pobiidis nustatytas ir Klebsiella fago KP36 depolimerazei
gp50, ypa¢ aktyviai pH 4-7 riboje, o esant 55°C praranda 30% savo veiklu-
mo?%. Kita vertus, gp531 optimalios katalizés pH sutampa su Erwinia amylovo-
ra fago $-Ealh?%® depolimeraze, kurios pH veikimo optimumas yra 4 arba 5.

skksk

Atlikti RaK2 tyrimai suteikia papildomy ziniy apie Alcyoneusvirus didziyjy
bakteriofagy adsorbcijos komplekso savybes: Sakotyjy ilgyjy uodegos ataugéliy
(LTF) galima architekttrg; tikéting dvikomponentinj infekcijos mechanizma;
LTF sandara, kuria sudaro depolimeraziniu aktyvumu pasizymintys baltymai,
LTF esanciy depolimeraziy ypac savitg fermentinj specifiSkumga (tik vienam gli-
kozidiniam rysiui i§ visy esanciy bakterijos kapsuliniame polisacharide) ir jy
stabiluma plagiose temperatiiry ir pH salygy ribose. Sie atradimai prisideda ne
vien fundamentaliomis ziniomis apie jumbo fagus, taciau ir apie jy baltymy
galimg pritaikyma, vykdant cheminiy sinteziy biokatalizes fiziologinémis saly-
gomis jvairiose srityse: medicinoje, maisto ar sacharidy pramonése.
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ISVADOS

1. RaK2 gp098 ir gp526-534 baltymy bioinformatiné analizé parodé, kad
domenai, atsakingi uz baltymy prisijungimg (D, XD), depolimerazinj aktyvuma
(CD) taip pat aptinkami jumbo faguose, o tai rodo didelj $iy domeny struktiirinj
konservatyvumg.

2. Nustatyta, kad Sakotgsias ilgasias uodegos ataugéles turintys bakteriofagai
(RaK?2) gali atpazinti bakterijas (Klebsiella sp. KV-3) naudodami du baltymus
(gp531 ir gp098).

3. Empiriskai parodyta, kad RaK2 Sakotaja ilgaja uodegos ataugéle sudaro
gp526-534. Remiantis tyrimo duomenimis pasitlytas galimas ir pirmasis atau-
gélés architektiiros modelis Alcyoneusvirus genties virusams.

4. Genotipuojant Klebsiella sp. KV-3 c¢ps srit], nustatytas kapsulés K-seroti-
pas yra K54. Parodyta, kad jos polisacharido acetilinimo lygis priklauso nuo
bakterijy augimo fazés.

5. K. pneumoniae K54 serotipo kapsulés polisacharido hidrolizés, katali-
zuojamos RaK2 gp531, produkto cheminés modifikacijos ir HPLC-MS metodu
nustatytas fermentinis specifiSkumas — riigstiné f-(1—4)-D-endogliukozidazé —
tai pirmoji charakterizuota depolimerazé, veikianti biitent §j polisacharida kaip
substrata.
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Paveikslai

1P pav. TS (a, 7ZQB) ir lambda (b, 8IYK) bakteriofagy uodegos dalis su pradiirimo
jtaiso sandara. Spalvos zymi: pilka — uodegos vamzdelio baltyma; roZiné — L-formos
uodegos ataugelés b. (a) ir galiuko suriSimo b. (b); geltona — distalinius uodegos b.;
Zalia — ,jvorés“ b.; raudona — uodegos ilgio matavimo b. galin¢ dalj; oranZiné — centri-
nés tiesiosios ataugelés b. (a) ir galiuko b. (b); mélynos sp. atspalviai — trimerinj galiuko
b. Néra pateikto receptoriy atpazjstancio baltymo, pbS. Galiniuose vaizduose spalvy
rySkumo silpnéjimas Zymi nutolima.
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gp098 >

D1 BD1 BD2 CTD
gp526 ) s I il ][ >

D1 D3' CTD
gp527 s m— 1t >

AD XD2 XD2 XD2 XD3 D1 XD2 CD CTD
gp528 e e >

D1 CD CTD
gp529 et 10 >

D1 CTD CTD2
gp530 e I

D2 D1 XD2 XD2 CD CTD CTD2

gp531 10 —>

D2 D1 XD2 CD CTD CTD2
gp532 1T —>>

D2 D1 XD2 CD CTD CTD2 CTD3

gp533 s>

D2 CTD
gp534¢ >

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 aa

2P pav. Apibendrintas numatyty struktiiriniy domeny iSsidéstymas RaK2 tirtuose
baltymuose. Atitinkamos spalvos zymi Siuos domenus arba sritis: roZiné — ,,inkaro*
(AD), atsakingas uz ataugélés prijungimg prie bazinés plokstelés; mélyna ir violetiné —
XD2 ir XD3, homologinius CBA120 TSP2,4 arba T4 gpl0 D2 ir D3; oranZiné, geltona
ir raudona — homologiniai CBA120 fago savitiems N galo D1, D2 ir D3’; Zalsva — CD,
depolimeraziy katalitiniai, sudaryti i§ B-spiraliy; Zydra ir melsva — C galo, CTD; balta —
homologinés sr. BD1-3, badingos kitiems bakteriofagy kilmés baltymams. Zemiau pa-
teiktas mastelis nurodo baltymy aminoriig¢iy seky ir atitinkmai domeny dydj.

533 528 531 098 526 534

527 529 530 532

72

B it

3P pav. RaK2 baltymy trimeriniy struktiiry modeliy patikimumo sritys pagal pLDDT
skale (0—100). Polipeptidai pateikti ,,kaspininiu® vaizdavimu.
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Atstumas, nm

10 20 30 40
°
gp098-Au } ——————————— ° o:o oo: ) Qe gloegs o - 4

5P pav. Gp098 imuno-zyméjimo auksu RaK2 virionuose atstumo duomenys, rodan-
tys platy juy pasiskirstyma ir didelj SD (+ 9,6 nm) nuo matavimy vidurkio (25,8 nm).

B-D-Glcp-(1—4) B-D-Glcp-(1—4)
—»4)-u-D-GIcpA-(1—>3)-u-L-!=ucp-(1—»3)-B-D-Glcp-(1—>4)-a-D-GIcpA-(1—»3)-a-L-Fucp-(1—>3)-B-D-Glcp-(1—>
| Il 2- 1] | Il 2- 1l |

6P pav. Klebsiella pneumoniae K54 serotipo polisacharido strukttira pavaizduota
kaip dvigubas pasikartojantis vienetas?>>?34, Roménigki skaitmenys Zymi skirtingus gli-
kozidinius rySius, o Zydra spalva — acetilinimo vieta.
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7P pav. HPLC-MS analiziy masés spektrai, gp531 katalizuojamos hidrolizés
produkty, kai substratas buvo: iSskirtas polisacharidas (a) arba KV-3 bakterijy biomasé,
37°C auginta: 190 min, 2 val. (b), 0 min, 2 (¢) ir 0 min’!, 11 (d) pary. Neigiami ir
teigiami pikai pazyméti atitinkamai mélyna ir juoda spalvomis.
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(a) ,_ 1T-aspikas 2aspkas  (b) : 1-as pikas

|

!
N
O & OPOP IO o P O @ @ ® Y ?\ a8 6\)"
8P pav. ANTS-tetrasacharido gryninimo frakcijy TLC analizés, po: DEAE (a) ir
nudruskinimo SG10 (b) kolonéliy. Apacioje raidés su skaiciais zymi 1 ir 2 gryninimo
piky frakcijas, matuojant 365 nm Sviesos bangos sugertj; 0 — méginys prie§ gryninima; 1
— nesureagaves ANTS. TLC judrioji fazé:1-proOH: EtOAc: dH,O (6:1:3), leidimo truk-

mé: 25 min (a) ir 2X20 min (b).

117



(-)o‘ocol

00'}

002

(n H00'€

(000 001x)

()o‘vis

) H00'e

(000 001x)

"NOV 11 004 HN) INW ([ :sejudrpess sejopneu SN-OTdH
"SPZIOIPIY VAL unu 081 ‘06 ‘0¢ ‘01 od 1 soud rwuAz rewesunne
sAloD] () euopner I (A) Qunoora ‘(f) eponl Q) ouizuelo
“(z) eez (I ‘D ocol=[HW] I $15=[HT-I] ‘sepureyoesendy

1 ‘smaepueys  hpueyoes-GINV [eSed  sopquued (g

8) 80L=

[H-N] 11 01 2= [H+IN] ‘92010123 *(§ 3) 9%S=_[H-IA] 11 8%S=[H+N]
‘9zoxniS (p 9) 09s=[H-W] I 79S=[H+N] ‘sugdn1 ouorynid
‘@ ‘® ocs=[H] o zes=[H+IW] 9zoyny :soweiSojeworyd
tusew sozijoIply Y] OpLeyoesendl-SINY olonzneauod ‘Aed g6

szt

w097 B

(-)ogo2 (u) ™% oorz (6) [%¢ ()oops ® (+)o'grs () [o0F

(000 001x) (000 001x) (000 001x) (000 001x)
uw 057 uw 05z uw 05z g uw 05 4
S : S A e e —— o
SV S —— |

L \!\Il/\n\(lx/./\/\)\'.{’»\l\(x

H00'} .&o; H00'L

L0z 00 Loo'

()o'09s () [% (+)o'zos (2) 1% ()o'oes (@) (+)o'zes (e) ¢
(000 001x) (000 001x) (000 001x) (000 001x)

118



NK 3 4 5 6 7 8 9 10pH

10P pav. Rekombinantinio gp531 aktyvumo skirtingose temperatiirose (a) ir pH (b)
salygose TLC kokybiné analizé. Kontrolé ir neigiama kontrolé atitinka méginius: su
iSveiklintu gp531, kai kitose reakcijose temperatiira pasieké nustatytg riekSme (K);
citratinis buferinis tirpalas (pH 3) be gp531 (NK). Simboliai, ¢, > ir <, atitinkamai Zymi
junginiy kaupimasi bei jy didé¢jimo ir mazéjimo tendencijas tarp skirtingy meéginiy.
Judrioji TLC fazé: 1-proOH:EtOAc:dH,0 (6:1:3); TLC vykdyta 20 min.
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Lentelés

1P lentelé. Bakteriofagy uodegaspygliy prijungimo domenai ir funkcijos.

PDB II-¢é baltymo Sritis Prijungimo
Fagas TSP Domen. Nr. struktiira ar an Aa funkcija
T4 gpl0 D1 SHX2 o,B7 1 155 154 save su BP
T4 gpl0 D2 SHX2 o,p2 156 251 95 gpl2
T4 gpl0 D3 SHX2 B3,0,B 252 395 143 gpll
T4 gpl0 D4 SHX2 o,2,0,82,02, 396 602 206 save su BP
T4 gp9 ND 1S2E a3 1 60 59 save su BP
T4 gp9 MD 1S2E p7 61 167 106
T4 gp9 CD 1S2E B8 168 288 120  LTF per gp34

CBA120 TSPI D1 40J6 a,B6,0 13 96 83 save su TSP4
CBA120 TSPI D2 40J6 BS.a, B 97 154 57
CBA120 TSP3 D1 6NW9 a,B6,0 13 96 83 save su TSP2

CBA120 TSP3 D2 6NW9 B6 97 154 57
CBA120 TSP2 D1 6W4Q a,p6 167 247 80
CBA120 TSP2 XD2 6W4Q B8 1 86 85  savesuTSP4
CBA120 TSP2 XD3 6W4Q B4,0,p 89 160 71 TSP3
CBA120 TSP2 D3' 5W6S a,p4,0 269 340 71
CBA120 TSP4 AD  7RFV 7 42 35 save su BP
CBA120 TSP4 D1 5W6H a,p6 356 412 56
CBA120 TSP4 D2 5W6H  ap4,0,4 413 480 67
CBA120 TSP4 XD1 7RFV B9 80 178 98
CBA120 TSP4 XD2 7RFV B4,0,p4 189 253 64 TSP2
CBAI120 TSP4 XD3 7REJ] B,0,37 265 335 70 TSP1
CBA120 TSP4 D3' 5SW6H a,p4,0 503 570 67
G7C gp66  AD? n/a 1 139 138 ?
G7C gp66 D2+D3 n/a 138 294 156 gp63.1
G7C gp63.1 D1  4QNL o,B6 1 88 87  savesugp66?
G7C gp63.1 D2  4QNL a,pB6 89 160 71

G7C  gp63.1 D3' 4QNL B.op2p3.a 170 250 80

TSP — uodegaspyglis; a1, an ir Aa — atitinkamai yra pirmoji, paskutinioji aminortigstis ir juy
skirtumas; BP — fago baziné plokstelé; ? — néra Zinoma, arba spéjama.
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2P lentelé. Klebsiella K-serotipai ir jy cps sarasas.

K-tipas NCBINr. Klebsiella sp.
K01 AB924547 K. pneumoniae
K02 AB371296 K. pneumoniae
K03 FQ311478 portsis: rhinoscleromatis
K04 AB924548 porisis: ozaenae
KO05 AB371292 porsis: ozaenae
K06 AB924549 porsis: ozaenae
K07 AB924550 K. pneumoniae
KO8 AB924551 K. pneumoniae
K09 AB371293 K. pneumoniae
K10 AB924552 K. pneumoniae
K11 AB924553 K. pneumoniae
K12 AB924554 K. pneumoniae
K13 AB924555 K. pneumoniae
K14 AB371294 K. pneumoniae
K15 AB924556 K. pneumoniae
K16 AB742228 K. pneumoniae
K17 AB924557 K. pneumoniae
K18 AB924558 K. pneumoniae
K19 AB924559 K. pneumoniae
K20 AB371289 K. pneumoniae

K207-2 HE866752 K. pneumoniae
K21 AB924560 K. pneumoniae
K22 AB819893 K. pneumoniae
K23 AB924561 K. pneumoniae
K24 AB924562 K. pneumoniae
K25 AB924563 K. pneumoniae
K26 AB924564 K. oxytoca
K27 AB924565 K. pneumoniae
K28 AB924566 K. pneumoniae
K29 AB924567 K. oxytoca
K30 AB924568 K. pneumoniae
K31 AB924569 K. pneumoniae
K32 AB924570 K. ornithinolytica
K33 AB924571 K. pneumoniae
K34 AB924572 K. pneumoniae
K35 AB924573 K. planticola
K36 AB924574 K. pneumoniae
K37 AB924575 K. pneumoniae
K38 AB924576 K. pneumoniae
K39 AB742230 K. pneumoniae
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K40
K41
K42
K43
K44
K45
K46
K47
K48
K49
K50
K51
K52
K53
K54
K55
K56
K57
K58
K59
K60
K61
K62
K63
Ko64
K65
K66
K67
K68
K69
K70
K71
K72
K74
K79
K80
K81
K82
KN1
KN2
KPB-1

AB924577 K. pneumoniae

AB924578
AB924579
AB924580
AB924581
AB924582
AB924583
AB924584
AB924585
AB924586
AB924587
AB924588
AB924589
AB924590
AB924591
AB924592
AB924593
AB924594
AB924595
AB924596
AB924597
AB924598
AB371295
AB924599
AB924600
AB924601
AB924602
AB924603
AB924604
AB924605
AB924606
AB924607
AB924608
AB924609
AB924610
AB924611
AB924612
AB924613
AB924614
AB371290
HEB66751

K. michiganensis
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. ornithinolytica
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. variicola

K. variicola

K. pneumoniae
K. pneumoniae
n/a

K. variicola

K. variicola

K. pneumoniae
K. variicola

K. variicola

K. variicola

K. michiganensis
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. terrigena

K. michiganensis
K. terrigena

K. terrigena

K. terrigena

K. michiganensis
K. variicola

K. ornithinolytica
K. oxytoca

K. planticola

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae

K. pneumoniae



https://iith.ac.in/K-PAM/k40.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924577
https://iith.ac.in/K-PAM/k41.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924578
https://iith.ac.in/K-PAM/k1.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924547
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924579
https://iith.ac.in/K-PAM/k2.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB371296
https://iith.ac.in/K-PAM/k43.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924580
https://iith.ac.in/K-PAM/k3.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FQ311478
https://iith.ac.in/K-PAM/k44.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924581
https://iith.ac.in/K-PAM/k4.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924548
https://iith.ac.in/K-PAM/k45.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924582
https://iith.ac.in/K-PAM/k5.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB371292
https://iith.ac.in/K-PAM/k46.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924583
https://iith.ac.in/K-PAM/k6.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924549
https://iith.ac.in/K-PAM/k47.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924584
https://iith.ac.in/K-PAM/k7.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB924550
https://iith.ac.in/K-PAM/k48.html
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3P lentelé. Komerciniai junginiai, panaudoti gp531 fermentiniam specifisSkumui tirti.

Nr. Junginio pavadinimas Gamintojas Junginys Metodas*
1 4-NP stearatas Sigma-Aldrich A, 405 nm
2 4-NP acetatas Sigma-Aldrich A, 405 nm
3 4-NP butiratas Sigma-Aldrich Nitro fenilo A, 405 nm
4 4-NP dekanoatas Sigma-Aldrich ir riebaly r. A, 405 nm
5 4-NP palmitatas Sigma-Aldrich A, 405 nm
6  4-NP valeratas Sigma-Aldrich A, 405 nm
7  4-NP-B-D-gliukuronidas Sigma-Aldrich A, 405 nm
8  4-NP-a-D-ksilopiranozidas Sigma-Aldrich A, 405 nm
9  4-NP-o-L-arabinofuranozidas Sigma-Aldrich A, 405 nm
10 4-NP-o-L-arabinopiranozidas Sigma-Aldrich Nitro fenilo A, 405 nm
11 4-NP-B-D-ksilopiranozidas Sigma-Aldrich ir sacharido A, 405 nm
12 4-NP-B-L-arabinopiranozidas Sigma-Aldrich A, 405 nm
13 4-NP-o-1-fukopiranozidas Carbosynth A, 405 nm
14 2-chloro-4-NP-B-D-maltoriozidas Fluka A, 405 nm
15  4-nitroacetanilidas Sigma-Aldrich A, 405 nm
16  4'-nitrobenzanilidas Combi-Blocks A, 405 nm
17 X-Gal Thgrc‘iré‘l’ltf}fcher 5-Br-4-Cl- A, 615nm
18  X-Glc Carbosynth -3-indolilo ir A, 615 nm
19 X-GleU Carbosynth sacharido A, 615 nm
20  Krakmolas (i§ bulviy) Sigma-Aldrich TLC

21 Karboksimetil celiuliozé Sigma-Aldrich Polisacharidas TLC

22 Amilozé (i§ bulviy) Sigma-Aldrich TLC

23 Pektinas (i§ citrusiniy vaisiy) Sigma-Aldrich TLC

24 B-D-celobioze Fluka Analytical TLC

25 Laktozé - Disacharidas TLC

26 D (+)-melibioze Fluka Biochemica TLC

27 D (+)-rafinozé Sigma-Aldrich Trisacharidas TLC

*aktyvumo nustatymas atliekamas, matuojant chromogeniniy junginiy absorbcija (A), esant
405 arba 615 nm Sviesos bangos ilgiui, arba vykdant TLC analize, kurios metu plokstelé
dazoma anyZzio aldehido dazu.
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4P lentelé. Gp531 katalizuojamos hidrolizés produkty molekulinés masés, pagristos
HPLC-MS masiy spektrais.

Produktas Modifikacija Zymuo Formulé ]1\)/[; Slg:;zlas, z;](;)lill?ts;s
) i 663 [M-H]~
Tetrasacharidas néra M;  C2aH40021 664 687 [M-+Na]'
705 [M-H]~

724 [M+H0]"

Tetrasacharidas acetilo gr.  Mpac CasHa2022 706 725  [M+H+H:0]*
729 [M+Na]*

365 [M-+H-+Na]*
1309 [M-H]~

Oktasacharidas néra Mi  CasH70ar 1310 1328 [M+H0]"
654 [M-2H]*>
Oktasacharidas acetilo gr.  Misac CsoHsoO«2 1352 1351 [M-H]~
Oktasacharidas ~ 2x acetilo gr. Mioac Cs2Hs2043 1394 1393 [M-H]"
Dodekasacharidas néra M C2Hi16061 1956 1997575 UEﬁ/fg]]f
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PADEKA

Esu dékingas savo buvusiai mokslo vadovei dr. Laurai Kalinienei uz
galimybe atlikti darbus, susijusius su disertacija ir jgrjstus pamatus moksliniuose
eksperimentuose ir pagalbg rengiant straipsnius bei stendinius praneSimus
konferencijoms. Taip pat didelis aciti skyriaus vadovui prof. dr. R. MeSkiui uz
pagalbg sprendziant iskilusias mokslines problemas ir suteiktg galimybe¢ vykdyti
eksperimentus Biochemijos instituto MMBS skyriuje. Prof. dr. Mindaugui
Valiui uz galimybe atlikti ,,Western blot* analizes jo vadovaujamame Bioche-
mijos instituto proteomikos skyriuje ir dr. Marijai Ger uz patarimus vykdant
imunologines analizes. Taip pat esu dékingas dr. lrenai Dumalakienei ir Ritai
Vilienei, jsiktiriusioms Inovatyviosios medicinos centro imunologijos skyriuje,
uz galimybe atlikti triuSiy imunizacijg ir imunologinius tyrimus. Dékoju uz
pagalbg vykdant méginiy TEM analizes Biotechnologijos instituto eukarioty
geny inZinerijos skyriaus mokslininkams dr. Justui Lazutkai ir dr. Alionai
Avizinienei. O uz geresnés raiskos mikrografijy — dr. Martynui Skapui, FTMC
medziagy struktlrinés analizés skyriaus mokslininkui. Labai aéiti dr. Audriui
Laurynénui, Biochemijos instituto bioanalizés skyriaus mokslininkui, uz modeli-
niy struktiry numatyma, pritaikant bioinformatinius jrankius RaK?2 adsorbcijos
kompleksa formuojantiems baltymams. Taip pat institute, bioelektrochemijos ir
biospektroskopijos skyriuje dirbanciai dr. Marijai Jankunec acii vz AFM
padarytas analizes. Dékoju kitiems MMBS skyriaus mokslininkams ir darbuo-
tojams: dr. Rasai Rutkienei uz baltymy gryninimo apmokymus, Justui Vaitekii-
nui ir dr. Jonitai Stankeviciutei uz pagalba, atlickant HPLC-MS analizes, vyr.
laborantei Nijolei UZzdavinienei, inzinieriui Algimantui Krutkiui uz sklandziai
veikian¢ius prietaisus laboratorijoje. Ypatingas aditi dr. Eugenijui Simoliiinui ir
Monikai Simoliiinienei uz palaikimg ir pagalba kritiniu momentu.
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SUMMARY OF DOCTORIAL DISSERTATION
INTRODUCTION

The consequences of human-induced excessive use of antibiotics in medi-
cine, the food industry, livestock, and horticulture are evident in the increased
variety and antibiotic resistance of microorganisms'. This rise in resistance
complicates the treatment of bacterial infections®>~. As these challenges persist,
it's imperative to seek alternatives to antibiotics that are effective, yet, less harm-
ful to patients enduring chronic bacterial infections.

Natural bacterial predators, such as (bacterio)phages®, which are typically
composed of a genome-containing capsid and a tail with an adsorption complex
at the end®!?, offer an excellent alternative with superior properties compared to
antibiotics!12. Phages precisely target and destroy specific bacterial species or
strains while multiplying, reducing the likelihood of harming the microbiota and
eliminating the need for high-dose treatments'*-!5. These attractive characteris-
tics drive various studies involving phages. Common phage characterisation
helps explore their genetic diversity, evolution, morphological distinctions, and
expand treatment options®!'®-1%. In addition, studies on virus-host interactions'®
provide an understanding of bacterial resistance to phages and a foundation to
create strategies that inhibit bacterial growth. In this context, the proteins
identified as crucial for infection initiation, based on their properties (such as
enzymatic activity?%-21:30-39.22-2% or bacterial lysis*’), may have applications in
medicine*!' or biotechnology*’.

In addition, bacteriophages are relatively simple and inexpensive modular
organisms that have significantly contributed to the discovery of numerous
fundamental truths in the molecular biology, such as: nucleic acid being the
hereditary material of life*3; RNA hybridisation occuring during protein
synthesis in ribosomes*'; bacteria degrade phage DNA through their
restriction-modification*> or CRISPR self-protection systems®49.

One of the fundamental research goals is study the adsorption complex,
which is crucial for infection initiation and varies in complexity depending on
the phage tail morphology?!47-3648-55 L imited research has been conducted on
viruses with sophisticate adsorption complexes, such as jumbo phages (Fig. 1),
including N1M22% GBHO019?%, ¢$Kp24%, ®K64-1%°, and vB_KleM-RaK2
(RaK2)'°,
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GBHO019 N1M2 $Kp24 DK64-1 vB_KleM_RaK2

Accession No. - MN642089 MW394391 AB897757 NC_019526
Host K. pneumoniae K. aerogenes K. pneumoniae K. pneumoniae  Klebsiella KV-3
Capsid, nm 132.7 113x101 110 129* 123
Tail, nm 163.4 158%21 177%x23.1 159%24* 128%21.5
gDNA, bp 347546 253367 307210 346602 345809
GC content, % 32 40.9 45.1 31.7 32
CcDs 534 257 372 541 534

Tail fibres 4 ? 14 11 10
tRNAs 6 3 9 - 7
tai’:i‘:odons - MRN SNDQYRLM? - RSx2 N T ?x2
infecting K2, K51, K102 K186* K|2€3§? i;g ?{eﬁ?sy K:<'3|8,1 :(32,2:{6}4(1,25' 3
K-serotypes: K64, K81 K69, KN4, KN5

Figure 1. TEM micrographs of Klebsiella spp. jumbo bacteriophages with key
characteristics. The scale bar represents 100 nm. Letters or question marks correspond to
known or unknown amino acids transported by tRNAs, respectively. Asterisks indicate
parameters not published by the article authors3-100.208-211,

Jumbo phages®>% are characterised by their impressive size, with genomes
exceeding 200 kbp and containing around 200-500 genes. Uniquely, among the
genomes of GBH019%2%, ®K64-1%%, and RaK2'%?’, a mosaic organisation of genes
is observed, grouping them into a small genus named Alcyoneusvirus. Regard-
less, jumbo genomes encode additional proteins and RNAs absent in smaller
phages. For instance, up to nine distinct tRNA genes can be found, while ¢Kp24
and RaK2 even contain 1-2 tRNAs with unique anticodons>?63.100.208-211,

The adsorption complex of jumbo phages usually consists of heterogeneous,
labile, long, and typically branched nanostructures (long tail fibres) observed in
electron micrographs®-%2, These fibres may contain up to 14 different structural
proteins, primarily tailspikes®*%4, that are found in smaller phages®**% as well.
Tailspikes typically demonstrate distinct depolymerase activity®3:66-%%, breaking
down polymers enveloping the bacterium?3-3%7, This enzymatic activity allows
the phage to reach the outer membrane®!, where a secondary interaction occurs
via adhesin affinity, causing the phage to irreversibly adsorb onto the bacterium
and initiate infection®®’!. For example, the $Kp24 bacteriophage can infect nine
different K-serotypes of Klebsiella sp. strain®.

Phage-borne depolymerases’ target lipopolysaccharides’ and capsular poly-
saccharides’7® that envelope the bacterium and are associated with O- and K-
antigens’®7, respectively. The latter antigens are primary virulence factors’®80
that enhance bacterial pathogenicity by protecting the cell from external threats,
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such as an immune response, viruses, or adverse environmental conditions®!-33.
Virulence factors®, along with multi-drug resistance' further complicate
treatment of bacterial infections and increase patient mortality®+33,

It is estimated that over 300 different serotypes of Klebsiella spp. have
already been discovered. However, the polysaccharide structure has only
established for about 80 of them’®3¢. The diversity of serotypes’®7#8 suggests a
potentially wide array of polysaccharide depolymerases with varying enzymatic
specificities?!-333%98%90 a5 polysaccharides can contain dozens of different
monosaccharide residues, featuring various modifications®-*? with varying com-
binations of glycosidic bonds.

Therefore, conducting studies on phage adsorption complexes is crucial for
understanding the complex oligomeric structures of these viruses involved in
bacterial recognition, which may serve in nanostructure bioengineering °>. In
addition, such studies provide insights into the mechanisms of interaction
between phage and its host bacterium®*. Identifying proteins with depolymerase
or affine activity facilitates the development of systems for pathogen detection
or typing®, as well as the synthesis of various oligosaccharides®® under physio-
logical conditions. These saccharides may be used in developing glycovaccines,
while depolymerases could be supplemented as adjuvants during infection treat-
ment”’?8, Phage interaction proteins, such as adhesins, can also be applied in
platforms that generate affine molecules, similar to phage display®® technology.

To gain a better understanding of jumbo phages, our research focused on
RaK?2, one of the first Klebsiella jumbo phages discovered. It features six
branched long tail fibres, which are potentially composed of ten structural
proteins. Notably, gp098, gp529, gp530, and gp533 of RaK2!® show high
protein sequence identity (=90%) corresponding to ®K64-1 gp25, gp59, gp60,
and gp63°, which were demonstrated to exhibit depolymerase activity against
Klebsiella serotypes K25, K35, and K30/K69, respectively. The high similarity
between RaK2 and ®K64-1 proteins suggests that their host-recognition ranges
at least partially overlap, providing valuable insights for our research.

The research aim was to investigate the structural and functional character-
ristics of the RaK?2 adsorption complex.
To accomplish the aim, tasks were established as follows:
1) to perform bioinformatic analysis of structural proteins, gp098, gp526—534,
of RaK2;
2) to identify RaK2 proteins that play a role in the phage adsorption process on
Klebsiella pneumoniae isolate KV-3;
3) to identify proteins involved in the formation of RaK2 branched long tail
fibre;
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4) to determine the K. pneumoniae KV-3 capsular serotype and its polysaccha-
ride structure;
5) to identify and characterise RaK2 recombinant proteins with depolymerase
activity.
Thesis statements

AlphaFold?2 bioinformatics tool enables the generation of reliable models
for bacteriophage long tail fiber proteins that exhibit structural homology.
Solubility of recombinant fibre proteins can be increased by synthesising
polypeptides with a shorter sequence.

Inhibition of the phage with antibodies allows the identification of proteins
required for its adsorption.

Immuno-labelling with Au nanoparticles provides information on the loca-
tion of proteins in the virion.

Bacterial K-serotype can be determined by genotyping the cps region.
Enzymatic activity of depolymerases can be characterised using polysaccha-
ride as a substrate with a method based on (chemical modification of the
product and) HPLC-MS assay.

Scientific novelty and practical significance

Little is known about the adsorption complexes of jumbo bacteriophages of
the genus Alcyoneusvirus, which feature one of the most complex structures
described in the literature. The presence of long and narrow nanostructures,
exhibiting lability and branching characteristics, in these adsorption complexes
makes them sophisticated and still scarcely investigated. The first discovered
Alcyoneusvirus phage, RaK2!!, was investigated with a respect to its adsorption
complex, which contains at least a dozen structural proteins, including gp098
and gp526-534.

High-quality structural trimer models, particularly in regions composed of p-
sheets, were generated using the Alphafold? tool for all the RaK2 proteins
studied. In addition, the first possible architectural model of a long branched
fibre of the Alcyoneusvirus phage was proposed. The model of the branched
long tail fibre is composed of all investigated RaK2 proteins, except gp098.
Furthermore, infection inhibition and adsorption studies have shown that gp098
and gp531 are important for RaK2 infection, with gp531 also acting as a
depolymerase, as demonstrated by spot test on the Klebsiella pneumoniae KV-3
isolate bacterial lawn. Serotyping of the Klebsiella KV-3 strain, by genotyping
the cps gene cluster associated with capsule polysaccharide synthesis, revealed a
K54-type polysaccharide structure and identified one of the conditions leading
to its deacetylation. Using this polysaccharide as a substrate, the enzymatic
specificity of the depolymerase gp531 was determined. To date, no other
depolymerase has been reported that hydrolyses the Klebsiella polysaccharide of
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serotype K54 independently of its acetylation and acts as an acidic B-(1—4)-
endoglucosidase.

The results of the study provide a better understanding of Alcyoneusvirus
jumbo phages and the functions of the proteins involved in the adsorption
complex. The relatively stable (<55°C) enzymatic specificity of RaK2 gp531
may be used for the production of specific prebiotics with L-fucose content, as

102, or

well as for the development of glycovaccines against relevant pathogens
for the synthesis of novel saccharides. The depolymerase activity may also aid

the treatment of virulent Klebsiella'®® K54 bacterial infections.
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MATERIALS AND METHODS

Plasmid vectors
Recombinant gene cloning:
@ pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific).
Recombinant gene expression/ protein synthesis induction:
> pET16b and pET28b (Novagen, USA).

DNA primers
Table 1. Sequences of primer pairs complementary to RaK2 genes.
Gene Primer (5' — 3') sequence Gene
sequence
098 F ATGGCTAGCGATACTATGACTGGCAAC truncated
R ATTCGGATCCTGACTGTGTGTCAGAT
526 F TACAGCTAGCTTAAACGAGGACAATATGTC full
R TAACAGGATCCATTAATATTCCTAGATGTG
527 F ATGCTAGCTCTGGTACAACAAATACAA truncated
R TAACAGGATCCTCGTTTTAATTAGTTGG
528 F TACACATATGAAAAGGAATTATGACATGGC truncated
R TACTAGGATCCTGTAGTGGTGAGCTTAATG
529 F TGGCTAGCATGGGAAATTTTATAC full
R TCGGATCCTATTATGCACCTCTAATA
530 F GAAGCTAGCGTCAGTTACACTACATCA truncated
R AAGTGGATCCTTTAGGTTGTATAAAATT
531 F CTTGTCGACGAGGTTTAATATGTCATTGA full
R TAAGGATCCTTTTTTATACTGAAGTTCCTG
532 F TCAGTCGACGTCTTTAAGTAATTTAAGCTC full
R TAATGGATCCATTACTAGGTGAAAG
533 F TCAGTCGACGTCATTAATTCAACTTTCACC full
R GCCGGATCCGATAATGACATAATCGAT
534 F CCAACGCTAGCATGCAAATAGCTGG truncated
R TACAGGATCCATTATATAGTTAAGAAACTTAC

F/R — forward and reverse primers with bolded target site of restriction
endonucleases: BamHI, Ndel, Nhel, or Sall.

Corresponding sequencing primers of pJET1.2 and pET16b vectors were
used for identifying proper transformants.

Bacterial strains
Recombinant gene cloning:

& DHI10B, Escherichia coli: ¥ mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
D80dlacZAMI1S AlacX74 endAl recAl A(ara, leu)7697 araD139 galU galK
nupG rpsL (StrR) A~ (Thermo Fisher Scientific, Lithuania).

Protein synthesis induction:
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@ HMS174 (DE3), Escherichia coli: F- recAl hsdR (rK12- mK12%) (Rif R)
(Novagen);

@ Rosetta pLysS (DE3), Escherichia coli: F- ompT hsdSs (r8” mp") gal dcm
(DE3) pLysSRARE (CamR) (Novagen, USA);

@ Arctic express (DE3), Escherichia coli: B ¥~ ompT hsdS (rB- mB) dem™
Tetrgal\ endA Hte [cpn10 cpn60 Gent'] (Agilent technologies, USA);

@ ER2566 or T7 Express, Escherichia coli: B fhud2 lacZ::T7 lon ompT gal
sulAl1 R(mcr-73::miniTnl0--Tet%)2 dem R(zgb-210::Tnl10--TetS) endAl
A(mcrC-mrr)114::1S10 (New England Biolabs, USA).

RaK2-based experiments:

@ Klebsiella sp. KV-3: a veterinary isolate acquired by scientists from VU —

Institute of Biochemistry in Lithuania. Accession No. SAMN31360738.
Depolymerase identification:

@ Klebsiella sp. KV-1 isolate; @ Klebsiella pneumoniae 279;
@ Klebsiella oxytoca ATCC 8724; © K. pneumoniae ATCC BAA-1705.

Bacterial virus

The jumbo phage vB KleM-RaK2 (Accession No. JQ513383), infecting
Klebsiella sp. KV-3, was previously isolated from a swamp by Dr. Vytautas
Klausa' in Rokiskis city, Lithuania.

Chemical compounds and solutions

Acids: acetic a., H3;BOj3, citric a., formic a., HCI, H,SO4, TCA a., TFA a.

Antibiotics: ampicillin, chloramphenicol, kanamycin, tetracycline.

Bases: KOH, NaOH.

Chromogenic Compounds: 4-nitrophenyl (NP) acetate, 4-NP o-D-xylopyrano-
side, 4-NP a-L-arabinofuranoside, 4-NP o-L-arabinopyranoside, 4-NP a-L-
fucopyranoside, 4-NP -D-xylopyranoside, 4-NP B-L-arabinopyranoside, 4-
NP butyrate, 4-NP decanoate, 4-NP palmitate, 4-NP stearate, 4-NP valerate,
4-nitroacetanilide, 4'-nitrobenzanilide, peroxidase substrate (x10), X-Gal, X-
Glc, X-GIcA.

Detergents: sodium dodecyl sulfate (SDS), Tween-20.

Dyes: 3,3'-diaminobenzidine, 4-anisaldehyde, 8-Aminonaphthalene-1,3,6-trisul-
phonic acid (ANTS), bromphenol blue, Coomassie brilliant blue G250, ethi-
dium bromide (EtBr).

Extracts: milk powder, tryptone, yeast extract.

Enzymes: T4 DNA ligase, DNAse I, BamHI, Ndel, Nhel, Sall.

Inorganic Salts: CaCl,, CsCl, CuSO4, CuSO4-5H,0, KH,PO4, KoHPO4, KCl,
Mg>SO04, MgSO4-7TH,O, NaBHs4, NaCNBH3, NaxCOs;, Na,HPOs, NaCl,
NaN3s, (NH4).CO3, NiSO4:6H-O.
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Miscellaneous: Folin—Ciocalteu's reagent, Freund's full and incomplete adju-
vants, stable peroxidase (x1) buffer solution.

Organic Compounds: acrylamide, APS, bis-acrylamide, B-mercaptoethanol,
formaldehyde, EDTA, glycerol, L-glycine, imidazole, PMSF, poly-L-lysine,
TEMED, Tris, Tris-HCI, carbamide.

Organic Salts: sodium acetate, sodium citrate.

Proteins: anti-rabbit IgG conjugated with 10 nm Au particles, anti-rabbit whole
IgG peroxidase conjugate, BSA, IRDYE® 680RD goat anti-rabbit IgG
secondary antibody, Page Ruler Prestained Protein Ladder 10-180 kDa.

Saccharides: agar, agarose, amylase, carboxymethylcellulose, D-(+)-glucose,
D-cellobiose, D-glucuronic acid Na-H,O, IPTG, L-fucose, pectin, starch,
sucrose.

Solvents: 1-butanol, 1-propanol, ACN, chloroform, DMSO, ethanol, ethyl aceta-
te, methanol, phenol.

skksk

Luria-Bertani (LB) broth:

1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl; pH adjusted to 7.0; sterile.

Luria-Bertani agar (0.5-1.2% LA) medium:

0.5 or 1.2% agar, 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1.0% NaCl; pH adjusted
to 7.0; sterile.

Bacteriophage harvest solution:

49 mM Na:HPO4, 68 mM NaCl, 17 mM KH:PO., 1 mM MgSOs.. Sterile
magnesium sulphate is added after autoclaving.

CsCl gradient solutions:
water solutions of CsCl containing concentrations of 5.6, 3.92, 3.22, and 2.52
M, with respective densities of 1.71, 1.49, 1.40, and 1.31 g/mL.
Bacteriophage dialysis buffer solutions after CsCl purification:
I-3 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH~7.4;
11— 0.3 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH=7.4.
Protein electrophoresis (SDS-PAGE) solution (10x):
250 mM Tris, 2 M L-glycine, 1% SDS.
Protein sample loading dye (4X):
200 mM Tris-HCI (pH 6.8), 8% SDS, 40% glycerol, 600 mM f3-
mercaptoethanol, 50 mM EDTA, 0.08% bromophenol blue.
Resolving PAA gels (=10-14%):
9.88-13.84% acrylamide (30%), 0.26—0.37% bis-acrylamide (0.8%), 123
mM Tris, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.2% TEMED, pH~8.8.
Stacking PAA gel (=4%):
3.85% acrylamide (30%), 0.1% bis-acrylamide (0.8%), 123 mM Tris, 0.1%
SDS, 0.1% APS, 0.2% TEMED, pH~6.8.
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Coomassie dye for PAA gel staining:
0.1% Coomassie brilliant blue G-250, 30% methanol, 30% acetic acid.

PAA gel washing solution:

5% methanol, 7% acetic acid.
Tris-acetate- EDTA (TAE, 50%), DNA electrophoresis solution:
2 M Tris, 1.0 M acetic acid, 50 mM EDTA.
Agarose (0.5-1.0%) for DNA electrophoresis:
0.5-1.0 g agarose, 99.5-99.0 g TAE (1x).
Protein chromatography solutions:
A1:25-50 mM Tris, pH 8.0;
A2: 20 mM sodium phosphate, pH 8.0.
B1: 25 mM Tris, 0.7 M imidazole, pH 8.0;
B2: 50 mM Tris, 0.5 M imidazole, pH 8.0;
B3: 20 mM sodium phosphate, 0.7 M imidazole, pH 8.0.
Solutions for protein purification under denaturing conditions:
Alc: 50 mM Tris, 6.0 M carbamide, pH 8.0;
B2c: 50 mM Tris, 6.0 M carbamide, 0.5 M imidazole, pH 8.0.
A/B reagents for concentration determination according to Lowry:
A —0.4% NaOH, 2% Na:COs;
B - 0.5% CuSO4-5H-0, 1.0% sodium citrate.
PBS (10x) for antiserum dilutions:
1.37 M NaCl, 27 mM KCl, 43 mM NaHPOs, 11.5 mM K-HPOs, pH 7.4.
Protein transfer solution (Western Blot):
25 mM Tris, 192 mM L-glycine, 0.1% SDS, 20% methanol.
Membrane blocking mixtures:
1) 1% mp: 1.0% milk powder, 154 mM NaCl, 10 mM Tris, 0.05% Tween-20,
0.02% NaNs. Stored at 4-8°C before use.
i) 3% BSA: 3.0% BSA, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 10 mM Na:HPO.,
1.47 mM KH2POs4, 0.05% Tween-20. Stored at -20°C before use.
Membrane washing solution (PBST):
0.5% Tween-20 in PBS (1x) solution.
TEM grid solution:
150 mM NaCl, 20 mM 0.02 M sodium phosphate, pH 8.1.
Uranyl (2%) acetate solution:
20 mg of uranyl acetate salt dissolved in 0.995 mL of water and in 25 pL. of a
2 M acetic acid solution.
NaBHa4 (0.6 M) solution:
23 mg of NaBHa4 dissolved in 0.150 mL of a 0.1 M KOH solution and 1.350
mL of water.
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ANTS (0.2 M) derivatisation solution:
43 mg of ANTS-2Na* dissolved in 0.229 mL of water and 0.0404 mL of a
99.8% acetic acid.
NaCNBH:; (1 M) solution:
63 mg of NaCNBH: dissolved in 1.000 mL of DMSO.
DEAE carbohydrate chromatography solutions:
A: 20 mM sodium phosphate, pH 8.1, =3.14 mS/cm;
B: 20 mM sodium phosphate, 1.0 M NacCl, pH 8.1, =72 mS/cm.
TFA acid (8 M) solution:
0.700 mL of trifluoroacetic acid dissolved in 0.443 mL of water.
TLC mobile phases:
1) 1-proOH: EtOAc: H:2O in a ratio of 6:1:3 (v/v/v);
i) 1-butOH: ethanol: H20 in a ratio of 5:3:2 (v/v/v).
Anise aldehyde(1%) dye:
90.6% ethanol, 1.0% 4-anisaldehyde, 1.0% acetic acid, 3.4% H2SOa.
Depolymerase substrate screening solutions:
i) mono and disaccharide (0.05-0.01 M) water solutions as controls;
ii) polysaccharide (1-5 mg/mL) water solutions;
iii) 4-NP chromogenic solutions (0.01 M) in DMSO;
iv) X-saccharide chromogenic solutions (0.01 M) in DMSO.
Depolymerase activity assay solutions (0.05 M and pH 3-10):
prepared by mixing 0.2 M acidic/ basic pair solutions, namely citric acid/
citrate for pH 3-6, Tris-HCV/ Tris for pH 7-9, and Boric acid/ NaOH for pH
10, in appropriate ratios based on the Henderson-Hasselbalch approximation.

Methods

Bioinformatic analysis of RaK?2 protein structures

The AlphaFold2 bioinformatic tool was used to model the trimeric structures
of the RaK2 proteins gp098 and gp526-534, refined over 12 runs using 16
structural templates. Small overlapping fragments of the protein, about 350
aminoacid residues, were first modelled and then assembled into a complete
structure using UCSF Chimera v1.16 software, which was also used to visualise
the generated structures. The reliability of the models was assessed using the
pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) in scale (0—-100%), measure-
ing the deviation of predicted distances in the model from those in the establi-
shed structure.

Protein Data Bank (PDB) databases with sequence identity thresholds of 25—
90% (PDB25, PDB50, PDB90) were used to identify the closest structural
homologues by submitting structural regions to the Dali server and selecting the
most reliable homologues of the phage proteins, with the highest Z-score, which
indicates a statistically significant overlap (structural homology) between the
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amino acid residues of two proteins within the folding region. Typically, a Z-
score of >2 suggests a common biological significance between two proteins,
such as similar function, activity, or interaction with a ligand, while a Z-score of
>8 indicates that both structures share a common ancestry (orthologs). Protein
sequences were also analysed using the Hhpred tool with PBD mmCIF70,
employing default settings and a minimum coverage of 10-20% between align-
ed sequences.

The protease cleavage site for the 650-779 region of the C-terminus of
gp530 was analysed using the MMAFT bioinformatic tool against other proteins,
including GA1 gpl2, ®K1-5 gp46, KI1E endoNE, ®63D endoN, TS5 pbl, 29
gpl2, PZA gpl2, B103 gpl2, and K5 KIfA, all of which contain an
intramolecular chaperone domain (endochaperone) at their C-terminus.

Modelling of the trimeric structures of RaK2 proteins was conducted by Dr.
Audrius Laurynénas (from Bioanalysis Department at the Institute of Biochemi-
stry), and the domain homology analysis was performed by Dr. Laura Kaliniené.

Klebsiella sp. KV-3 K-typing using bioinformatics

The bioinformatic analysis was conducted on a 30,887 kbp fragment of
genome (3637592-3668479) of Klebsiella sp. KV-3, identified using primary
Blast analysis of homologous sequences). The analysed fragment includes the
cps gene cluster flanked by terC and rfbA at the 5' and 3' termini, respectively.
The K-serotype of Klebsiella sp. KV-3 was determined using the open-source
tool, Multigeneblast, with default parameters. To facilitate the identification
process, 81 Klebsiella K-serotypes with established polysaccharide structures
and cps genotypes were utilised as references. Additionally, two open-source

tools, K-Pam®” and Kaptive*'?, were used to verify the serotype identification.

Cultivation, competent cell preparation, and transformation

E. coli bacterial cultures (DH10, Rosetta, HMS174, etc.) were grown in a
shaker incubator (Innova 44, New Brunswick Scientific) at 180-200 rpm and
temperatures of 30—37°C for 2-24 h in sterile LB broth supplemented with the
appropriate antibiotic. To prepare competent cells, the grown bacterial biomass
(ODgoo 0.4-0.8) is washed several times under ice-cold conditions with either
0.1 M CaCl; or a 10% glycerol solution for chemical or electrotransformation,
respectively. Chemical bacterial transformation is performed by adding 25-50
ng of plasmid DNA or 2.5-5 pL of a ligated DNA mixture to the glycerol-
washed bacterial suspension, followed by a 30-min cold (4°C) and a 2-min heat
shock (42°C) treatments. In contrast, electrotransformation is induced by an
electric discharge at 1990 mV/cm voltage. Transformed bacteria are then reco-
vered by incubating them in LB broth and plated in a petri dish, allowing
bacterial colonies to grow at 30-37°C.
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RaK?2 propagation and CsCl purification

Klebsiella sp. KV-3 bacteria (60 mL LB, 30°C, 180 rpm, 2—3 h, ODsgo 0.4—
0.5) were inoculated with RaK2 bacteriophage suspension containing 2—5 times
more phage particles than bacterial cells. The infection was carried out for 3-5 h
at 30°C, and biomass was then harvested (14,500xg, 60 min, 4-6°C). Phages
were dissociated into solution by gently shaking the collected pellet in 1.0-2.0
mL of bacteriophage harvest solution with 100200 puL of chloroform and 2—4
units of DNAse 1. Finally, the supernatant was collected (2,700xg, 20 min at
4°C), and the phage concentration (pfu/mL) was determined by double-agar
titration on a Klebsiella sp. KV-3 bacterial lawn.

High-conc. RaK2 suspensions (>10'" pfu/mL, 2-4 mL) were purified through
a CsCl gradient’'®, which was consistently prepared by layering CsCl solutions
with the following concentrations (densities): 5.6 M (1.7 g/mL), 3.92 M (1.49
g/mL), 3.22 M (1.40 g/mL), and 2.52 M (1.31 g/mL), with the phage suspension
layered on top. The purification was performed by ultracentrifugation (Optima
L-100K with SW40 rotor, Beckman Coulter, 73,000xg average speed, at 4°C,
2-3 h), causing the phage particles to concentrate into a visible thin layer,
depending on the density within the CsCl gradient. The phage-containing layer
was collected and cold-dialysed (14 kDa MWCO, a sealed semi-permeable
membrane tube; Roth) for 30 min in I* buffer solution and at least three times
for 1.5-2 h each in 1",

PCR assay

The target genes 098, 526—534 of phage RaK?2 were amplified using the PCR
enzyme mixture, namely Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific), with specific primers (Table 1) complementary to the corres-
ponding genes and the RaK2 genome as a template DNA.

In the case of selecting properly cloned plasmids, a colony PCR assay was
used with plasmid sequencing primers and DreamTaq Green PCR Master Mix
2x (Thermo Fisher Scientific). The PCRs were performed in a thermocycler
(Mastercycler 5345, Eppendorf) according to the manufacturer's recommenda-
tions.

Plasmid cloning

Plasmid vectors pET16b and pET28b, as well as amplicons of RaK2 genes,
were prepared with appropriate restriction endonucleases, namely Ndel, Nhel,
BamHI, and Sall, to generate digested 5' and 3’ termini. Hydrolised DNA
fragments were purified from a 0.7-1.2% agarose gel after electrophoresis using
DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) as a reference for fragment sizes,
and the GeneJET Plasmid Miniprep Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific)
for DNA extraction from a gel slice following the guidelines provided in the kit.
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The extracted fragments 528N, 531-533 and 098C, 526, 527C, 529, 530C,
534C were inserted into the correspondingly hydrolysed pET16 and pET28b
vectors, respectively. The insertion was performed with T4 DNA ligase using
the Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manu-
facturer's recommendations. Afterwards, the reaction mixtures were transformed
into gene expression bacterial strains DE3 (Rosetta, HMS174, Arctic Express,
ER2566, etc.) to perform protein synthesis optimisation.

Recombinant protein induction and purification

E. coli DE3 bacterial strains (HMS174, Rosetta, Arctic Express, or ER2566)
containing the appropriate pPDNA were cultured in LB broth (180 rpm, 37°C, 2—
3 h) supplemented with antibiotics (50 pg/mL ampicillin for pET16b or 35
pg/mL kanamycin for pET28b) until the suspension reached an ODgp of 0.5—
0.9. Protein induction was performed using 0.1-1.0 mM of IPTG inducer at 17—
30°C for 5-21 h. Afterwards, the biomass was harvested, resuspended in purifi-
cation solution with 1-2 mM PMSF at a ratio of 1:19 (m/v), disrupted with an
ultrasound homogeniser (UZDN-2T) at a 22 kHz frequency for 5-10 min, and
protein solubility was determined by performing SDS-PAGE analysis. The
sediments and lysates containing insoluble (gp527C, gp530C, and gp534) and
soluble (the rest) proteins were purified under mild or denaturing conditions
(dissolved within 6 M carbamide-supplemented solutions), respectively.

Protein purification was performed on the chromatographic system (AKTA
Purifier 100 FPLC system, GE Healthcare Life Sciences) using a 1-5 mL
HiTrap chelating HP column (GE Healthcare Life Sciences) loaded with Ni**
ions and equilibrated with the corresponding solution A. Protein elution was
conducted using a 12-CV gradient (0—100% with solution B). The presence and
purity of proteins in the collected elution fractions were analysed using SDS-
PAGE. The fractions containing pure and high quantities of recomb. protein
were pooled and then cold-dialysed (12 kDa MWCO, a sealed semi-permeable
dialysis tube; Sigma-Aldrich) in solution A1 without carbamide in each case.

Protein concentration was determined using Lowry's method?'# with a spec-
trophotometer (Helios y, Thermo Fisher Scientific). A calibration curve prepar-
ed using bovine serum albumin standards (50-300 pg/mL) was expressed as a
linear equation (R?>= 0.98) and used to calculate the concentration:

Cp = (A750—0.003) / 0.00257 % DF,

where C3 represents the protein concentration in pg/mL, 4750 1s the absorban-
ce value at a 750-nm wavelength in a 1.0-cm width cuvette, and DF is the samp-
le dilution factor.

Rabbit immunisation with recombinant proteins of RaK2

Immunisation was conducted at the Innovative Medicine Center under the
guidance of Dr. Irena Dumalakiené. The animal experimentation licence No.
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0209 was granted by the Lithuanian State Food and Veterinary Service on
November 11, 2010.

Antisera against purified recombinant RaK2 proteins were raised by
immunising silver rabbits with 4x0.25 mg of each protein, prepared in 1-mL
doses with 50 mM Tris, 10% glycerol, pH 8.0. Every two weeks, a thawed dose
was mixed with 1 mL of complete Freund's adjuvant (for the 1%t immunisation)
or incomplete Freund's adjuvant (for the 2" to 4"). Then, the prepared mixture
was injected in 8x0.2 mL portions into the subcutaneous layer and 2x0.2 mL
portions into the muscular tissue using an insulin syringe. Two weeks after the
final immunisation, blood was drained and antisera were extracted, which were
stored at -80°C?15,

RaK?2 infection inhibition with antisera

Each specific antiserum was diluted 100-fold in PBSgis solution and incubat-
ed with a RaK2 suspension (=10'° pfu/mL) at 20 +3°C for an hour. The infective
phage quantity in each sample was determined by titration, and the inhibitory
effect of the antisera on RaK2 infection was evaluated by comparing quantity
values to a control (phage qty without antiserum treatment). The values were
expressed as average values with standard deviations (+SD) in a log scale,
calculated from four experimental replicates (n=4). The significance of inhibi-
tion was assessed using a two-tailed Student's t-test for independent samples.

RaK?2 adsorption inhibition

Biomass of Klebsiella sp. KV3 bacteria (37°C, 180 rpm, 1-2 h, ODsgo 0.8—
1.0) was harvested (15,200xg for 2.5 min at 20 +3°C), washed with 0.2 M
sodium phosphate solution (pH 6), twice with sterile water, and then resus-
pended in 20 mM sodium phosphate solution (pH 6). The prepared bacterial
suspensions were separately treated with 10 pg of gp531, 15 pg of gp098C, a
mixture of both proteins, and 25 pL of a buffer solution (control) for 30 min at
37°C. Afterward, the biomass was washed with LB broth, diluted to 5.0 mL in
the same medium, and subjected to an 8-min adsorption with an equal quantity
of RaK2 phage for each sample. Finally, phage pfu quantities for each sample
were evaluated from the supernatants (20 min, 2,700xg, 4°C).

The indirect effects of gp098C or gp531 on RaK2 adsorption were evaluated
by comparing the phage pfu quantities to two controls: (1) the initial phage pfu
qty used for each sample, prepared in LB broth, and (2) the qty of free phage
remaining after initial adsorption on Klebsiella sp. KV-3 not treated with any
protein. The data were expressed as percentages of the mean values with
calculated £SD from six experimental replicates. A two-tailed Student's t-test for
independent samples was performed to determine the significance of the indirect
effect.
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Western Blot

Western blot analysis was performed to assess the reactivity of antisera
against RaK2 recombinant proteins. Protein and RaK2 samples were subjected
to SDS-PAGE, followed by transfer from the PAA gel onto a PVDF or nitro-
cellulose membrane (Thermo Fisher Scientific) using a wet Western blot
method, according to the manufacturer’s guidelines. Transfer parameters were
80 mA for 15 h or 400 mA for 3 h.

The membrane was blocked for 45—60 min at 20 £3°C using a blocking
mixture of 3% BSA or 1% milk powder and then incubated with the correspond-
ing extracted antiserum (diluted 100-5,000-fold in the blocking mixture) for
1.5-2 h at 20 +3°C. Afterwards, the membrane was washed 4x3-5 min, each
time with PBST, followed by a 45—60-min treatment with secondary antibodies
(conjugated with peroxidase or a fluorophore). After another round of washing
with PBS, protein-antibody interactions®!® were detected using either the DAB
substrate hydrolysis reaction or a laser scanner (Odyssey 9120, Li-Cor), with
fluorescence measured after excitation with a 700-nm wavelength laser.

Immunogold labelling of RaK2 and TEM

The antiserum, diluted 35-100 times in the grid preparation solution, was
mixed (1:1, v/v) and incubated with a purified phage suspension (=10'° pfu/mL).
A nickel-copper TEM grid (Agar Scientific) was then carefully placed on the
antiserum-treated RaK2 suspension within a well of a silicone pad (Agar
Scientific) and incubated for 15-25 min at 37°C. Subsequently, the grid was
washed several times and incubated again solely with gold particle-conjugated
antibodies diluted 30—100 times. After a final round of washing, the sampled
grids were stained with a 2% uranyl acetate solution, and the dried grids were
examined using a transmission electron microscope (Morgagni 268D) at magni-
fications of 140,000-180,000.

The TEM analysis was carried out at the Institute of Biotechnology, Depart-
ment of Eukaryotic Gene Engineering, under the guidance of Dr. Justas Lazutka
and Dr. Aliona Avizieniné. Higher-resolution micrographs were captured by Dr.
Martynas Skapas using Tecnai G2 F20 X-TWIN at Physical Sciences and Tech-
nology center.

AFM analysis of RakK2

A homogeneous surface layer containing a mica plate (grade IV, SPI Supp-
lies. Inc.) was treated with a 0.01% poly-L-lysine solution for 30 min at 20
+3°C. Then, 10 pL of a CsCl-gradient purified RaK2 suspension (1.6x10'°
pfu/mL), prepared in a 0.02 M sodium phosphate, 0.15 M NaCl solution (pH
8.1), was applied to the surface. After a 2-min incubation, the sample was rinsed
with Milli-Q water (18.2 MQxcm), dried under a stream of N» gas, and analysed
using an atomic force microscope (Dimension Icon AFM, Bruker) in constant
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amplitude tapping mode in air, using cantilevers equipped with probes (TESPA,
Bruker). The nominal spring constant of the cantilevers ranged from 2—40 N/m.
The acquired images were analysed using Nanoscope Analysis software, v.1.9.
Dr. Marija Jankunec performed the AFM analysis at the Department of Bio-
electrochemistry and Biospectroscopy (Institute of Biochemistry).

Depolymerase activity identification using spot test

The cultured Klebsiella sp. KV-3 bacteria (ODgoo of 0.3—0.5 at 37°C and 180
rpm) were mixed with 2.5 mL of 0.5% LB agar and plated on a Petri dish
containing 1.2% LB agar. After allowing it to solidify for 5-15 min at 20 +3°C,
serial dilutions of the recombinant protein and phage, prepared in LB broth,
were spotted as 4-pL. droplets onto the surface of the bacterial lawn. Once the
spots dried, the plates were incubated at 30°C for 16-24 h. The resulting
transparent spots, a.k.a. lysis zones, that appear on the bacterial lawn were then
evaluated. To test protein stability, samples were heated at 46—66°C for 15 min
before spot-testing.

Depolymerase substrate screening

To assess the enzymatic specificity of gp531 for different substrates, various
commercial compounds were utilised, including 4-nitrophenyl and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl derivatives, as well as oligo- and polysaccharides. Chromo-
genic compounds were tested in a 50 mM Tris buffer solution (pH 8) containing
1 pg of gp531 at 30°C for 1-2 h, and the products were analysed at 405 or 615
nm using a spectrophotometer. Oligo- and polysaccharides were tested in a 20
mM sodium phosphate buffer solution (pH 6) containing 3 pg of gp531 at 37°C
for 16—18 h and the products were analysed by TLC.

The depolymerase activity of gp531 was analysed using isolated poly-
saccharide from Klebsiella sp. KV-3 bacteria as a substrate. The enzymatic
reaction was carried out at 30°C for 0.5-20 h in a buffer solution (pH 6)
containing 0.15-12 mg of isolated polysaccharide and 0.3-25 ng of gp531. The
enzyme was subsequently inactivated by adding ACN at a 1:1 ratio (v/v), and
the liquid fractions collected (8 min, 12,000xg) were analysed via TLC and
HPLC-MS assays.

Thin-layer chromatography (TLC)

TLC analysis for saccharides was run using a silica gel covered plate (60
F254, Merck; 40+1 mm) for 20 min. Different mobile phases were employed
based on the compound properties, for:

@ polysaccharide hydrolysis products, 1-proOH: EtOAc: H»O, 6:1:3;
@ ANTS-/ di-/ monosaccharides, 1-butOH: EtOH: H»O, 5:3:2.
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The TLC plates containing non-modified carbohydrates were developed by
staining with a 1% anise dye solution and heating, while ANTS-derivatised car-
bohydrates were analysed under a 365-nm light (UV-8 M/L, Herolab).

Polysaccharide isolation and digestion

The overnight culture of Klebsiella sp. KV-3 was inoculated into a ten-fold
higher volume of LB broth and incubated without agitation at 37°C for 9-11
days to allow bacterial growth. Polysaccharide extraction was performed
following a method previously described with minor adjustments®!”-2!3, The
isolated polysaccharide was then lyophilised to obtain a cotton-like substance.

The polysaccharide digestion reaction was carried out in a 20 mM sodium
phosphate solution, pH 6, with 0.15-12 mg of isolated polysaccharide and 3-25
ng of gp531, at 30°C for 0.5-20 h. The reaction mixture was then stopped by
diluting the samples with ACN to 50%, and the insoluble precipitates were
removed after centrifugation (8 min at 12,000xg).

The supernatants were either used for saccharide modification reactions or
analysed using TLC and HPLC-MS to determine the produced compounds. For
the hydrolysis of wild-type (wt) polysaccharides, a washed and prepared KV-3
Klebsiella sp. bacterial biomass, harvested after 2 h, 2 days, and 11 days of
cultivation, was used. A detailed description of the reaction procedure is provid-
ed in the section titled RaK?2 adsorption inhibition.

Saccharide HPLC-MS analysis

Polysaccharide hydrolysis samples, commercial mono- and disaccharides,
and their chemically modified (reduced, derivitised) compounds were analysed
using the HPLC-MS system. The system was equipped with a photodiode array
detector and a mass spectrometer (LCMS-2020; Shimadzu, Japan) with an
electrospray ionisation source.

Chromatographic separation was conducted using a YMC-Pack Pro C18
column (3x150; Pack Pro C18, YMC) at 40°C, with a mobile phase consisting
of either a 0.1% formic acid or a 10 mM ammonium carbonate water solution
(solvent A) mixed with ACN (solvent B). Elution was performed in a 5-95%
gradient mode over a total of 12 min.

Mass spectra were measured in the 2502000 m/z range, with interface and
desolvation line temperatures of 350°C and 250°C, respectively, using an inter-
face voltage of £4500 V and N as the nebulising and drying gas. Mass spectro-
metry data were acquired in both positive and negative ionisation modes and
analysed using LabSolutions mass spectrometry software.

Saccharide reducing end modification with NaBH, or ANTS

Oligosaccharides obtained from 0.6 mg of polysaccharide hydrolysis were
reduced within 200 pL of 0.15 M NaBHj4 (in 2.5 mM KOH) at 20 +3°C for 16 h.
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The reduction reaction was quenched by the addition of 2 M acetic acid (15% of
the sample volume). L-fucopyranose (L-Fucp), D-glucopyranose (D-Glep), D-
glucopyranuronic acid (D-GlcpA), and D-cellobiose (D-Cell) were reduced
using a three-fold molar vol of NaBH4and used as controls. Finally, all samples
were dried in a vacuum concentrator (Speedvac SPD2010, Thermo Savant),
reconstituted in water, and analysed using TLC and HPLC-MS assays.

Oligosaccharides obtained from 12 mg of polysaccharide hydrolysis were
derivatised for 24 h at 37°C with 0.2 M ANTS (in 2.62 M acetic acid) in
combination with 1 M NaCNBH3 (in DMSO) in a 1:1 ratio (v/v), using a total
vol of 250 pL. To serve as controls, L-Fucp, D-Glcp, D-GlcpA, and D-Cell were
also derivatised using a molar ratio of 6:5:25 (saccharide: ANTS: NaCNBH3).
Afterwards, the samples were dried and reconstituted in water.

The ANTS-derivatised tetrasaccharide was primarily purified using a 1-mL
Hitrap ion-exchange column DEAE FF (GE Healthcare, Sweden) with appropri-
ate solutions A and B, while detecting absorption at 365 nm. ANTS-free frac-
tions were confirmed via TLC assay and pooled. Secondary purification was
carried out to remove excess salts through a column (10x370) manually loaded
with 30 mL of Sephadex SG-10 resin (Pharmacia Fine Chemicals, Sweden).
Low-salt-containing and pure fractions were used in further experiments.

Saccharide hydrolysis with TFA

To identify the reducing end sugar residue of the polysaccharide hydrolysis
products generated during the gp531-catalysed reaction, both these products and
the compounds formed during their reactions with NaBHs or ANTS, as well as
ANTS-cellobiose, were hydrolysed with 4.0 M TFA acid at 90°C for 10-180
min. After hydrolysis, the acid was evaporated using a vacuum concentrator, and
the resulting compounds were reconstituted in water and evaluated using TLC
and HPLC-MS assays.

Relative activity of gp531 under different conditions

To investigate the optimum pH and temperature for gp531 activity on the
isolated Klebsiella KV-3 polysaccharide, enzymatic reactions were conducted at
10-70°C and pH 3-10. The relative enzymatic activity was calculated, based on
the HPLC-MS data from the four experimental replicates. For calculations, the
intensity areas were integrated and expressed as the mean percentage with £SD
of the signals at 663 and 687" m/z, corresponding to the main polysaccharide
hydrolysis product, tetrasaccharide, within the HPLC retention time of 2—4 min.
Control values were subtracted from the measurements to obtain accurate
results.

The reactions were performed for 90 min and consisted of 45 pg of
polysaccharide and 0.3 pg of gp531 in a 20 mM sodium phosphate solution at
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pH 6.0 to determine the influence of temperature on gp531 activity. A reaction
with inactivated enzyme at 20°C was included as a control.

In a similar fashion, pH-based reactions were performed at 20°C for 16 h in
50 mM buffer solutions of citrate at pH 3-6, Tris at pH 7-9, and sodium borate
at pH 10, containing 75 pg of polysaccharide and 1 pg of gp531, with a negative
control (reaction mixture without gp531 at pH 3).

Finally, the enzyme in each sample was inactivated with ACN, and the
fractions without sediments were collected (8 min, 12,000xg, 20°C) and subject-
ed to TLC and HPLC-MS analyses.

RESULTS

Bioinformatic analysis of RaK2 proteins

Scientific literature describes that tailspikes and fibres in the adsorption
complex of phages typically form homotrimeric structures. Therefore mono- and
trimeric structures of the RaK2 proteins gp098, gp526-534 and gp098, gp526—
534 were modelled using the AlphaFold2 tool. Structural homologs were
identified in the PDB database using the Dali tool, and the sequences were
analysed using Hhpred.

The previous RaK2 study'® suggest that its adsorption complex is formed
from at least ten proteins (gp098 and gp526-534). Therefore, modelling was
performed to identify the structural elements of these proteins that are important
for forming the long branched fibres and to assess their biological functions. To
provide a clearer description of the models and to focus on key points, the
generated models were grouped into three categories based on the structural
domains of the proteins and their overall similarity to TSP proteins. The
reliability of the models was also assessed using the pLDDT scale, which
indicated that the least reliable regions are found in the gp098, gp528, and
gp534 proteins. The modeled domains, in terms of their similarity to typical
TSPs, consist of two main regions: the 'head', which contains N-terminal
domains (NTDs) typically formed by B-sheets, and the 'body', which usually
includes a central domain (CD) responsible for enzymatic activity and composed
of a neatly arranged trio of B-helices, as well as C-terminal domains (CTDs) at
the end. These two protein regions are typically separated by a distinct 'neck’
structure characterised by a triple o-helix motif.

Thus, the modelled structures were grouped according to their overall
similarity to TSP proteins (Fig. 2): A|— similar to TSPs and having a short 'neck’
motif (gp527 and gp529); A, — similar to the A; group, though containing
additional CTDs that are not typical to TSPs (gp530); By — similar to TSPs and
containing a pronounced 'neck' motif and a 'head' structure composed of more
than two CTDs (gp532 and gp533); Bz — similar to B and containing a highly
pronounced 'neck' motif, with the 'head' structure at the N-terminus consisting of

145



four or more NTDs (gp528 and gp531); C — low similarity to TSPs and general-
ly distinguished by unique protein structures (gp098, gp526, and gp534).
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Figure 2. Bioinformatic analysis of RaK2 proteins: AlphaFold2 trimeric protein
models (A) and protein monomers with highlighted homologous structural motifs
identified using Hhpred and Dali (B). The colours indicate: (A) red, green, and blue —
individual polypeptides; (B) pink — the anchor domain involved in binding the fibre to
the baseplate; blue and purple — the XD2 and XD3 domains homologous to the D2 and
D3 of the T4 of gp10; orange, yellow, and red — the D1, D2, and D3" homologous to the
N-terminal domains of CBA120; green — regions composed of B-helices that may
contain a depolymerase activity; cyan and light blue — C-terminal domains; grey —
interdomain loops or regions homologous to other proteins of the phage origin. Structural
groups: A, — similar to typical TSPs; A, — similar to A; proteins with an endochaperone
at the C-terminus; B — typical TSPs with protein-binding domains (Bi-»), including those
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with elongated triple a-helix bundles (B,); and C — dissimilar to TSPs or are structurally
unique proteins.

The structures of the group A modelled proteins are most similar to typical
TSPs. Gp529 and gp530 each contain one, while gp527 contains two NTDs, all
of which are composed of a triple B-sheet sandwich and are homologous to
specific D domains of CBA120 TSP1,4 and TSPI1,2 proteins, respective-
1y21:166.219.220 © A1l of these proteins have a modelled CD, a depolymerase region
consisting of a triple B-helix, though the structural homology varies. Interes-
tingly, gp530 has two CTDs, the first of which forms a triangular prism from
individual polypeptides. The second, CTD2, is homologous to the C-terminal
intramolecular chaperone domain (endochaperone) of the TS5 L-shaped fiber
pbl, which promotes protein folding and is, thereafter, autocleaved. The C-
terminal-less protein is known to bind to oligomannose??!. Interestingly, the
CTD of gp529 is also homologous to the C-terminal portion of the T4 gp9
protein, which is responsible for binding to the long T4 tail of gp34??2.
Meanwhile, the structures of the gp527 CD and CTD are similar to the C-
terminal domain of CBA120 TSP42!.

The group B proteins (gp532 and gp533) are distinguished from group A
proteins by the presence of two additional NTD and CTD domains, as well as a
distinct triple a-helix motif that clearly separates the 'head' structure. In contrast,
the group B; proteins, gp528 and gp531, have an even higher number of NTDs
(up to 5) within the 'head', accompanied by even more pronounced o-helix
motif. In the case of gp528, this motif is separated by two trimeric antiparallel -
barrel structures connected by a triple loop. For the gp531, gp532, and gp533
proteins, two homologous domains of CBA120 TSP1-3 D1 and D2, composed
of triple B-sandwich structures and responsible for protein-protein interactions,
were identified. NTD domains homologous to CBA120 TSP4 XD2,3 (which
also show homology to T4 gp10 D2,3), formed by triple B-sandwich structures
and binding to D domains, were identified: one for each gp532 and gp533, two
for gp531, and five for gp52821:166.219220° A CD depolymerase region, mostly
homologous to phi29 gp12, has also been identified for all B group proteins®?3.
Two CTDs have been identified for the gp531 and gp532 proteins; the first is
formed by a triple B-sandwich structure and is homologous to the T4 gp9 inter-
mediate region, which is flanked by two protein-protein interaction domains®?2,
Meanwhile, gp533 CTDI forms a triangular B-prism homologous to P22 gp9%,
although Hhpred analysis has shown homology of gp533 CTD1,2,3 to the C-
terminus of CBA120 TSP2'®, Low model reliability was found in gp528,
specifically in the CTD with structural homology to the Clostridium histolyticum
collagenase protein, likely indicating that the gp528 CTD promotes phage
adsorption on the bacterium?**. An unusual structural homology to a tyrosine
phosphatase protein is observed in gp532 CTD2%?°. The remaining CTDs of the
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gp531 and gp533 proteins are structurally homologous to tail spike proteins such
as CBA120 TSP2,3'66220 and phi92 gp150unpublished)

Group C proteins gp098, gp526, and gp534 have the most unique structures
and are the least similar to typical TSPs, as they lack a depolymerase region CD
and share structural homology primarily with bacterial proteins. Only the NTDs
identified in gp526 and gp534 are structurally homologous to the D1 and D2 of
CBA120 TSPs, respectively. AlphaFold2 modelling of gp534 generated a
trimeric stem-like structure, with a CTD that is structurally homologous to
human ectodysplasin and exhibits receptor-binding capability??®. The 'body' of
gp526 comprises two triangular??’ and two B-sandwich domains. The first of
latter two is structurally homologous to the C-terminus of a glycan biofilm-
modifying enzyme WceF??® (Pantoea stewartii), while the second — to the TSP
of phage phiAB6?? (Acinetobacter baumannii). A low-reliability model was
generated for the gp098 protein, probably due to its unique amino acid sequence,
as no similar structures have been identified yet. However, a model with higher
reliability was obtained for the gp098 C-terminus, which consists of five
antiparallel B-sheets with a parallel B-helix motif and a [B-subunit domain,
showing structural homology to the R2 pyocin fibre (Pseudomonas aeruginosa),
which possesses RBP properties?*.

Thus, all generated models of RaK2 proteins demonstrate individual structu-
ral uniqueness, with either partial or only just complete domain homology to
established structures found in the PDB database.

Since the C-terminus of gp530 shows structural homology to endochaperone,
which is typically proteolytically cleaved, thus the 650-779 amino acid region
of gp530 was analysed using the MAFFT bioinformatic tool in comparison with
other proteins, including GA1 gpl12, ®K1-5 gp46, K1E endoNE, ®63D endoN,
TS pbl, 29 gpl12, PZA gpl12, B103 gpl2, and K5 KIfA?3!. A protease cleavage
site was identified in the first conserved region of the endochaperone of gp530,
within the sequence VSDENYK, between the serine and aspartate residues,
suggesting that this domain is likely to be cleaved off.

Induction and purification of the RaK2 proteins

To investigate protein composition and activity of the long tail fibres with
the adsorption complex, RaK2 genes encoding the gp098 and gp526-532 were
cloned. Amplicons of the RaK2 corresponding genes were amplified by PCR
with the primer pairs (Table 1) and inserted into the gene expression vectors
pET16b and pET28b to generate recombinant proteins tagged with Hisx10 and
Hisx6 oligopeptides at the N-termini, respectively. The notion was based on the
understanding that the C-termini of phage tailspikes contain domains that pro-
mote proper folding and oligomerisation of the protein. The modification at the
N-terminus is expected to have a less significant impact on the structural and
functional characteristics of the protein!6%183232,
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To produce a substantial amount of soluble recombinant protein, their induc-
tion was carried out under various conditions: using different Escherichia coli
DE-3 gene expression strains such as HMS174, Rosetta, Arctic Express, and
ER2566; implementing induction temperatures within the range of 17-30°C;
and introducing 0.5-1.0 mM concentrations of the IPTG inducer, with the
induction period extending over 16-21 h. Unfortunately, only the gp526 and
gp531-533 recombinant proteins were synthesised soluble when induction was
carried out in E. coli Rosetta DE3 or HMS174 DE3 (only gp532) strains with
0.5-1.0 mM IPTG at 17-30°C for about 17-21 hours.

To improve the solubility of gp098, gp527, gp528, gp530, and gp534, their
recombinant proteins were designed to contain a partial amino acid sequence
corresponding to either the N or C-terminus of the polypeptide. Among the five
proteins, only gp098C (His6::pA1-228) and gp528N (His10::pA373-1113) were
synthesised in a soluble form during induction in the Rosetta DE3 (gp098C) and
HMS174 DE3 (gp528N) strains, respectively, using 0.8—1.0 mM IPTG at 20—
25°C for about 18 h.

The remaining truncated proteins, gp527C (His6::pA1-538), gp530C
(His6::pA1-537), and gp534C (His6::pA1-441), were produced in an insoluble
form. Therefore, they were solubilised and purified under denaturing conditions
using 6M carbamide-supplemented solutions Alc and B2c. Despite successful
purification, these proteins exhibited aggregation upon renaturation during dia-
lysis in a solution without the chaotropic compound.

SDS-PAGE analysis revealed the presence of an additional protein with a
molecular mass (~13 kDa), corresponding to half the size of gp530C (Fig. 3).
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That is likely due to the endochaperone characteristic of gp530, which con-
tains a protease cleavage site, allowing the production of two proteins of equal
molecular mass (~14.6 kDa) during proteolytic digestion. As a result, the portion
of gp530C containing a His-Tag is observed on the PAA gel after protein
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purification. Finally, the purified recombinant proteins were used as antigens for
rabbit immunisation to raise the corresponding antisera.

Western blot analysis of RaK2 proteins

Isolated antisera against recombinant proteins (gp098C, gp526, gp527C,
gp528N, gp529, gp530C, gp531-533, and gp531C) were used in Western blot
analysis to confirm their reactivity against RaK2 proteins. The blotting results
(Fig. 4) indicated that all obtained antisera were reactive against their respective
antigens a.k.a. recombinant proteins. However, appropriate antisera reactivity
was not observed in the RaK2 virion (phage suspension) only for gp527, gp530,
and gp530, whose recombinant counterparts were purified under denaturing con-
ditions, suggesting that protein aggregation after renaturation negatively influen-
ces the raised antiserum reactivity.

Notably, anti-gp534C interacted with the =150 kDa protein present in RaK2,
likely corresponding to a partially denatured gp534 dimer (142 kDa), as interact-
tion with a protein of double the molecular mass of gp534C was observed as
well in the antigen sample. In addition, cross-reactivity between gp531 and
gp532 with anti-gp532/531 was observed, probably attributed to the high
homology within the 17-322 amino acid sequence region between these proteins

(1-330:5-322 aa regions, 41% identity, according to Blastp analysis).
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Figure 4. Western blot analysis of RaK2 structural proteins. Recombinant proteins
gp526, gp528N, gp529, gp531-533, gp098C, gp527C, gp530C, and gp534C (4-1130 ng)
were used as positive control samples, whereas ¢ — RaK2 purified suspension (1.5—
19.1x10% pfu). M — a protein molecular weight marker (#26616). SDS-PAGE was con-
ucted using 4% stacking and 4—18% gradient resolving PAA gels.

Isolated and reactive antisera were used to study the biosynthesis of RaK2
proteins. The biosynthesis process was examined through Western blot analysis
of samples collected at 10-min increments after infecting KV-3 bacteria with
RaK2. The blotting results revealed that RaK2 protein biosynthesis had already
been observed at 30—40 min from the onset of infection, indicating the
characteristics of the structural proteins transcribed from late-stage gene promo-
ters, as early-stage promoters are active at the initial minutes of viral infection.
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RakK? infection and adsorption inhibition

Isolated polyclonal antisera were used to identify crucial proteins associated
with the infection of KV-3 bacteria by RaK2. Consequently, blocking these
proteins is expected to reduce the infectious bacteriophage amount significantly.
Inhibition analysis demonstrated that gp098 and gp531 of RaK2 are crucial for
the successful infection of Klebsiella sp. KV-3 (Fig. 5). The observed phage
inhibition was greater than 400,000-fold. In addition, a significant and lower
decrease in RaK2 amount was observed during RaK2 treatment with antisera
raised against gp532 (p~0.00016) and gp533 (p=~0.017), which could be due to
the cross-activity of antiserum or nonspecific inhibition of RaK?2.
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Figure 5. Inhibition of RaK2 infection with antisera isolated against specific
recombinant proteins. Data are presented as mean values of phage amount with £SD
(n=4) in logarithmic scale. The significance of infection inhibition was assessed using
Student's t-test, with comparisons made between the control and each treatment: *, p <
1x1071; ** p=0.00016; ***, p=0.017.

Having established that blocking gp531 and gp098 located in the virion
significantly inhibits RaK?2 infection, a study on phage adsorption inhibition was
conducted to verify the ability of these proteins to initiate phage attachment to
the bacterial surface (Fig. 6).
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Figure 6. The indirect effect of recombinant gp098C and gp531 proteins on RaK2
adsorption. Arrows with associated values indicate the percentage changes in the amount
of free bacteriophage; ¢ is a purified RaK2 suspension (1.2x10° £11% pfu). Data are
expressed as mean values with £SD (n=6), and the significance of the effect (the dashed
area) was verified using Student's t-test.

Hence, Klebsiella sp. KV-3 bacteria were separately treated with gp098C,
gp531, and both proteins, followed by incubation with an equal pfu gty of phage
RaK2. To assess the indirect effect of the recombinant proteins on RaK2
adsorption, the quantities of unadsorbed infective phage were determined by
titration and compared with the initial pfu qty and the control.

Theoretically, suppose a specific protein is crucial for the initial phage
binding (adsorption) to the bacterium, then treating the bacteria with this protein
should lower the likelihood of phage adsorption, leading to the increase in the
pfu qty of free phage.

Under the conditions of the study, typically 65% of the bacteriophage was
adsorbed onto Klebsiella sp. KV-3 bacteria (Fig. 6). However, after treating the
bacteria with recombinant gp531, there was about a twofold increase (+38%) in
the pfu qty of free phage compared to the control, indicating that gp531 is
involved in the initial contact with the bacterium. Although a small increase was
also observed when the bacteria were exposed to the gp098C protein alone and
in combination with gp531, the changes associated with gp098C were not
statistically significant (»>0.2) in either case.

RaK? labelling with gold and microscopic analyses

To determine the location of gp098 and gp526—534 within the RaK2 virion
structure, immunological labelling with gold namoparticles and TEM analysis
were conducted. All investigated proteins were labelled in the area of the RaK2
adsorption complex. However, only gp526-534 were found to be located in the
area of the branched long tail fibres of the adsorption complex, whereas gp098
was usually labelled on virions with contracted tails at varying distances of 846
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nm (n=44) from the end of the phage tail tube, suggesting that gp098 does not
assemble into branched LTF.

Immunogold labelling with gold nanoparticles of other RaK2 proteins
revealed more approximate tendencies than direct locations, which can be
summarised based on the position of the branched long tail fibre (Fig. 7). Quite
accurate locations of gp528 and gp534 were identified in the proximal and
terminal regions, respectively, with gp534 positioned at 82 +8.1 nm (n=32) from
the baseplate centre. Proteins gp526, gp527, and gp532 were located in the
medial area of the LTFs, whereas gp530 and gp531 were found to be in the
distal region. Unfortunately, the locations of gp529 and gp533 were undefined,
yet showing a lesser labelling tendency in the proximal region.

526/527/532
gp LA
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The RaK2 immunogold labelling assay revealed that gp534 is likely
positioned at the tips of the LTFs. Hence, AFM analysis of RaK2 was conducted
to perform a detailed examination. Initially, the analysis revealed that the
branched LTFs exhibit a bent conformation, with the tips ending in a protruding
tubular structure (Fig. 8).

Figure 8. AFM image of the RaK2
adsorption complex with branched long
tail fibres, with measured structures: (a)
32 £5.1 nm (n=68), a protruding struc-
ture; (b) 75 £6.5 nm (n=32), the full
length of the branched fibre; (¢) 2 +0.3
nm (n=8) the width of the protruding
structure. The white bar represents a
50-nm scale. The brown colour gradient
scale reflects the z-axis, indicating the
structure's height range of 0—70 nm.

Upon closer inspection, the measured length of the branched tail fibre (=75
nm; n=32) closely aligns with the distance (=82 nm; n=32) determined using the
immunogold labelling assay with TEM. Moreover, the dimensions of the
protruding structure observed in the AFM image (Fig. 8) are comparable to
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those of the modelled gp534, which are 2.0-5.3%38.6 nm (Fig. 6 A), confirming
that the protruding tubular structure of the LTFs is composed of gp534.

Klebsiella sp. KV-3 K-serotype and its polysaccharide structure

The capsular polysaccharide synthesis (cps) gene cluster of Klebsiella sp.
KV-3 was analysed using the Multigeneblast bioinformatic tool to determine its
capsular K-serotype and polysaccharide structure. In addition, isolating the
polysaccharide with the determined structure will enable the study of the enzy-
matic specificity of RaK2 proteins. Hence, a reference set comprising a total of
81 distinct Klebsiella spp. K-serotypes from the NCBI database, each with
corresponding cps genotypes and associated capsular polysaccharide structures
available in the K-Pam database, was used to analyse the KV-3 cps cluster.

The analysis revealed that the K-serotype of KV-3 closely relates to the K.
pneumoniae K54 serotype, showing a high (99-100%) sequence identity among
the homologous proteins in the c¢ps cluster. Furthermore, the KV-3 ¢ps region
was identified using open-source bioinformatic tools, such as K-Pam® and
212 which confirmed Multigeneblast results. Consequently, the KV-3
bacteria correspond to the Klebsiella pneumoniae K54 serotype, whose capsular
polysaccharide structure has been established and validated by Dutch
scientists?>»267, The structure consists of a repeating unit (tetrasaccharide resi-
due) comprising D-glucuronic acid, L-fucose, and two residues of D-glucose.
Additionally, the K54 polysaccharide is modified with the acetyl group on the
fucose residue every second step of the repeating unit (Fig. 9).

B-D-Glcp-(1 H4I) B-D-Glcp-(1 a4')
—4)-a-D-GlcpA-(1—3)-a-L- -ucp-(1 m3)—B-D-GIcp-( 1 —I>4)-u-D-GIcpA-(1 —3)-a-L-| -ucp-(1 m3)-ﬁ-D-Glcp-( 1—

| Il 2 Il 2

Kaptive

Figure 9. The capsular polysaccharide structure of the K. pneumoniae K54 serotype
is depicted as a double repeating unit?*>?%’. Roman numerals indicate different glycosidic
bonds, while the blue colour denotes the site of acetylation.

Furthermore, K54 polysaccharide was isolated from Klebsiella sp. KV-3 and
treated with purified gp531 to confirm depolymerase activity. The resulting
reaction products were analysed using TLC, revealing the digestion of capsular
polysaccharides in an endogenous fashion. Furthermore, HPLC-MS analysis
revealed (Fig. 10 A) that gp531 acts as a glycosyl hydrolase, producing 664,
1310, and 1956-Da compounds that correspond to tetra- (M), octa- (M), and
dodecasaccharides (M) without acetyl modifications (MS signals observed at
663, 1309, and 1955 m/z), which do not conform to the proposed polysaccharide
structure (Fig. 9).

To investigate this discrepancy, polysaccharide hydrolysis with gp531 was
performed directly on the biomass of grown KV-3 bacteria, which were incubat-
ed for an extended period, including 2 hours, 2 and 11 days. HPLC-MS analysis
revealed that the polysaccharide is initially synthesised (Fig. 10 B) in a fully
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acetylated form (MS signals observed at 705 and 1393 m/z), undergoing gradual
deacetylation as indicated by analysis (Fig. 10 C). After a 2-day incubation, the
MS signal of monoacetylated octasaccharide is observed at 1351 m/z, while a
complete deacetylation takes place after 11 days (Fig. 10 D), with results

comparable to those obtained with the isolated polysaccharide (Fig. 10 A).
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Figure 10. HPLC-MS mass spectra of gp531-catalysed hydrolysis products when the
substrate was either an isolated polysaccharide (A) or KV-3 biomass, cultivated at 37°C
for: 2 h at 190 rpm (B), 2 days (C), and 11 (D) days without agitation. Negative
ionisation peaks are indicated in blue.

Therefore, the capsular polysaccharide of Klebsiella sp. isolate KV-3 corres-
ponds to the structure of the K. pneumoniae K54 serotype, and its acetylated
form does not inhibit the enzymatic activity of gp531, although deacetylation
occurs under prolonged cultivation conditions.
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RaK?2 depolymerase characterisation

The full-length purified RaK2 proteins, including gp526, gp529, and gp531—
533, underwent spot testing to assess their depolymerase activity on various
Klebsiella spp. strains, namely Klebsiella sp. KV-3, Klebsiella sp. KV-1, K.
oxytoca ATCC 8724, K. pneumoniae ATCC BAA-1705, and K. pneumoniae
279. Among the tested proteins, only gp531 demonstrated deploymerase activity
(Fig. 11), and solely on Klebsiella KV-3.

Furthermore, heat-induced inactivation experiments were conducted on
gp531 (Fig. 11), exposing the samples to temperatures of 46—66°C for 15 min.
The results indicated a decrease in gp531 depolymerase activity following
exposure to 57°C, while at 62°C, 0.1 pug of the protein was completely inactive-
ted. Notably, a comparable thermal inactivation pattern was observed in the case
of RaK?2 infectivity.

292 Figure 11. Depolyme-
rase gpS531 activity and stabi-
lity analyses using a spot test
on a Klebsiella sp. KV-3 bac-
terial lawn. 1 positive control
(PC1), purified gp531 stock
sample (4 pg); a negative con-
trol (NC), a sterile LB broth;

2% positive control (PC2),
RaK2 suspension (10 pfu).

Since only gp531 exhibits depolymerase activity, manifesting as a glycosyl
hydrolase based on Klebsiella KV-3 capsular polysaccharide assays, a follow-up
study was conducted to investigate the glycosidic bond cleaved by gp531-
catalysed hydrolysis. A total of 27 different chromogenic compounds and oligo/
polysaccharides were tested in substrate screening. Unfortunately, none of them
underwent hydrolysis in the presence of gp531.

The extracted Klebsiella KV-3 polysaccharide was used as a substrate to
further investigate the enzymatic specificity of gp531. The gp531 hydrolase acts
on the K54 polysaccharide and produces a tetrasaccharide, which can be
detected by TLC and HPLC-MS assays. The potential product contains three
distinct glycosidic bonds and a reducing saccharide end (Fig. 12), which can be
chemically modified to mark the cleaved bond and thus determine the enzymatic
specificity. Therefore, two modification approaches were adopted, involving
either reduction with NaBH4 or derivatisation with ANTS. Modified products
were purified and subjected to hydrolysis with 4 M TFA for 10-180 min at
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90°C. The resulting hydrolysates were analysed using TLC and HPLC-MS
assays and compared with their non-modified counterparts.
—>4|)-u-D-GIcpA-(1 E>3)-e(-L-Fucp-(1 ﬂS)-B-D-@Icp-U —I>4)-u-D-GIcpA-(1 E»:«i)-u-L-Fucp-(1 ﬂs)-ﬁ-p-Glcp-U l»

KV-3 polysaccharide B-D-Glcp-(1—4) B-D-Glcp-(1—4)
I+gp531 + NaBHy/ ANTS

+ ANTS+NaCNBH3 %N:_
a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-B-D-Glcp a-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-D-GicOi

B-D-Glcp-(1—4) l B-D-Glcp-(1—4)
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Figure 12. Schematic representation of enzymatic specificity determination: poly-
saccharide hydrolysis with gp531 produces a tetrasaccharide that is modified either with
NaBH4 or ANTS, followed by acid (TFA) hydrolysis, TLC and HPLC-MS analyses. The
conversion of the glucose residue (red), depending on the modification reaction, results
in either the reduced product sorbitol (green) or the ANTS derivative (blue).

The chemical modifications were also performed on commercial carbohy-
drates (L-fucose, D-glucose, D-glucuronic acid, and D-cellobiose) to be used as
controls in TLC and HPLC-MS analyses.

TLC analysis of the non-reduced tetrasaccharide after partial hydrolysis with
TFA revealed the formation of a disaccharide corresponding to D-cellobiose.
This product was detected exclusively in non-reduced samples, whereas reduced
samples contained only the compound equivalent to reduced cellobiose (Fig.
13). As hydrolysis with TFA progressed, the spots of both disaccharides
gradually disappeared, while a glucose-like compound gradually appeared.
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Figure 13. TLC analysis of non-reduced and reduced tetrasaccharide after 10—180
min of the hydrolysis with TFA, along with corresponding non- and reduced saccharides
as controls. Arrows (—) indicate non-reduced and reduced cellobiose. The TLC mobile
phase was 1-butOH: EtOH: dH,O (5:3:2), 2x20 min.

Unfortunately, no reduced monosaccharide was observed after acidic hydro-
lysis, wherefore HPLC-MS analysis was performed (Fig. 14).
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Figure 14. Comparison of the ion mass chromatograms of the compounds formed by
hydrolysis with TFA of the non-reduced (A, B) and reduced (C, D) tetrasaccharides,
based on HPLC-MS analysis. The chromatograms presented were empirically validated
using measurements of the purchased and reduced saccharides: cellobiose [M+Na]" =
365 m/z (A), reduced cellobiose [M+Na]" = 367 m/z (C), glucose [M+Na]* = 203 m/z
(B), and reduced glucose [M+Na]* = 205 m/z (D). The green, orange, black, violet, and
red curves indicate samples taken before (G) and after 10 (O), 30 (B), 90 (V), and 180
min (R) of acidic hydrolysis, respectively. The HPLC-MS gradient was 0.1% HCOOH
vs ACN.

The HPLC-MS analysis revealed that only during acidic hydrolysis, in
samples before and after the reduction reaction, the signal intensities
corresponding exclusively to non-reduced cellobiose at 365 m/z (Fig. 14 A) and
the reduced form at 367 m/z (Fig. 14 C) gradually decreased. In contrast, the
signal intensities for non-reduced and reduced glucose, corresponding to 203
m/z (Fig. 14 B) and 205 m/z (Fig. 14 D), gradually increased. Therefore, the
HPLC-MS data confirm the TLC results, demonstrating that a product with a
glucose residue at the reducing end of the saccharide is formed during the
hydrolysis reaction catalysed by gp531.
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Given the limitations of the analyses employed in the previous approach,
which include challenges in detecting reduced monosaccharides through TLC,
limited HPLC-MS detection of non-chromogenic compounds, poor carbohydrate
ionisation, and a small 2-Da mass increase in the molecular mass of compounds
formed during reduction, they likely contribute to a false-positive interpretation
of the results. Therefore, ANTS derivatisation of the saccharide reducing end of
the tetrasaccharide was conducted to confirm the site of glycosidic bond hydro-
lysed by gp531.

The ANTS-derivatised tetrasaccharide was purified using ion-exchange and
gel filtration chromatography to remove excess ANTS and salts prior to
hydrolysis with TFA. The TLC analysis revealed that the ANTS-tetrasaccharide
was gradually hydrolysed over a 10—-180-min period by TFA into three comp-
ounds, corresponding to the migration of ANTS derivatives, including: cello-
biose (1), glucose (2), and fucose or potentially a free ANTS (3). To verify that
compound (3) is not ANTS-fucose, but an ANTS-glucose degradation product,
TFA-catalysed hydrolysis of ANTS-cellobiose was performed and the resulting
products were compared with those yielded from the ANTS-tetrasaccharide
hydrolysis. The analysis (Fig. 15) revealed comparable migration profiles be-
tween the hydrolysates of ANTS-derivatised cellobiose and tetrasaccharide. This
demonstrates that ANTS-glucose is further degraded during hydrolysis with
TFA into chromogenic compound and gp531-produced tetrasaccharide contains
a reducing-end glucose residue.
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ANTS-D-Cell W ANTS-tetrassacharide
hydrolysis with TFA hydrolysis with TFA

Figure 15. TLC analysis of ANTS-derivatised oligosaccharides, including D-cello-
biose and gp531-produced tetrasaccharide, after 10—180 min of acidic hydrolysis. Com-
pounds showing a migration pattern similar to ANTS-cellobiose (1), ANTS-glucose (2),
and an ANTS-like molecule (3). The TLC mobile phase was 1-butanol: EtOH: dH,O
(5:3:2) with 2x20 min run time.

In addition, HPLC-MS analysis was conducted to determine the molecular
mass of compound (3), using ANTS-derivatised L-Fucp, D-Glcp, D-GlcpA, and
D-Cell as reference compounds. However, the only significantly intense signal
detected (Fig. 16) was at 548 m/z, corresponding to ANTS-glucose. Furthermo-
re, its signal intensity between 10 and 30-180 min decreases, indicating the
degradation of ANTS-glucose and confirming that compound (3) is a byproduct.
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(x100,000) Figure 16. HPLC-MS chromatograms
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Given that gp531's enzymatic specificity was established, the extent of its
activity was assessed by HPLC-MS assay under varying conditions of 10-70°C
and pH of 3—10 (Fig. 17). The extracted polysaccharide from Klebsiella sp. KV-
3 as a substrate was used in gp531-catalysed hydrolysis.
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Figure 17. Relative gp531 activity dependence on temperature (A) and pH (B). The
HPLC-MS data (n=4) are expressed as mean values £SD, based on the total area of
product-tetrasaccharide ion signal intensities for their molecular masses ([M-H]=663
and [M+Na]*=687) within the 24 min retention time range.

The study revealed that gp531 maintains high enzymatic activity (92 +6%)
within a range of 25-50°C, with an optimum at 36°C (Fig. 17 A). However,
gp531-catalysed hydrolysis rapidly decreases in the 50-66°C range. In addition,
gp531 exhibits higher activity under acidic conditions (pH 3-5), with the
optimum at pH 4 (Fig. 17 B). Notably, enzymatic activity is almost unaffected at
lower temperatures.
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D1SCUSSION

Bioinformatic analysis of RaK2 proteins

RaK?2 proteins, gp098 and gp526—534, were subjected to mono- and trimeric
structural modelling, along with model reliability assessments using the Alpha-
Fold2 tool. Structural and amino acid sequence homologies were then evaluated
with Dali and Hhpred, respectively.

Although gp527, gp529, and gp530 (group A) show the highest similarity to
typical TSPs, they also differ in certain structural elements, such as variations in
the number of NTDs. In addition, the CTD of gp530 contains an endochaperone,
which is more characteristic of other phage proteins, such as the L-shaped tail
fibre??! or atypical structures-containing TSPs that hold sialidase activity?®>. The
depolymerase triple B-helix region, typical of TSPs with an 'amphora'
structure®®® has been identified in the gp527-528 and gp531-533 proteins
(group B). However, these proteins exhibit less similarity to typical TSPs,
particularly in the N-termini. The structural dissimilarity is attributed to
additional 'head' domains homologous to CBA120 D1,2 and XD2,3, composed
of trimeric structures formed from B-sheets. Consequently, the interaction
between D and XD leads to the branching of the phage fibre in CBA120'°,

Interestingly, the base of CBA120 fibre is the largest TSP4 protein, contain-
ing the most XD domains, along with AD, which is responsible for binding
TSP4 to the baseplate?!. This is similar to the RaK2 gp528 protein, which has
five XD domains. Unfortunately, the gp528 protein shows no structural homo-
logy to the TSP4 AD of CBA120; however, the sequence of this gp528 region
(1-105 aa) is highly conserved among Alcyoneusvirus phages, indicating its
uniqueness as characteristic of this genus. It likely plays a role in binding the
fibre to the phage baseplate, similar to the TSP4 AD.

In TSP-like gp527-533 proteins, with the exception of gp530, the last
domain of their C-terminus is typically formed by individual B-sandwiches,
which usually associate in a trimeric triangular structure. In contrast, individual
B-sandwiches form a trimeric "three-leaf clover" structure in the NTDs. The
function of the C-terminus and adjacent domains is poorly understood in TSP
proteins, although the C-termini of gp528 and gp531 show structural homology
to proteins that interact with polymers.

The structural models of proteins gp098, gp526, and gp534 lacked the de-
polymerase domain. Although the gp526 model contains a TSP-specific struc-
tural element, an NTD homologous to the D1 domain of CBA120 TSP1, gp526's
'body' is also formed from [-sheets devoid of a B-helical structure, instead
forming three separate trimeric domains.
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A domain homologous to CBA120 TSP3 D2 was also identified in the NTD
of gp534, but the remaining portion of the protein is entirely dissimilar to TSP.
Gp534 forms a stem-like structure made of intertwined individual polypeptides,
with its C-terminal domain forming a structural knob 2%°. In contrast, the modell-
ed structure of gp098 exhibits the lowest homology and low model reliability,
except for the C-terminus, which contains a stem with a structural knob compos-
ed of B-sheets. The C-terminal regions of both proteins, gp534 and gp098,
exhibit greater homology to domains of the fibre proteins involved in affinity
interactions, making them less similar to TSPs??’.

Thus, gp526-533 are similar to TSPs with depolymerase activity, except for
gp526, which shares similarity only in size and the structural homology of its
NTD, but lacks the B-helical structure required for depolymerase catalysis.
Meanwhile, gp098 and gp534 exhibit greater similarity to fibre proteins.

Adsorption complex study

The RaK?2 adsorption complex studies involved the genetic engineering and
purification using Ni?* chromatography of the RaK2 recombinant proteins gp098
and gp526-534. Optimisation of the protein induction and purification process
revealed that only gp526, gp529, and gp531-533 were obtained in soluble form
with a complete amino acid sequence, whereas gp098, gp527, gp528, gp530,
and gp534 were produced in an insoluble form. That was not surprising, as
typical TSPs tend to aggregate when induced individually and contain intact N-
termini?3®237, whereas the C-terminus promotes protein folding, trimerisation,
and stability?*®2%°, Therefore, to enhance solubility, recombinant proteins with
incomplete amino acid sequences were constructed, truncated to either the N or
C-terminal region. Among all truncated proteins, only gp098C and gp528N were
obtained in a soluble form, whereas insoluble proteins gp527C, gp530C, and
gp534C were solubilised and purified under denaturing conditions using 6 M
carbamide-supplemented solutions.

SDS-PAGE analysis of the purified recombinant proteins revealed that
gp530C undergoes partial proteolysis, likely due to its predicted endochaperone,
as a =13 kDa oligopeptide co-eluted as well. In addition, studies on the T5 L-
shaped tail fibre protein pbl demonstrate that the endochaperone undergoes
autoproteolysis and is not present in the final structure??!. Therefore, the partial
hydrolysis of gp530C is likely associated with protein aggregation and purifi-
cation under denaturing conditions.

The lab rabbits were immunised with purified recombinant proteins, and the
reactivity of the corresponding isolated antisera was tested using Western blot,
which demonstrated their significant activity against the respective antigens. In
contrast, testing antisera reactivity against RaK2, no interaction was only
observed with gp527C, gp530C, and gp534C. This inactivity may be due to
misfolding of the recombinant proteins during aggregation, which promotes the
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formation of antibodies recognising spatial epitopes during immunisation.
Therefore, SDS-PAGE denatures the RaK2 proteins, leading to the lack of
antiserum reactivity during blotting. A similar antibody inactivity against
proteins purified under denaturing conditions was demonstrated in protein-
protein interaction studies involving SPP1 phage gp21 and the bacterial protein
YueB*!.,

Interestingly, the anti-gp534C antiserum reacts with two proteins of =28 and
56-58 kDa in the antigenic sample, corresponding to the molecular masses of
gp534C's monomer and dimer. This phenomenon is likely attributed to protein
stability, as phage TSP studies involving P22 gp9 and Sf6 p14?*> have shown a
partial resistance to SDS-mediated denaturation. In a similar fashion, anti-
gp534C interacts with a =150-kDa protein, corresponding to the dimer (=142
kDa) of the full-sequence gp534, but further investigation is needed to verify
this phenomenon. In addition, the potential cross-reactivity, observed in the
interaction of anti-gp532 with gp531 and anti-gp531 with gp532 is likely due to
the 41% N-terminal identity between gp531 and gp532. However, according to
statements from Proteintech and Abcam, generating antibody cross-reactivity
typically requires at least 60-85% sequence identity between polypeptides,
whereas a study conducted with mammalian albumin proteins revealed that 80%
identity between amino acid sequences is needed’®.

Using the isolated antisera in a bacteriophage infection inhibition assay,
proteins gp098 and gp531 were found to be crucial for RaK2 to infect its host,
Klebsiella KV-3 bacteria. As a result, phage infection was inhibited more than
4x10° times by blocking either of the two proteins. Additionally, a slight but
statistically significant inhibition was observed when blocking gp532 (p<2x10%)
and gp533 (p<2x107?) proteins. This may correspond to the cross-reactivity of
anti-gp532 with gp531, whereas the interaction between anti-gp533 and gp533
may indirectly inhibit RaK2, as gp531 or gp098 is spatially hindered. Blocking
the remaining RaK?2 proteins (gp526-530 and gp532-533) of the adsorption
complex with the appropriate antisera did not have a significant effect on
infection, which may imply the phage's multivalency.

Having established that the RaK2 proteins gp098 and gp531 are crucially
involved during the infection process, their indirect effect on phage infection
was investigated through a phage adsorption inhibition assay. The investigation
revealed that only recombinant gp531 decreased RaK2 adsorption on KV-3
bacteria by 38% and given that anti-gp098C antiserum blocks RaK2 infection,
both findings suggest that gp531 and gp098 may act in a coordinated manner
during infection. Potentially, gp531 acts first, forming a pathway in the capsule
towards the outer membrane, where the interaction with gp098 promotes the fur-
ther progression of infection. Unfortunately, the structural modelling of gp098
did not predict a typical short tail fibre structure that could provide solid
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reasoning for a two-component mechanism of bacteriophage adsorption. Inte-
restingly, one of the C-terminal homologs for gp098 (Hhpred analysis: 509—595
aa, 91% probability, 27% identity, 0.348 similarity) was AP22 phage gp53 C-
terminus®*. The latter exhibits tail fibre characteristics and likely binds to
bacterial polysaccharides. In addition, AP22 phage adsorption assay revealed
similar results to those of RaK2 gp098C, implying that gp098 is likely a phage
tail fibre.

Immunogold labelling of the RaK2 phage revealed that all the investigated
proteins are located in the area of the adsorption complex. Unfortunately, the
sensitivity of the labelling and sample preparation procedures, combined with
the heterogeneity of the primary antibodies and the lability of the nanostructures,
posed challenges in pinpointing the exact location of the investigated RaK2
proteins. Similar challenges were also encountered by researchers, investigating
adsorption complexes of Tuc2009?45 and A511?47 using immunogold labelling.

However, only gp528 and gp534 were identified to be distinctly located at
the proximal and terminal sites of the branched LTFs, respectively. The rest of
the proteins revealed only approximate tendencies of immunogold labelling:
gp526, gp527, and gp532 were likely found in the medial areas of the LTFs,
while gp530 and gp531 were in the distal areas. However, labelling for gp529
and gp533 did not show a clear tendency, suggesting that these proteins are
probably bound to highly labile parts of the branched fibres. Finally, the
labelling pattern of gp098 on virions with a contracted tail suggests that it is
rather a baseplate protein than belonging to LTFs.

Despite the technical challenges encountered during the investigation of the
RaK2 branched LTF and even high-performance methods such as cryo-EM ana-
lysis being unable to determine the structure of jumbo phage adsorption
complxes with labile nanostructures (¢Kp24% study), we have proposed a
probable model of the RaK2 fibre structure and assembly (Fig. 18) based on
results gathered from bioinformatic data, immunogold labelling, AFM, inhibi-
tion assays.
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Figure 18. Proposed architectural model of the RaK2 branched long tail fibre with
the potential assembly of gp526—534. The colour-coded domains for: anchor AD (pink);
branching XD2 (indigo) and XD3 (purple), homologous to T4 gp10 D2 and D3; binding
D1 (orange), D2 (yellow), and head D3’ (red), each homologous to specific N-terminal
domains of CBA120 TSP1-4; catalytic CD (green); C-terminal CTDs (blues); areas
with homology to other phage-derived proteins (grey). A red asterisk (*) indicates a
cleaved endochaperone.

The results of immunogold labelling, RaK2 infection-blocking and
adsorption assays suggest that gp098 likely does not integrate into LTF structure
but is instead bound separately to the baseplate, functioning as a short tail fibre,
similar to T4 gp123°. Furthermore, bioinformatic analysis of gp098 did not
predict any homologous domain responsible for protein-protein binding, as
observed in phages forming branched LTFs, such as CBA120'4!.

However, the remaining nine RaK2 proteins are predicted to have N-terminal
protein-binding and/ or branching domains, suggesting possible assembly
among them. In addition, TSP catalytic domaing?!-23:16%:35:37.136.141165-168 yyere
detected in seven of these proteins (with depolymerase activity shown only for
gp531; see the next section), indicating architectural similarities to CBA120'#!
LTFs.

Hence, the primary protein, acting as a platform for LTF assembly, shows
proximal immunogold labelling with the highest molecular mass comparable to
gp30 from $Kp24%° and TSP4 from CBA120'#!, both of which are involved in
the proposed architectures of branched fibres, and it contains five putative
branching domains (XD2-3) homologous to T4 gpl0 D2-3, is gp528. Since
AFM shows an unoccupied proximal area of the branched fibre, the first one out
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of five XDs from gp528 is not bound to any other proteins, similarly functioning
to the CBA120 TSP4 XD1'¥!, which has a trimerisation axis overlapping with
the AD domain, stabilising it. The remaining 2—5 XDs attach to four proteins:
gp526, gp527, gp532, which are observed in the medial area, and gp531, which
is detected in the distal part of the RaK2 LTFs. Gp532 and gp531 have
branching domains (XD2) to which gp529 and gp533 bind. The latter two do not
bind any other proteins, and that increases their structural lability, resulting in a
distribution of gold nanoparticles observed without a defined tendency. The
second XD2 domain in the gp531 protein attaches the gp530, without mani-
festing structural lability, as gp530 shows a defined labelling tendency at the
distal region of the LTFs. That is likely due to the smaller size of gp530 after the
removal of its endochaperone. The gp533 with the most distant XD domain is
bind by the terminal LTF protein gp534, which is observed as the LTF protru-
sion in AFM analysis. In this potential manner, the RaK2 branched long tail
fibre is assembled, containing seven TSP-like depolymerases (CD domains),
which are likely responsible for degrading different polysaccharides.

RaK?2 depolymerase specificity characterisation

Purified full-sequence RaK2 proteins were evaluated for depolymerase
activity using a spot test, revealing that only gp531 exhibited activity solely
against Klebsiella KV-3 bacteria, sustaining its activity even after a 15-min heat
treatment at 52°C. The other RaK2 proteins, gp529, gp532, and gp533,
demonstrated no depolymerase activity despite testing on different Klebsiella
strains (KV-1, ATCC 8724, ATCC BAA-1705 ir 279). Notably, the intensity of
the transparent zones produced during gp531 spot testing depends on the protein
amount and treatment temperature. This phenomenon may be related to bacterial
growth inhibition even though the depolymerase does not lyse the cells to
produce transparent spots. As cryo-EM studies of phage SP6'%¢ have shown, the
LPS-degrading depolymerase also interacts with lipid A, which is vital for
bacterial integrity. It is likely that gp531 exerts a similar effect by interacting
with additional bacterial component and strongly inhibiting it, leading to stalled
cell development and ultimately death, with the depolymerase's 'lytic' activity
proportionally manifesting according to the active protein dose.

It was not surprising that other RaK2 porteins did not show depolymerase
activity, since phages containing different TSPs usually infect a broader range of
bacteria, as shown in multiple studies involving bacteriophages such as 0507-
KN2-1248, phiK64-1%3, K532, or IME200%*. In addition, phages undergo intense
evolutionary selection due to their small genomes, reliance on the host's
transcription/ translation machinery, and the fact that changes in RBP genes are
crucially detrimental, therefore, containing multiple copies of the same gene is

not evolutionarily advantageous®%%!,
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To determine the enzymatic specificity of gp531, a set of 27 compounds
(various saccharides and chromogenic derivatives) was tested as substrates for
gp531. Unfortunately, none of them were found to be suitable, which is unsurp-
rising, as phage-borne depolymerases are typically known for their remarkable
specificity. Their active site is intricately formed by neatly associated B-helices
from each subunit, creating a cleft that precisely coordinates at least one
repeating unit of the substrate, essential for catalysis to occur’®!9. Previous
studies on phages, such as HK620 p57 and EP75 gp167°%, have demonstrated
that different glycosyl substituents within the polysaccharide and structural
variations in the active site can limit the depolymerase's catalytic range.

To further investigate gp531's enzymatic specificity, the capsular poly-
saccharide isolated from Klebsiella sp. KV-3 bacteria was used as a substrate.
The composition of the polysaccharide was investigated by analysing the cps
gene cluster of Klebsiella sp. KV-3, revealing it to be of the K54 serotype with
already established structure?’32¢7. Interestingly, the KV-3 polysaccharide
undergoes deacetylation depending on cultivation duration, while acetyl
modifications do not affect gp531's activity. This aligns with previous research,
showing that acetylation does not impact the phage F34 depolymerase with
fucosidase activity against the E. coli K27 and Klebsiella aerogenes K54
polysaccharides®>2.

Upon investigating K-type of Klebsiella KV-3 using HPLC-MS, it was aslo
found that gp531 hydrolyses K54 polysaccharide into oligosaccharides of
varying sizes, including tetrasaccharide (monomer), octasaccharide (dimer), and
dodecasaccharide (trimer), indicating an endogenous glycosyl hydrolysis reac-
tion. Similar enzymatic activity was observed in APC phages infecting Acineto-
bacter baumannii*’, and in viruses KpV79 and KpV767 targeting Klebsiella 7°,
which hydrolyse the polysaccharide into monomers and dimers.

Two separate approaches were employed to investigate gp531's enzymatic
specificity due to analytical limitations in analysing the hydrolysed glycosidic
bond. The reducing end of the product-tetrasaccharide at the cleaved site was
modified either by reduction with NaBH4 or by derivatisation with the ANTS
fluorophore. Subsequently, modified compounds were subjected to hydrolysis
with TFA to degrade into smaller degree saccharides, followed by TLC and
HPLC-MS analyses.

Both approaches provided complementary results, successfully identifying
the enzymatic specificity of gp531 as the B-(1—4)-endoglucosidase targeting the
capsular polysaccharide of serotype K54. Notably, this is the first report in the
literature describing a phage-borne protein with such enzymatic specificity, a
known amino acid sequence, and targeting this substrate. Previously discovered
phages, ®54%% and $312%%, exhibited identical gp531 activity, but the genes,
encoding these depolymerases remain unknown. Interestingly, bacteriophage
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F32 contains a fucosidase capable of hydrolysing both K. aerogenes K54 and E.
coli K27 (E56b) polysaccharides. Structurally, the two polysaccharides differ
only in the side monosaccharide substitution: K27 has B-D-galactose instead of
glucose?¥2262-264 This suggests that the K27 polysaccharide may serve as
another potential substrate for gp531.

Finally, the investigation into relative activity under varying pH and tempe-
rature conditions revealed that gp531 is more active in acidic buffer solutions
(pH 3-5) while sustaining high activity at temperatures up to 50°C. Similarly,
Klebsiella phage KP36 depolymerase gp50 shows high activity at lower pH (4—
7), and a decrease of 30% in activity is observed at 55°C, akin to gp5312%. The
optimum pH of gp531 is comparable to that of the Erwinia amylovora phage ¢-
Ealh depolymerase, which is highly active at pH 4 or 529,

dkk

Overall study of RaK2 provides additional insights into the properties of the
adsorption complex of Alcyoneusvirus jumbo bacteriophages, including: the
potential architecture of the branched long tail fibres (LTFs); the likely two-
component mechanism of infection initiation; the structure of the LTFs, which
comprise proteins with depolymerase activity; the highly distinctive enzymatic
specificity of the depolymerases in the LTFs (targeting only one out of all the
possible glycosidic bonds in the bacterial capsular polysaccharide); and their
stability over a wide range of temperature and pH conditions. These discoveries
contribute not only to the fundamental knowledge of jumbo phages but also to
the potential application of their proteins as biocatalysts in chemical syntheses
under physiological conditions in various fields, including medicine, food, and
the carbohydrate chemistry.
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CONCLUSIONS

1. Bioinformatic analysis of the RaK2 gp098 and gp526-534 proteins
revealed that domains responsible for protein binding (D, XD) and depoly-
merase activity (CD) are also found in jumbo phages, indicating a high
structural conservation of these domains.

2. It has been demonstrated that bacteriophages (RaK2) with branched long
tail fibres recognise bacteria (Klebsiella sp. KV-3) using two proteins (gp531
and gp098).

3. It has been empirically shown that the RaK2 branched long tail fibre
consists of gp526—534. Based on the results of our study, a possible and the first
model of the fibre architecture belonging to viruses of the Alcyoneusvirus genus
is proposed.

4. Using genotyping of the Klebsiella sp. KV-3 cps region, the K-serotype of
the capsule was found to be K54. It has been shown that the level of acetylation
of its polysaccharide depends on the bacterial growth phase.

5. Using chemical modification of the hydrolysis product of the K. pneu-
moniae K54-serotype capsule polysaccharide, catalysed by RaK2 gp531, and
HPLC-MS method, the enzymatic specificity of gp531 was determined to be an
acidic B-(1—4)-D-endoglucosidase — the first depolymerase characterised to
target this polysaccharide as a substrate.
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