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SANTRUMPU SARASAS

EDTA — N,N,N‘,N‘-etilendiaminotetraactaigstis
SDS - natrio dodecilsulfatas

PEG - polietileno glikolis

PGR — polimerass grandinii reakcija

KVF — kolonijas formuojantys vienetai



IVADAS

Mikoplazmy genomo tyrimai aktuak, nes Sie mikroorganizmai sukelia daygetoniy
ir gyviny ligy. Be to, @l unikaliy genomo ypatyli mikoplazmos yra svatis modeliniai
organizmai. Deja,y tyrimus stabdo genetipiirankiy traikumas. Pastaruoju metu imta kurti
savaime besireplikuoj&mus vektorius pasinaudojant tmikoplazmy, kuriu genomo seka jau
nustatyta, chromosomos replikacijos pradzios sritjaniC). Vektoriai, turintys S sritj,
ivesti 1 lasteles autonomiskai replikuojasi ir galiitb panaudoti gewm raiSkai bei
inaktyvavimui. ¢l to, kad net artim mikoplazmy raSiy oriC srityse DNR sekos labai
skiriasi, tokie vektoriai paprastai replikuojask tioje mSyje, kuriosoriC sritis jeinai ju
suckti. Tad kiekvienai mikoplazmrasSiai tinkamus vektorius reikia konstruoti atskirai.

Mycoplasma gallinarum yra itin platy Seimininky rata turinti rasis. O kadangi jos
patogeninis potencialas silpnagitip labai tinkama kaip modelinis organizmas Seimigink
kolonizavimo mechanizmams iSsiaiskinti.claau bet kokiems detalesniems Sios bakterijos
tyrimams yra reikalingas vektorius. Sio darbo tisslir buvo sukonstruotil. gallinarum
lastekse savaime besireplikuojandriC vektorip. Tam reikjo klonuoti oriC sritp iS M.
gallinarum chromosomos, pasirinkti iiterpti i vektoru gera-Zymern, sukurtus vektorius
ivestij iki tol netransformuotabl. gallinarum lasteles ir nustatytiy stabiluny.

Darbas atliktas Biochemijos institute, Molekéknmikrobiologijos ir biotechnologijos
skyriuje, bei Inovatyvios medicinos centre, Indivadizuotos imunoterapijos technolagij

karimo skyriuje.



1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1. Mikoplazmy sistematika
Nuo kity prokariot; mikoplazmas skiria tai, kad jos netussieks sienels. Kadangi

sienet laikoma esmine baktegsn lasteks sudedamja dalimi, mikoplazmos yra iSskiriam@s
atskim taksonomin grupz — klag Mollicutes. Siai klasei priklauso penki dbai:
Acholeplasmatales,  Anaeroplasmatales,  Entomoplasmatales, Haloplasmatales  ir
Mycoplasmatales. Acholeplasmatales ir Haloplasmatales biriuose yra tik po viesn gent,
atitinkamai, Acholeplasma ir Haloplasma. Anaeroplasmatales buriui  priklauso
Anaeroplasma, Asteroleplasma, Erysipelothrix, Holdemania ir Solobacterium gentys.
Entomoplasmatales bariui priskiriamosEntomoplasma, Mesoplasma ir Spiroplasma gentys.
O paiame didziausiam&lycoplasmatales biryje yra Mycoplasma gentis, kuriai Siuo metu
priklauso 131 @Sis, ir Ureaplasma gentis, teturinti astuoniagdis (Ludwig ir kt., 2011). Visi
Mollicutes klases atstovai yra vadinami bendru mikoplagrardu nepaisant to, ar priklauso
Mycoplasma gertiai. Tik augal parazitai dar gali iti vadinami fitoplazmomis. Be to,
tradicijomis pagistoje Sy mikroorganizna klasifikacijoje GSis priskiriamaMycoplasma
gertiai, jei turi stuburin Seimininky. Tatiau atlikus molekulinius tyrimus paaigk, kad toks
skirstymas ne visada atspindi filogenetinius orgami rySius. Pavyzdziui, paai§jo, kad
Mycoplasma mycoides ir Mycoplamsa capricolum rasys yra artimesss Spiroplasma genties
atstovams negu kitiem#lycoplasma atstovams. Ta@aau tam, kad nesukeltsumaisties

medicinoje ir agrobiologijoje, klasifikacija nekema (Wolf ir kt., 2004).

1.2. Mikoplazmy ekologiré niSa
Visy zinomy raSiy mikoplazmos yra priklausomos nuo eukariatiniasteliy —

Seimininkiy. Acholeplasma, Mycoplasma ir Ureaplasma gertiy atstovai dazniausiai
infekuoja Zzinduolius bei pau&sis ir yra siejami su daugeliuétiniy kvépavimo,
urogenitalini taky ir artritiniy susirgimg. Dauguma yra prisitagprisikabinti prie gywniniy
lasteliy pavirSiaus, nors yra ir invazipraSiy. Anaeroplasma ir Asteroplasma gentys sudaro
dali galviju ir aviu mikrofloros. IS kity mikoplazmy gertiu jos iSsiskiria grieztu

anaerobiSkumuSpiroplasma genties atstovai sukelia augalr vabzdziy ligas. Tarp g



Seimininky yra didet ekonomir reikSny turinéiy augal;, tokiy kaip kukufizai ar
citrinmedzZiai. Kai kurioswtSys yra patogeniskos ir Zinduoliams (Miles, 1992).

Taciau mikoplazna patogeniSkum buvo sunkurodyti. Visy pirma, j virulentiSkumo
determinards yra sudtingos ir skiriasi nuo tipidk patogenini bakteriji. Antra, daugelis
mikoplazmy raSiy yra sveik; individy mikrofloros dalis ir y rySys su ligomis komplikuoja
diagnoz. Be to, mikoplazmos gali ne tik gias sukeltiamias arba chroniSkas ligas
daugelyje organizmo vietsu jvairiomis komplikacijomis, bet ir ddi kity ligu sudedamieji
veiksniai. B¢l visy Siy priezasiy mikoplazmy pripazinimas ligas sukeligiomis bakterijomis
uztruko. Pirmieji praneSimai apie tai, kad mikopes infekuoja Zmones, pasikotik 7-
ajame prgusio amziaus deSimtmetyje. Tuo meanodyta, kad vienintél su agliutininu
susijusios pirmias atipires pneumonijos priezastis yMycoplasma pneumoniae. Jau kuris
laikas buvo zZinoma, kad Sios ligos sléas yra itin mazas, nes praeina pro bakterijas
sulaikartius filtrus, ir yra atsparus penicilinui. diau manyta, kad tai virusas, D
Klinikiniuose neginiuose aptinkamas mikoplazmas nebuvo Zvelgiamataij nes
mikoplazmy dazniausiai randama ir sveigmoniy méginiuose. Panasi situacija kartojosi ir
kitu Sios grups bakteriy sukeliany ligy tyrimuose — ne iS karto paéia, kad susirgim
sukelia ,tik mikoplazmos* (Baseman ir Tully, 1997)

R - % 2 ny i -

1.1 pav. PerSvigiamuoju elektroniniu mikroskopu daryta ziéno traclkjos Ziedo,
infekuotoM. pneumoniae, nuotrauka. M — mikoplazma, m — mikrogaurelis, Glakstierlé
(Baseman ir Tully, 1997).



1.3. Bendros mikoplazny savyhes
1.3.1. Genomo dydis ir sétils

Mikoplazmy genomas pasizymi dviem jpeastomis savydmis. Visy pirma, jis labai
mazas. Dvigrandininziedire mikoplazmy DNR yra sudaryta vos iS 600-1800 kiloha¢i.1
lentek). Ypa steketina tai, kad nepaisant tokio mazo genitinmedziagos Kkiekio,
mikoplazmos yra &mingi patogenai. Be to, daugumaiSiu badingos po chromosom
pasklidusios pasikartojéios sekos. Tai ne rRNR genkopijos, nes kitaip negu kitos
bakterijos, turidios po 5-10 & geny kopijy, mikoplazmosy turi tik 1 ar 2 (Amikam ir kt.,
1984). Dauguma pasikartojén seky yra IS elementai, o kitos — homologiSkos pagrindin
pavirSiaus antigenus koduojantiems genams, tadigusiai yra reikalingos su antigenine
variacija susijusiems DNR persitvarkymams.

Antra ndgprasta mikoplazm genomo savybyra itin zemas G + Castatas. Daugumos
raSiy jis mazesnis nei 35 %, o keliomadingas net 25 % (1.1 lenél Tarpgenigs sritys
paprastai yra turtingess A-T (daZniausiai ~ 90 % A + T) negu koduajas sritys. Sia
prasmeMycoplasma pneumoniae yra isskirtire mikoplazma, nes jos genome G + 4Statas
yra mazdaug 40 %. Netrukus &ty bati iSaiskinta, ar SiwSis turi aktyvesa uracilo-DNR
glikozilaze. Sis fermentas 3alina uracilo liekanas, atsiraduBiINR arba spontaninio citozino
deamininimo metu, arba ¢dd klaidingo dUTP jterpimo DNR replikacijos metu.
Nepakankamas uracilo-DNR glikozikez aktyvumas lemt palaipsp G + C baai pony
pakeitima A + T poromis. Ir iS tieg, kai kuriose i$ titi mikoplazmy Sio fermento aktyvumas
silpnas (Williams ir Pollack, 1990).

1.3.2. EkstrachromosondidNR
Ekstrachromosominiai DNR elementai mikoplazmoseingptni retai. ISimtis yra

Soiroplasma genties @iSys, kuriose buvo identifikuota ir plazmidzir bakteriofag genony
(Breton ir kt., 2008). Bakteriofagai yra kur kaszdeu pasitaikantys irdalingi daugeliui
gertiy, o plazmidzi kol kas rasta tikSpiroplasma citri ir Mycoplasma mycoides risyse
(Dybvig ir Voelker, 1996). Bakteriofag infekuojargiy mikoplazmas, genomai yra nuo 4 iki
40 kilobaziy dydzio, ziediniai arba linijiniai, viengrandininiarba dvigrandininiai. Be toyp]
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genetiit medziaga dazniausiai yra ne RNR, o DNR. éldd/la pavojus tok bakteriofag

supainioti su plazmide (Dybvig ir Voelker, 1996).

1.1 lentek. Kai kuriu mikoplazmy genomo rodikliai.

Organizmas Genomo G + C | Gem Seimininkas
dydis (bp) sastatas (%) | skaicius

Acholeplasma
laidlawii 1496992 32 1422 gyvinai

Mesoplasma
florum 793224 28 717 augalai, vabzdziai

Mycoplasma
agalactiae 877438 29 792 gyvanai
alligatoris 973030 26 843 aligatoriai, kaimanai
arthtritidis 820453 31 671 grauzikai
bovis 1003404 29 868 karves
capricolum 1010023 23 867 0zkos
crocodyli 934379 26 763 krokodilai
fermentans 977524 26 866 Zmores
gallisepticum 1012800 31 817 pauksiai
genitalium 580076 31 524 Zmores
hominis 665445 27 577 Zmores
hyopneumoniae | 892758 28 727 kiaulés
hyorhinis 839615 25 707 kiaulés
mobile 777079 24 667 Zuvys
mycoides 1211703 23 1053 kars, ozkos
synoviae 799476 28 715 pauksiai
pneumoniae 816394 40 733 Zmores
pulmonis 963879 26 815 grauzikai

Ureaplasma
parvum 751679 25 647 Zmores
uralyticum 874478 25 695 Zmores
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M. mycoides plazmidcts pADB201 ir pKMK1, vienintels ZinomosMycoplasma genties
plazmicts, yra mazos (~ 2 kb) ir koduoja tik plazésdeplikacijai ir palaikymui reikalingus
veiksnius (Bergemann ir kt., 1989; King ir Dybvit992). IS y nukleotid; sekos galima
sprsti, kad abi yra susijusios su didele gram-teigianiakterij; plazmidziy Seima (Gruss ir
Ehrlich, 1989).

1.3.3. Baltymy sintez
Geny raiSkos signalai mikoplazmose primena gram-teigjanbakterijy. Promotoriai

dazniausiai turi =10 (PribnovoeEute) ir —35 regionus, artimus gram-teigigjm bakterijy
konsensuso sekoms, kurias aipt sigma veiksnys *. Zinoma, kad mikoplazmos neturi
alternatyvipy sigma veiksnj. Diferencijuota gem raiSka igyvendinama reguliaciniais
baltymais. Pavyzdziui, kat® Soko baltym transkripcija yra valdoma HrcA slopikliui
jungiantis prie CIRCA DNR elemento, esanatitinkamy geny promotoriuose (Musatovova
ir kt., 2006).

Mikoplazmos naudoja nukrypugenetinis kod. Kitaip neguiprasta, UGA kodonas
koduoja triptofan. Be to, jo daznis genome yra iki dvideSimties kadidesnis negu
alternatyvaus triptofan koduojaio UGG kodono. Tai galima paaiskinti evoliuciniu
spaudimu dl mazesnio G + Castato. Geno pradzidazniausiai Zymi AUG kodonas ¢tau
yra ir alternatyvi — GUG bei UUG. Dar viena fwasta kai kuri mikoplazmy savyke yra ta,
kad CGG kodonas jose yra beprasmis. Jis nekodogjasj aminofigsties, &ra ir STOP
kodonas. Tiesa, taitdinga tik mycoides klasteriui priklausatioms mikoplazmoms -M.
mycoides ir M. capricolum (Westberg ir kt., 2004).

Dél mazesnio G + Castato atsirags universalaus genetinio kodo nuokrypiglingas
ne tik paskutinei kodono pozicijai, bet ir pirmordsiems. @l to keitiasi mikoplazm
baltymy sudktis. Palyginti suEscherichia coli, kurioje G + C sstatas yra ~ 50 %,
mikoplazmos turi maziau GGN, CCN, GCN ir CGN kodoifoctl mikoplazmy baltymai
turi maziau glicino, prolino, alanino ir argininonamorigiu liekany negu y homologai
Escherichia coli. Atitinkamai, &l didesnio AAN, UUY, UAY ir AUN kodom kiekio Siems
organizmams idingesis asparagino, lizino, fenilalanino ir izoleucino inoragXiu
liekanos (Dybvig ir Voelker, 1996).
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Daugumos mikoplazmmgeny mRNR turi ribosomos tvirtinimosi sijtpanasi i gram-
teigiamyju bakterijy Shine-Dalgarno sekJi iSsi@sciusi 4-10 bazj pom pries starto koden
ir su ribosoma sveikauja sudarydama vandenijliny§ 3' gale su 16 S rRNR. Gram-
teigiamyu bakterip 16 S rRNR molekgl yra trimis nukleotidais ilgesnnegu gram-
neigiamyu. O mikoplazmy — keturiais nukleotidais ilgegénnegu gram-teigiamu ir net
septyniais negu gram-neigiajn. Sie papildomi nukleotidai dalyvauja jungiantisra®RNR,
todkl rySys tarp dviej RNR molekulipy btna stipresnis. T@au tokiu atveju efektyviai
transliacijai reikalinga ilgesnribosomos tvirtinimosi sritis. 8 Sios priezasties galiti
sucktinga ekspresuoti gram-teigiam ir ypa gram-neigiamjy bakterip genus
mikoplazmose (Dybvig ir Voelker, 1996).

Kadangi mikoplazm lasteks neturi sienek, jos neturi ir periplazmés ertnés. Tad
baltymai, kurie @ra citoplazminiai, yra arba sekretuojami, arba meamimiai. Signalini
peptidy sekos, nukreipaios baltymus lauk pro plazmin membran, yra tipisSkos
eubakterijoms (von Heinje, 1990). Mikoplazmos nggprastai didel lipoprotein; kiekj. Sie
baltymai yra intensyviai tyrigami, nes atlieka svagbvaidmen infekcijos metu (Zuo ir kt.,
2009). Zinoma, kad signalo peptidazei Il nukirptansportuojamo lipoproteino signdlin
peptich, uZ jo esantis cisteinas yra acilinamas. Kiti rple@moms bdingi baltymy
modifikavimo dai yra fosforilinimas ir izoprenilinimas. Baltynfosforilinimas idingas
uz sqveika su pavirSiumi atsakingiems baltymams. Izopremiti@s daznas eukariotuose, o
tarp bakterip kol kas pastettas tik Acholeplasma laidlawii. Tokios modifikacijos

mechanizmas ir funkcija kol kagna Zinoma (Nystrom ir Wieslander, 1992).

1.3.4. DNR replikacija
Daugumos bakterij replikacijos pradZios sritisofiC) yra $aliadnaA geno. Sio geno

koduojamas baltymas DnaA yra transliacijos inicia® Jis atpgsta ir jungiasi prie
specifiniy seky, vadinany DnaA czutemis. Escherichia coli DnaA dtZwiy konsensuso seka
yra TTATCCACA (Messer, 2002). Pasinaudojant Siaaskivo ieSkomariC sriciu tuose
mikoplazmy genomuose, kurie jau sekvenuoti. Dnadvudés, kaip ir buvo galima tikis,
buvo aptiktos netolidnaA geno. 4 sekos ne idealiai atitikB. coli konsensuso sektad buvo
pasiilyta konsensuso seka mikoplazmoms — TT(A/T)TC(C/BMA (Lee ir kt., 2008).
Nustatyta vig tirtu raSiy oriC sriciy strukira (1.2 pav.).

13



M. gallisepticum

gyrB dna dnaN soj dnaAd

M. imitans

dnaN soj dnaA

M. pneumoniae

ayrd arB dnal dnaN soj dnaA

W—{]}mﬂm—ﬂ:—% *'.ﬁ' -
#7691 bp 740 b5

M. genitalium

S. citri

dnad dnaN avrB ard

237 bp; #7168 bp™.

M. capricolum

rapAd  rpmH dnaA dnaN ksgA

4

M. pulmonis

recD dnaA dnaN

222 b <133 bp

1.2 pav. Mikoplazrm oriC sriéiuc strukiira. Trikampiai zymi DnaA é&butes, o
statiakampiai — AT turtingus regionus (Lee ir kt., 2008
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Zvelgiant | nustatytas oriC sriciy strukiiras mikoplazmose, ai$kiai matytiy j
filogenetiniai rySiai.S citri ir M. capricolum priklauso Spiroplasma filogenetinei grupei.
Abieju raSiy oriC sritis driekiasi abipusinaA geno, nes DnaA&tutes iSsi@dsciusios ir is
vienos, ir iS kitos pus. Tiesa, tokia patoriC strukiira yra ir M. pulmonis, priklausagios
Hominis filogenetinei grupei. O 2011-aisiais ndgia M. fermentans, M. alligatoris ir M.
crocodyli genony sekas paaisfo, kad Siy bakteripy replikacijai reikalingos DnaA & utes
taip pat iSsidsciusios abipusdnaA geno. Pastarosios tryssSys priskiriamos Fermentans
filogenetinei grupei (Rechnitzer ir kt.,, 2011; Bnowr kt., 2011). M. gallisepticum, M.
imitans, M. pneumoniae ir M. genitalium yra Pneumoniae filogeneti® grugs atstogs. Ji
DnaA czutes iSsi@dsciusios tik iS vienoginaA geno pués ir, iSskyrusM. genitalium, supa
soj gern. IS eksperiment kuriant besireplikuojamtvektoriy su M. genitalium oriC sritimi
paaiskjo, kad kitapusinaA geno esanti 63 bagipon ilgio seka DNR replikacijai taip pat
reikalinga. [domu tai, kad nors tarp vienos filogenétingrugs nari geny tvarka yra
konservatyvi, DNR seka smarkiai skiriasi. Pavyzgzm. gallisepticum ir M. pneumoniae
DnaA baltymo aminoiig&iy sekos panasumas yra tik 23 % (Cordova ir kt., p002

Detaliau tiriant DNR replikacyj M. capricolum lastebse pastedia, kad iniciacija
vyksta ne tiksliai ties DnaAé&tutemis. NorsM. capricolum ir Siaip kudingas didelis AT
kiekis (74,5-75,9 %), iniciacijos vietoje jis siaknet 78,2 %. Gré&ausiai replikacija Sioje
vietoje prasideda t@tl kad ties adenino ir timino poromis lengviau iE8KDNR grandines.
Po iniciacijos replikacijacsiasi abiem kryptimis kaip ir kitose bakterijodé@. capricolum
replikacires Sakuts juda 6 kilobazj per minu¢ grekiu, t.y. deSimt kaxt [é¢iau neguE. coli.
Su hsteks mase DNR replikacija suderinamadkiant replikacijos iniciacijos dazr{(Miyata
ir Seto, 1999).

1.3.5. Genetieirekombinacija
Labiausiai stebinanti mikoplazapsavyle yra ta, kad nepaisant labai magenom, jos

sugebajveikti organizny Seimininky gynybos sistemas, efektyviai plisti ir ilgai iSgnti.

Vienas iS mechanizm kuris gatty paaiskinti, kaip Sios bakterijos iSsi¢er su tokiu mazu
genetits medziagos kiekiu, yra gerpertvarka. Bl Sio reiSkinio minimalus nukleotid
kiekis gali koduoti dideles baltyynSeimas. Bakterijomsadlingi trys rekombinacijos tipai:

homologire, vietai specifig@ ir nedsningoji. Homologig rekombinacija vyksta tarp
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pakankam panaSura turin¢iu nukleotid; seky ir joje paprastai dalyvauja RecA baltymas.
Vietai specifinei rekombinacijai reikalingi baltyma- rekombinags, kurie atpagsta
specifines sekas. Néshingajai rekombinacijai nereikalingi nei speggafermentai, nei tam
tikros sekos, o rekombinuojéos sritys gali lati visai nehomologiskos.

Pirmaji irodyma, kad homologid rekombinacija mikoplazmose vyksta, pateis.
Mahairas ir F. Minion (Mahairas ir Minion, 198%)e tye mikroorganizm, publikacijose
pavading Mycoplasma pulmonis, tatiau liau jis buvo identifikuotas kaighcholeplasma
genties @sis, panadj Acholeplasma oculi (Artiushin ir kt., 1995). Sios mikoplazmossteks
buvo transformuotos plazmide, twia homologin recipiento chromosomai fragmentPo
transformacijos pavyko iSskirti transformantus, i&uturejo plazmid;, isiintegravusi i
chromosom homologijos vietoje. Panas eksperimentai, irodantys homologis
rekombinacijos buvimg atlikti ir su kitomis mikoplazm raSimis, pavyzdziui, M.
gallisepticum (Cao ir kt., 1994). Homologin rekombinacija mikoplazmose gégusiai
priklauso nuo RecA baltymo, nes kamienurinéiy mutacip Siame baltyme, nepavyksta
transformuoti plazmide su homologiniu chromosomagientu (Dybvig ir Woodard,
1992). T&iau alternatyus homologigs rekombinacijos variantai tuibtaip pat egzistuoja,
nes funkcionalaus RecA netufiame Spiroplasma citri kamiene homologinrekombinacija
buvo uZzfiksuota (Marais ir kt., 1996).

Pirmasis genetiis rekombinacijos pavyzdys mikoplazmose buvo visgacifire L2
viruso integracija Acholeplasma laidlawii chromosoma (Dybvig ir Maniloff, 1983). Buvo
identifikuotas atvirojo skaitymo émelis, koduojantis titina rekombinagz, artimy
bakteriofagad\ integrazei. Jau seniai zinoma ir vietai speéifiekombinacija lizogeniniams
bakteriofagams integruojantis Spiroplasma genties bakterijas (Dickinson ir Townsend,
1985).Mycoplasma genties iSyse bakteriofagai aptinkami retai ir yra menkartis

Kitas vietai specifids rekombinacijos atvejis yra judrieji genomo eletaenNors jie
migruoja | atsitiktines genomo vietas, transpozicija yra taiiespecifire, nes fermentai,
vykdantys perélima, atpaista specifines sekas juditi element galuose. Geriausiai zinomi
mikoplazmy judrieji genomo elementai yra gram-teigigmbakteriy transpozonai T916 ir
Tnd4001. Tn916 funkcionuoja tokiose nutolusiosaisSyse kaip Acholeplasma laidlawii,
Spiroplasma citri, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma mycoides, Mycoplasma

gallisepticum, Mycoplasma hominis ir Mycoplasma arthritidis. Tn4001 transpozicija
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uzfiksuota Acholeplasma genties #Syse, Mycoplasma gallisepticum ir Mycoplasma
pneumoniae. Tatiau bandymai iStranspozoa jvesti i Mycoplasma pulmonis genoma buvo
neskmingi (Dybvig ir Voelker, 1996).

Mikoplazmoms kdinga ir vietai specifia DNR inversija. Sis procesas reguliuoja
organizmo restrikcines ir modifikacines savybes benia pavirSiaus antigen kaita.
Geriausiai istirtaVlycoplasma pulmonis vietai specifi@ DNR inversija. Sios bakterijos V-1
pavirSiaus antigapsintez lemiavsa lokusas. Jame yra septysa genai, iS kum vienu
metu aktyvus tna tik vienas. Tas ekspresuojamas genas turi &'-gaf, kurioje yra
ribosomos tvirtinimosi vieta, ATG starto kodonasignalinis peptidas,talingas prokariat
lipoproteinams. Nei vieno iSigikomponeni néra neekspresuojamuossa genuose. Tad
gen; ekspresija reguliuojama perkeliant neaktyvaus g&rgalo region i iki tol aktyvaus
geno 3'-galo regiono vigt Visa Si pertvarka vyksta vietai spec#nDNR inversijos tdu
tarp specifinii 34 kb sely (Dybvig ir Voelker, 1996).

Nedésningoji rekombinacija gali atsirasti arba&l ONR grandir nutraukiagiu ir
sujungiakiy fermenty klaidy, arba @l sutrikusios DNR replikacijos. Neédningosios
rekombinacijos pavyzdys yra delecijos ar kitos ymkos, iStinkatios Mycoplasma
mycoides pKMK1 plazmic, kai ji perkeliamaj Acholeplasma laidlawii (King ir Dybvig,
1993). Si plazmid replikuojasi besisukaip rato principu ir susidaraios viengrandias
DNR tarpires formos stimuliuoja nedningja rekombinaci. Daznai pasikartojantiems
mikoplazmy pavirSiaus baltymamsidinga dydzj jvairove greciausiai taip pat yra susijusi

nectsningya rekombinacija.

1.4. Mikoplazmos kaip modeliniai organizmai
Jau pusSimt mety zinoma, kad mikoplazmos sukelia ligas, ir tiriamas

patogeniSkumas. Teu paskutin deSimtmetatkreiptas dmesysi ypa& mazusg genomus ir
nutarta pasinaudoti Sia ypatybe. Mokslininkai janiai bando iSsiaiskinti, kiek ir kakigeny
pakakt, lasteks gyvybei palaikyti. Galimyb atsakytii § klausimy atsirado tik nustaus
bakterinip genomy sekas. Kai tik paaigjo pirmuyy dviejy bakteri, gram-neigiamosios
Haemophilus influenzae ir gram-teigiamosiosMycoplasma genitalium, genony sekos, A.
Mushegian‘as ir E. Koonin‘as gio iSvady, kad minimal gen; rinkini gyvybei palaikyti
sudaro 256 joms bendri genai (Mushegian ir Kooh896). \tliau R. Gil ir kt. iSanalizay
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keleto laisvai gyvenaty ir endosimbiotini bakterijy genomugvardino hiting rinking iS 206
geny (Gil ir kt., 2004). Tdiau patikimesnis fdas iSsiaiskinti minimal geny rinkinj bty ne
lyginti skirtingy organizmy genomus, o remtis eksperimentiniais duomenimiskollazmos
pasirinktos kaip modelis Siems eksperimentams.

Mikoplazmos yra labiausiai tinkami mikroorganizmaiinimaliam gen rinkiniui
nustatyti, nes jos evoliucionavo smarkiai reduknbgagenomui, tad jau dabar turi beveik
minimaly genom. Pavyzdziui,Mycoplasma genitalium turi tik 482 baltymus koduoj&rus
genus ir itin maz ~580 kb genom Yra ir mazesnius genomus tufim bakterij,
pavyzdziui, Carsonella ruddii (~160 kb) arNanoarchaeum equitans (~491 kb), t&iau
pastarosios yra endosimbiaitir nustatyti minimaliam genrinkiniui, reikalingam laisvai
gyvenartios lasteks gyvybei palaikyti, netinka (Tamames ir kt., 200Vaters ir kt., 2003).
Iprast; didesnius genomus tutiiy bakterip 26% gem priklauso paralogini gen; Seimoms,

0 M. genitalium tokiu gem turi tik 6%. Si bakterija buvo panaudota transpoazei
mutagenezei. PO mutagegsziSgyvenusios abteks hidavo padauginamos ir atliekama
inversire PGR transpozongiterpimo vietai genome nustatyti. Tokiadu buvo identifikuoti
nelutini gyvybei palaikyti genai. 1S vistl. genitalium ju buvo rasta 100. Lik387 baltymus
koduojantys ir 43 RNR koduojantys genai yratifi (Glass ir kt., 2006). Taigi
eksperimentiniu ©du nustatytas minimal genoma sudaratiy gen; skatius yra beveik
dvigubai didesnis uz nustatyyginant skirting; raSiu genomo sekas.

Mikoplazmy genomo mazumu buvo pasinaudota ir kituose tyrimu€s Lartigue ir
kiti perkelé visa nepaZzeist Mycoplasma mycoides chromosom i Mycoplasma capricolum, is
kurios buvo paSalinta jos chromosoma (Lartiguetiy 2007). lasteks recipients, | kurias
buvo perkeltasakteliy donoriy genomas, tapo fenotipiSkai identiSkastééms donoéms.
Taigi pavyko transplantuoti genanviema rasi pavetiant kita. \eliau buvo atliktas dar
vienas reikSmingas eksperimentas panaudojant naiko@s — gautas pirmasis sintetinis
genomas. D. Gibson ir kiti susintetino a/iMycoplasma genitalium genoma de novo ir
klonavo j i Saccharomyces cerevisiae (Gibson ir kt., 2008). Tai pavyko padaryti susiines
~ 50 bazi pom ilgio tarpusavyje persidengiéns oligonukleotidus, juos sujungusb—7
kilobaziy ilgo kasetes, kurios tarpusavyje buvo jungiamosndiogines rekombinacijos
budu.
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1.5. Priemoreés mikoplazmoms tirti
1.5.1. Heterologiétmikoplazmy geny ekspresija

Didéjant susidordjimui mikoplazmomis kaip modeliniais organizmais beslopstant
poreikiui tirti ju patogeniSkumg iSaugo gentini irankiy, reikalingy Siy organizny tyrimams,
poreikis. Susidurta su keletu pagrindinproblemy. Visy pirma, mikoplazm baltymy
biocheminei analizei reikalinga efektywi pkspresija kitoseastekse-Seimininkse, tg&iau
tam trukdo UGA kodonas, koduojantis triptadanBuvo pasgilyta keletas sprendim
pavyzdziui, naudoti UGA supresuojams Escherichia coli kamienus arb&piroplasma citri,
kuri UGA taip pat atpasta kaip triptofano kodan(Smiley ir Minion, 1993; Stamburski ir
kt., 1991). Jei gene UGA kodortik keletas,imanoma juos pakeisti ir mutageggziidu
(Robino ir kt., 2005). Vis é&to pastarasis metodas atima daug laiko ir yra duanypé
esant daugiau UGA kodan

Patogiausiasimas iSspgsti UGA kodom problemai yra daugybinimutaciy reakcija
(Hames ir kt., 2005). Ji pagta jungtiis grandinigs reakcijos principu (Bi ir Stambrook,
1997). 5'-gale fosforilinti nukleotidai, turintys ageidaujamas mutacijasidedami i
polimerazs grandinigs reakcijos miSin Elongacijos metu ilginamjprasti pradmenys.
Kadangi pradmenys su mutacijomis yra sukurti tegal prie taiking hibridizuojasi stipriau,
pailginti iprasti pradmenys galithi liguojami prie p 5' galo naudojant termostahilDNR
ligaze. Gaunama DNR grandinsu norima mutacija. Tokiutblu pavyko pakeisti devynis

UGA kodonus UGG kodonalycoplasma pneumoniae glpK gene (Hames ir kt., 2005).

1.5.2. Transpozonai
Kita problema, su kuria susiduriama mikoplagtyrimuose, yra vektoui trikumas.

Dauguma y yra pritaikyti pl&iai naudojamiems mikroorganizmams, tokiems Kkaip
Escherichia coli ir Bacillus subtilis, tfiau netinka mikoplazmoms. 1Simtis yra transpozonai,
kuriy Seimininky ratas yra labai platus. Kaip jau réia, Tr9l16 ir Tnd001, iSskirti,
atitinkamai, iS Enterococcus faecalis bei Staphylococcus aureus, gali biti naudojami
mikoplazmose. Jie buvo pritaikyti ir genams sudrdyt integruoti genetia medziag i
chromosom (Dybvig ir Voelker, 1996).

Tn916 yra 18 kilobazy ilgio judrusis elementas, sudarytas X&-Tn/int-Tn geng

iSsikirpimui/integravimuisi, atsparumo tetraciklirgenotetM ir tra geny, reikaling: pernasai
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tarp hsteliy (1.3 pav.). Jo galuose yra atvirkgSrpasikartojatios sekos, kuriose sutampa 20
i5 26 nukleotid (Courvalin ir Trieu-Cuot, 2001). Integravimositgie Tn916 nesukelia
duplikaciju. Jam iSsikerpant, vienagikis susidaro transpozono gale, o kitas — ua;Sedziy
pony komplementarioje DNR grandije. Sitaip susidaro Segbaziy pon ilgio viengrandirs
DNR iskySa. Po iSsikirpimo transpozonas suformaagaline strukiira su nesuporuotu Sesi
baziy pon ilgio heterodupleksu. Toks pats heterodupleksaglato ir iSsikirpimo vietoje,
taciau jis paprastai iStaisomas replikacijos arba napgs metu. TA16 integravimasis yra
atvirkXias procesas susidarant §eSaziy pon ilgio heteroduplekso jungtims integravimosi
srityje. Sis transpozonas integruojasi ne atsitiiti o karStuose taskuose, tgbtinimo
mutagenezei yra nelabai tinkamas (Halbedel ir k8{t2007).

att-Tn

m) 23

22

Xxis-Tn
/ 78

A10° palortro 19
9
18
Tn916 17
tetM 18 kb
palorr12
N12

1.3 pav. Transpozono T916 schema (modifikuota pagal Courvalin ir Trieu-Guot
2001).

Tn4001 yra 4,5 kilobaai ilgio transpozonas, sudarytas iS5 dwigfentiSky 1S256
element;, supaiiy aac-aphD ger, kuris lemia atsparugngentamicinui, kanamicinui ir
tobramicinui (1.4 pav.). Jam integruojantis taikinvietoje DNR perskeliama taip, kad
susidaro asStuonibaziy pony iSkySos. Po integracijos jos tampa dvigresdtad susidaro
astuoni, baziy pomy taikinio DNR duplikacijos (Chow ir kt., 2007). Kattanspozono

stabilumas Bity didesnis, buvo sukurti mini-transpozonaj.tdanspoza¥s genas yra iséje,
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tad iSvengiama pakartotinio transpozono iSsikirpini®e to, buvo jvesti atsparumo
tetraciklinui bei chloramfenikoliui genai bei rektijos vietos, kad galima tby iterpti

pageidaujamp genetik medziag (Halbedel ir Stulke, 2007).

—_IS 256 orf >— aac(6’)-aph(2’) IS256 [

1.4 pav.Transpozono T4001 schema (modifikuota pagal Chow ir kt., 2007).

1.5.3. Plazmiéls
Autonomiskai besireplikuojaios plazmids yra labiau tinkamos genetiniams tyrimams

negu transpozonai. Pastariggenom integruojasi atsitiktinai, tad netinka tikslingam gan
suardymui, kuriam reikalinga homologin rekombinacija tarp chromosomini ir
ekstrachromosomini elemeng. Taiau plazmiads, kaip jau miata, retai aptinkamos
Mycoplasma gentyje. Tik Mycoplasma mycoides rasta kriptini plazmidziy. Viena is j,
pKMK1, yra 1875 bazj pomn ilgio ir koduoja tik plazmids replikacijai bei palaikymui
reikalingus veiksnius (King ir Dybvig, 1992). Jgmgrindu buvo pabandyta sukurti
vektorius, jterpiant Escherichia coli replikacijos pradzios sikitir atsparumo antibiotikams
gern. Dauguma sukugt dariny perkelti i mikoplazmas prarasdavB. coli replikacijos
pradzios srit tatiau vienas vektorius su atsparumo eritromicinuiwéliko stabilusM.
mycoides lastekse daugyb pergjimy, tad yra tinkamas perkelti genetinei medziag¥.
mycoides ir kai kurias kitas Sios gentieg3is (King ir Dybvig, 1994).

Trakstant nairaliy plazmidziy mikoplazmose, teko kurti dirbtines. diau tam reikjo
sulaukti, kol bus nustatytos gengnsekos ir paaisls chromosom replikacijos pradzios
sriciu sekos @riC). Pirmieji tolf vektoriy sukonstravo C. Cordova ir kiti panaudodami
Mycoplasma pulmonis oriC sritj, kuria sudaé iS dnaA genas, apsuptas DnalAczuciy
(Cordova ir kt., 2002). Si plazmidturéjo ir E. coli replikacijos pradZios siit tockl
klonavimas gailjo bati atliekamas Sioje bakterijoje. PlazmiceplikavosiM. pulmonis, tatiau
po keleto pergimu homologires rekombinacijosiu integravosi chromosom oriC sityje.
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Stabilumui padidintidnaA genas buvo pakeistas atsparumo tetraciklinui geth. Taip
modifikuota plazmid iSliko stabili iki penkiolikto pergimo (Cordova ir kt., 2002). Panasios
oriC plazmicts buvo sukurtos irM. mycoides, M. capricolum, M. agalactiae, M.
gallisepticum bei M. imitans (Lartigue ir kt., 2003; Chopra-Dewasthaly ir K2Q05; Lee ir
kt., 2008). Visais atvejais homologs rekombinacijog oriC sriti dazn pavyko sumazinti
sutrumpinanbriC fragmeng.

Vos sukirus pirmgsias oriC plazmides, buvo patikrintasy j funkcionalumas
heterologirse replikacijos sistemose. Kai kuriais atvejaizpiakés su vienosaSiesoriC
sritimi replikuodavosi ir kitose tSyse. Paprastai taiuttavo labai artimos GSys, nors
pasitaikydavo ir iSirtiu. PavyzdziuiM. capricolum pavyko gkmingai transformuoti ne tik
jai artimos fiSies M. mycoides oriC plazmide, bet irSpiroplazma citri oriC plazmide
(Lartigue ir kt., 2003). Si plazmidzi replikacijaM. capricolum yra vienas i3 ratpavyzdZi,
kai plazmigdts yra suderinamos tarp keligertiy atstow.. Ankstiau heterologia oriC
plazmidzi, iS Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Vibrio harveyi ir Erwinia
carotovora transformacija buvo ékminga E. coli. Vis clto svarbu pamiéti, kad Si
filogenetiskai toliny raSiy 250 bporiC sriciu DnaA czutes yra labai konservatyvios. 8
citri ir M. capricolum atitinkamy seky konservatyvumas yra labai mazas.ipMast M.
capricolum sugebjima replikuoti kity riSiy oriC plazmides g&ty paaiskinti Siai @Siai
budinga stipri DnaA baltymo raiSka. Galb DnaA ¢Zzwiy konservatyvumo stoka yra
kompensuojama didesnio DnaA baltymo kiekio (Lamigu kt., 2003). Vis éto keli
sekmingi atvejai pritaikant vienosusgies oriC plazmides kitoms yra labiau iSimtis negu
taisykk. Dazniausiai kiekvienai GSiai reikia sukurti nawj stabiliai besireplikuojatia

plazmid; su jos paiosoriC sritimi.

1.5.4. Transformacija
Transformacija yra vienintelisadasjvesti vektori i lastek mikoplazmose. Zinoma,

kad Siuose mikroorganizmuose vyksta ir konjugad¢g&iau mechanizmas neaiskus, be to, ji
budinga ne visoms tSims. Transdukcija taip pat dar nebuvo atlikta, sndeletas
mikoplazmas infekuojam virusy aptikta. O grynos DNR iS aplinkos be cheésinarba

elektriniy lauky pagalbos mikoplazmos taip pat negali pasiimtigiraeka transformacija,
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kuri gali hati trejopa: chemia transformacija su kalcio chloridu arba polietileglikoliu
(PEG), transformacija suiposomas supakuota DNR ir elektroporacija.

Gakty atrodyti, kad mikoplazmas transformuoti yra pafgamat jos neturi siens ir
vektoriui tereikia jveikti fosfolipidini dvisluoksn. Tatiau IS tikmjuy ju transformacijos
efektyvumas yra itin mazas, o kai kurios&Syse transformacija visai nepavyksta. Siuos
sunkumus tikriausiai sukelia mikoplazmomadimgos su membrana susijusios nukésaz
(Minion ir kt., 1993). Buvo pabandyta transformasij metu paveikti Mycoplasma
gallisepticum bei Acholeplasma oculi proteazmis, t&iau transformacijos efektyvumo tai
nepadidino (Minion ir Kapke, 1998).

Transformacijos efektyvumui itin svarbi yra kubs augimo faz Dazniausiai
geriausiai transformuojamos viduja log fazje esagios kultiros, t&iau kitinas ir didelis
lasteliy kiekis transformacijos miSinyje. Vektoriaus kiekigip pat tuéty bati didelis,
paprastai geriausirezultat; pasiekiama naudojant 1-1@ DNR. Taigi vektoriaus kiekio
transformacijos miSinyje nepakanka, pirmiausia reikia padauginti kitoseastekse-
Seimininkése. Visos slygos tugty bati iS5 naujo nustatomos kiekvienosiSies atveju.
Pavyzdziui, praplovimas Saltu kalcio chloridu cheési transformacijos metu vienoms
raSims smarkiai padidina iSeigo kitoms atvirk&iai — sumazina (Minion ir Kapke, 1998).
Be abejo, transformacijodiias taip pat tuty buti parenkamas kiekvienam atvejui atskirai.
Pavyzdziui, Mycoplasma pneumoniae Ziva paveikta polietileno glikoliu, tad Siagsteles

imanoma transformuoti tik elektroporacijosdio (Hedreyda ir kt., 1993).

1.6.Mycoplasma gallinarum
Mycoplasma gallinarum yra dazniausia iS paukg iSskiriama mikoplazm rasis

(Bencina ir kt., 1987). T@au jos Seimininl ratas labai platus — Sigis gyvena ir kiaike,
avyse bei galvijuose (Leigh ir Evans, 200@yastu atvejuM. gallinarum nesukelia ligos ir
oro mai$ uzdegimo issivystym (Shah-Majid, 1996). Imuninis atsakasia bakterip yra
labai silpnas, o susidar&n imunoglobuling 1gG ir IgM kiekis beveik nepastebimas
(Bencina ir kt., 1991).

D¢l mazo patogeninio potencialdl. gallinarum kol kas nesulauk didelio tyrju

démesio, tad apie &iras| nedaug kas zinoma. Jiau ctl nejprastos mikoplazmoms sawyg
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— itin plataus Seiminink rato — kyla midiy pasinaudoti ja kaip modeliniu organizmu
iSsiaiSkinti mechanizmus, kuriais naudojasi mikeplas kolonizuodamos Seimininko
organizma (Wan ir kt., 2004). Bty svarbu nustatyti ir kokiutzlu M. gallinarum veikia kaip
kofaktorius pauk&y bronchito virusui. T&au bet kokiems detalesniems tyrimams reikalingi
irankiai, kuriais bty galima tirti gem veikla. Kaip jau mirta, labiausiai pravartu téetr
autonomiskai besireplikuojantektoriy. Mikoplazmoms naudojamasiC plazmidcts, t&iau
jos pasizymi @iSiniu specifiSkumu, tad jau sukurtos kitomiSims plazmids réera tinkamos
M. gallinarum. Kad Sios bakterijos tolesni tyrimaiitn imanomi, reikia sukonstruoti jai
pritaikyta vektoriy, pasinaudojant chromosomiogC seka.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Bakterijos ir plazmidés
Darbe buvo naudotdsscherichia coli DH5a kamienas ¢80dlacZAM15A(lacZYargF)

U169 deoR recAl endAl hsdR17 (ry m'y) sup E44thrl gyr A96 relAl] (Pharmacia,

Lenkija), Mycoplasma gallinarum lauko izoliatas (Vysniauskis ir kt., 201Qlazmidiniai
vektoriai pTZ18R (Mead et al., 1986), pUC19 ir pTTEIT (Fermentas, Lietuva) bei p34S-
Tc (Dennis ir Zylstra, 1998).

2.2. Reagentai
Restrikcijos ir ligavimo fermentai, iryjbuferiai, proteinaz K, Gene Rulé?™ DNR

zymuo, IPTG, X-gal, DNR Zy#&jimo biotinu sistema (Biotin DecaLabel DNA Labeling
Kit ™) ir biotino chromogeniés detekcijos sistema (Biotin Chromogenic Detect@r™) —
.Fermentas”, Lietuva.

Digoksigeninu zymitas DNR zymuo, PGR produktgryninimo rinkinys, DNR
zymejimo digoksigeninu ir digoksigenino detekcijos sisia (DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit 'M), plovimo ir blokavimo bufeti rinkinys
digoksigenino detekcijos sistemai — ,Roche”, Vokaet

Amonio acetatas, kalio acetatas, talio acetatas-HTI, Tris-OH, EDTA, SDS -
»Sigma”, JAV.

Chloroformas, lizocimas, Ca&;IKH,PO,, NH,CIl, N&HPQO, — ,Reachim”, Rusija.

BBLTM mikoplazmy augimo terp (Frey), mieliy ekstraktas — ,BD”, JAV.

Cisteino hidrochloridas, redukuotgsSNADH — ,Acros Organics”, Belgija.

Platinum® Taq DNR polimer&ar jos buferis — ,Invitrogen”, JAV.

Agaroz, etidzio bromidas — ,Serva”, Vokietija.

DNR gryninimo rinkinys (QIAmp DNA Stool Mini Kit") — ,Qiagen”, Vokietija.

Nailoniné membrana (Amersham Hybohtt- N+)- , Amersham”, Svedija.

Etanolis — ,Vilniaus degtif, Lietuva.

NB (nutrient broth) — ,,Oxoid”, Didzioji Britanija.

Pradmenys — ,METABION*, Vokietija.
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2.3. Terpés ir auginimo salygos
NA terpé: 28 g NA, 1 1 HO.

Modifikuota Frey terpé: 2 % buljono pagrindo (BBLTM Mycoplasma broth base
(Frey)), 15 % inaktyvuoto kiauli serumo, 2,5 % miaji ekstrakto, 1 % gliukas, 0,01 %
cisteino hidrochlorido, 0,01 % redukuogeNADH, 50 TV/ml penicilino G, 0,01 % talio
acetato, 0,002 % fenolio raudonojo, pH 7,8.

Visos tergs buvo autoklavuojamos 30 min. 121 °C tempeoge.

Escherichia coli bakterijos skystoje NB teépe buvo auginamos 30 °C tempeiraije
per naki aeruojant, o ant agarizuotos t&sp- 37 °C termostate.

Mycoplasma gallinarum lasteks skystoje modifikuotoj&rey terpje buvo auginamos
nuo trijy iki septyniy pam 30 °C temperatoje 5 % CQ aplinkoje. Ant agarizuotos terp
bakterijos buvo auginamos tokiomiscmamis silygomis, kol pasirodydavo kolonijos, t.y.

nuo dviejy iki trisdeSimties par.

2.4. Polimerazs grandininé reakcija (PGR)
Polimerazs grandinig reakcija buvo vykdomdeppendorf Mastercycler Personal

amplifikatoriumi. [ reakcijos miSin buvo dedama DNR pavyzdzio, specifirpradmen,
termostabiliosTaq polimerazs, amonio jon turincio buferio, magnio jon ir INTP. Naudota
PGR programa: 94 °C 4 min.; 94 °C 30 sek., 45 #@r2, 68 °C 4 min. — 35 ciklai; 68 °C 7
min.; 4 °C 24 val. .

2.5. PGR naudoti pradmenys

2.1 lentek.

Oligonukleotidai Seka PGR produktas
SW4 for/SW5 rev | GAGCTTTTGCATGCAAAAAATTTC/ | ligasisoriC fragmentas
(Lee ir kt., 2008) TTGTTAATCCATGGAATGATCATAA | (1,96 kb)

SW6 for/SW7 rev | CCTCAGCTGCAGTAGGTTATG/ TrumpasisoriC fragmentas
(Lee ir kt., 2008) GAACTGAAATGTCGACTAAAAATC | (0,67 kb)

SWA4 for/SW7 rev VisaoriC sritis

(Lee ir kt., 2008) (3,16 kb)

SW4 for/SW9 rev | ICTGATGCCGTTAGCATTAGG G3riC fragmentas

(Lee ir kt., 2008) (1,06 kb)

SW4 for/PLori-rev-2| ICAGATAGACAAAAGAATGAAAAA G4 oriC fragmentas

(Lee ir kt., 2008) AG (707 bp)

SWA4 for/PLori-rev-4| /CACAATATTTCCGATAAAAATCAC | G5oriC fragmentas
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(Lee ir kt., 2008) (510 bp)

SW4 for/PLori-rev-5| /TTTTACAAACAATATTGTTAC G6 oriC fragmentas
(Lee ir kt., 2008) (459 bp)
SW4 for/PLori-rev-6| /JACACGTTTTTGTGAAAAAGTGA G7 oriC fragmentas
(Lee ir kt., 2008) (180 bp)

TET-for/TET-rev TCTAACAATGCGCTCATCATCGTCA| Atsparumo tetraciklinui
TC/ geno fragmentas (739 bp)
TTCCGAATACCGCAAGCGACAG

2.6. DNR fragmento skyrimas iS agarozinio gelio
DNR fragmentai buvo skiriami naudojant DNR iSskysiminkini (Fermentas, Lietuva)

ir laikantis gamintojo rekomendagij 10 pl PGR miSinio po amplifikacijogneSama 1 %
agarozs gel. ISpjautas ir pasvertas agatezgaballis, turintis 1,5 kb dydzio fragmemt
dedamag meégintuwelj ir uzpilamas 3itriais natrio jodido tirpalo. Taip paruoStas pavyzdy
inkubuojamas 5 min. 58C temperatroje. IStirpus agarozei mégintuweli jdedama 5ul
silicio milteliy suspensijos, gerai sumaiSomadl mkubuojama 5 min. 58C temperatroje.
Adsorbuota prie silicio milteli DNR nusodinama centrifuguojant 1 min. 16@0MNuosdos
uzpilamos 500pul praplovimo buferio, gerai suspenduojamos ir dérguojama kaip
apraSyta anksau. Sis etapas kartojamas 3 Kkartus. Po paskutjmiaplovimo ant
nucentrifuguai nuogdy uzpilama 30 pl dejonizuoto vandens, suspenduojama ir
inkubuojama 5 min. 55°C temperatroje. Po centrifugavimo atsargiai surinktas

supernatantas perkeliama&van mégintu\éli ir analizuojamas agaréz gelyje.

2.7. DNR ligavimas
PGR lmdu amplifikuoti ir iSskirti iS5 agarozinio gelio fganentai buvo liguojami T4

DNR ligaze su plazmidiniu vektoriumi 10 °C tempé@raje 15-17 valand Po to miSinys
inkubuojamas 10 min. 65 °C tempéaraje ir atwsinamas lede. Tokiu ligavimo miSiniu

transformuojamog. coli DH5a lasteks.

2.8. Kompetentiniy E.coli Iasteliy ruoSimas ir elektroporacija
E. coli DH5a lasteks buvo auginamos 3-4 val. 20 ml NB t=gp30 °C

temperairoje aeruojant, kol optinis tankis {&) pasiek 0,3-0,5. lasteliy augimas buvo
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sustabdomas palaikant ki 15 min. ledo vonioje. Po toadteks buvo surenkamos
centrifuguojant Saltai 30 min. 500§. Nupylus augimo tekp lasteks buvo du kartus
praplaunamos 10 ml Salto 10 % glicerolio tirpaluisgenduojamos glicerolyje ir
centrifuguojamos ankg|u mirctomis slygomis. Gauta dsteliy biomag buvo
suspenduojama 1 ml Salto 10 % glicerolio. Taip pata hsteliy suspensija buvo iSpilstoma
po 100ul 1 mégintuwélius ir naudojama elektroporacijai.

Pries transformacijlasteks ir kiuvets buvo 20 min. Saldomos ledo vonioje, kad
[étai atitirptu. 100 ul elektrokompetentini lasteliy buvo dedama Ll DNR ir inkubuojama
keles minwiy lede. Tuometalsteliy suspensija su DNR buvo perpilamatSaldys 1 mm
plocio plySio kiuvet. Transformacija buvo atliekama elektroporacijagily naudojant 2 kV
itamm. Elektros impulso truké 4-5 ms. Po elektroporacijosisteks buvo skubiai
perkeliamosi 1ml NB tergs ir inkubuojamos 30-60 min. 37 °C temperafe. Po
inkubacijos 4steks buvo iSgjlamos ant standzios agarizuotos ésrpSharma ir Schimke,
1994).

2.9. Plazmidzy iSskyrimas
Plazmids buvo skiriamos Sarmia denairacijos metodu (Sambrook ir kt., 1989).

Atrinktos kolonijos buvo auginamos per naB7 °C termostate ant NA teigpsu ampicilinu.

Nuo lekSteks su kilpele buvo paimama baktetirasteliy, suspenduojama 100
I-mo tirpalo (1 firis) ir laikoma 15-20 min. kambario tempeirafe. Po inkubacijos buvo
ipilami 2 firiai Il-o tirpalo ir palaikoma apie 10 min. kambariemperatroje, kol hsteks
visiSkai suirdavo. Kai tirpalas nuskatdavo, buvo pripilama 1,5itio 7,5 M amonio acetato
tirpalo ir Svelniai sumaiSius laikoma ~1 val. ledonioje, kol iSkrisdavo nueéslos. Gautas
tirpalas buvo centrifuguojamas (15 min., 100§)0 [ supernatamt buvo pripilami 2 @riai
etilo alkoholio ir paliekama — 20°C tempenate 2 val.. DNR buvo surenkama
centrifuguojant 20 min. 1000@, iSdziovinama ir kambario tempeliatje iStirpinama
nedideliame kiekyje vandens.

[-as tirpalas: 1360ul H,O, 100ul 1 M Tris-OH (pH 8,0), 50Qu 40 % gliukozs,
40ul 0,5 M EDTA.

ll-as tirpalas: 0,2 N NaOH, 1 % SDS.
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2.10. DNR elektroforez
DNR elekroforez buvo atliekama horizontaliame 0,8-1,0 % agésazelyje TAE

buferyje. Po elekroforés gelis buvo dazomas etidzio bromido tirpale irlianajamas
ultravioletiréje Sviesoje.

50 x TAE buferis: 121 g Tris-OH, 18,6 g natrio EDTA, 28,6ml actigsties
(99,5%), HO iki 500ml.

2.11. DNR veikimas restrikcijos endonukleagmis
DNR buvo hidrolizuojama Kpnl, Smal, Eco32l, Hindllt EcoRI restrikcijos

endonukeazmis (Fermentas, Lietuva) laikantis gamintojo pateiktrekomendacij. 0,2-1,5
ul DNR buvo veikiama 5-10 u attinkamos restrikcigmglonukleass reikiamame buferyje 1

val. 37 °C temperatoje.

2.12.M. gallinarum elektroporacija
Lasteliy kultara buvo uzauginama iki viduts log fazs. Vienai transformacijai buvo

naudojama 5 ml kuiros. Centrifuguota kambario temperaje ties 12000g 10 min..
Nuosdos buvo suspenduojamos tokiameigae kaip pradinisitis HEPES-sacharéz
buferio tiryje ir nedelsiant centrifuguojamos dar karLasteks buvo suspenduojamos
apytiksliai 1/300 pradinioitio HEPES-sachareés buferio iristatomog ledus. Pridegjus 10
ug DNR, hstelipi-DNR miSinys buvo perkeliamag atSaldyd 0,2 cm plySio kiuvedt ir
elektroporuojama. Naudota 2,5 Ktampa ir 5-6 ms impulsas. Po elektroporacipsteks
buvo suspenduojamos 1 ml Saltos augimo éterp inkubuojamos 10 min. kambario
temperairoje. Tada 2-3 val. perkeliam@s37 °C termostat Po gaivinimo dsteks buvo
iSjamos ant standzios agarizuotos ésrMinion ir Kapke, 1998).
HEPES-sacharozs buferis: 8 mM HEPES, 272 mM sachaksz pH 7,4.

2.13. Chemiré M. gallinarum transformacija
Lasteliy kultara buvo uzauginama iki vidués ar \lyvosios log fazs. Vienai

transformacijai buvo naudojama 5 ml Kutis. Centrifuguota 4 °C temperaije ties 1200@
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10-15 min. Nuo&dos buvo suspenduojamos 1/20 pradinmot0,1 M CaC} ir 30—60 min.
inkubuojama leduose. DNR, kuria bus transformuojarbavo perkeliamai 1,5 ml
mégintuveli ir iki 50 ul papildoma CaGl Tada buvo pridedama 250 lasteliy suspensijos,
sumaisoma ir perkeliamakita mégintuwveli, su 2 ml PEG (40, 50 arba 70 % kambario
temperaitroje). 5-10 sek. buvo purtoma, kad gerai susimaidytnedelsiant praskiedziama
25 ml TE buferio. Tada buvo centrifuguojama 4 °@eratiroje 30 min. ties 1200@,
nupilamas supernatantas ir uzpilama 1,5 ml Siltagrao tergs. Paputius 10-15 sek. nuo
sieneliy buvo nuplaunamosasteks. Po 1,5 val. inkubacijos 37 °C temperafe buvo
iSsjama ant standzios agarizuotos &srpMinion ir Kapke, 1998).

TE buferis: 10 mM NaHPQ,, 0,150 mM NacCl, pH 7,3.

2.14. Genomirés DNR iSskyrimas
M. gallinarum genomi DNR buvo iSskiriama Qiagen rinkiniu ,QIAmp DNA Stb

Mini Kit* pagal gamintojo rekomendacijas. Iki 220gnysteliy biomasgs suspenduojama 1,4
ml pirmojo buferio ir 5 min. kaitinama 70 °C temptroje. Tada 15 sek. papurtoma ir 1
min. centrifuguojama ties 20009 kambario temperatoje. Supernatantas perkeliamas
naup mégintuveéli, idedama terSalus suriSanti tabletis karto stipriai purtoma, kol tabket
iStirpsta. Ml centrifuguojama tokiomis @@oomis slygomis 3 min. Supernatantas
perkeliamasi naup mégintuveli ir dar kara 3 min. centrifuguojama. Supernatantas
perkeliamag naup mégintuvéli, kuriame jaudéta 15ul proteinazs K. Uzpilama tokiu pé&u
tariu antrojo buferio ir 10 min. kaitinama 70 °C teenatiroje. Po to uzpilamas toks pats kaip
ir antrojo tirpalo diris etanolio ir sumaiSoma. Tirpalas pilamaskoloréle ir 1 min.
centrifuguojama. Supernatantas nupilamaskaloréle pilama 500ul treciojo buferio ir &l
centrifuguojama 1 min. Supernatantas nupilam&slorele pilama 500ul ketvirtojo buferio

ir centrifuguojama 3 min. Kolahé perkeliamai naup meégintuveli ir uzpilama 50pul
eliucijos buferio. Inkubuojama 1 min. kambario tesrgdiroje ir centrifuguojama 1 min.

Filtra perjusiame tirpale yra iSskirta DNR.
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2.15. PGR produkto gryninimas
PGR produktai, kurie buvo naudojami kaip zondairibibacijai, buvo gryninami su

Roche rinkiniu ,High Pure PCR Product Purification Kipagal gamintojo rekomendacijas.
PGR miSinys praskiedziamas iki 1Q0suriSimo buferiu ir perkeliamaskolorele su filtru.
Centrifuguojama 30-60 sek. maksimaliu gnei po to nupilamas filtr pegjes skystis.
UZpilama 500ul plovimo buferio, centrifuguojama 1 min. maksinuagjretiu ir nupilamas
filtra perjes skystis. \él kartojama tas pats uzpilant 2Q0plovimo buferio. Tada kola#é
su filtru perkeliamai Svag 1,5 ml négintuweli. Uzpilama 50-10Qul eliucijos buferio ir

centrifuguojama 1 min. Fiirpegjusiame tirpale yra iSvalyta PGR metu padaugintd&RkDN

2.16. Hibridizacijos zondo zyn&jimas biotinu
Zondas hibridizacijai buvo Zymimas biotinu naudoj&®rmento rinkinius ,Biotin

Decalabel DNA Labeling Kit“] 1,5 ml negintuwveli dedama 100-1000 ng zymimos DNR,
10 ul 5x reakcijos buferio ir vandens iki 44. MiSinys 5-10 min. paverdamas ir greitai
atvesinamas leduose. Tada pridedamaud5zyméjimo misinio ir 1 ul egzonukleazinio
aktyvumo neturitio Klenovo fragmento. Inkubuojama per nald@7 °C temperatoje.
Reakcija stabdoma pridedanl0,5 M EDTA.

2.17. Hibridizacijos zondo zyngjimas digoksigeninu
Zondas hibridizacijai buvo zymimas digoksigeninua@jantRoche rinkini ,DIG High

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1II. 1,5 ml neégintuwl; dedamalug
zymimos DNR ir atskiedziama iki 1@l. MiSinys 5-10 min. paverdamas ir greitai
atvesinamas leduosé.denaiiruoty DNR dedama 4l Zyméjimo misSinio ir inkubuojama 37

°C pernakt. Reakcija stabdoma 10 min. pakaitinart@

2.18. Sarminis DNR perklimas ant membranos
Po elektroforegs agarogs gelyje DNR, kuri bus naudojama hibridizacijairi thiti

perkelta ant nailoni#gs membranos. Tam, vipirma, depurininama du kartus po 15 minjgel
palaikant 5-10driy 0,25 M HCI. Tada gelis nuplaunamas vandeniu ikadus po 15 min.
palaikomas 5-10atiy 0,4 M NaOH. Ant pakylos, esé&os 0,4 M NaOH tirpalo talpoje,
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dedami du 0,4 M NaOH sutkinti Vatmano lapai. Jie turitti ilgesni uz paky ir nusileistii
0,4 M NaOH perklimo tirpala. Ant virSaus dedamas aga¢szgelis, o ant jo — tokio paties
dydzio nailoni@ membrana. Ant virSaus dedami dar keturi membratyakzio sudgkinti
Vatmano lapai ir stikline lazdele paSalinami orabuai. Galiausiai sukraunamas storas
sluoksnis popierini rankSluosiy ir paslegiama 100 g svareliu. Gelis iSyvgisiy apsukamas
plévele, kad nesudiiy. Perklimas trunka 2 val. Po to membrana 5 min. plaun@maSSC
buferiu, iSdziovinama ir laikoma 4 °C.

20 x SSC buferis:3 M NaCl, 300 mM NgCgHs0, pH 7.

2.19. Neutralus DNR perklimas ant membranos
Jei naudojamas digoksigeninu Ztas DNR molekulini masiy Zymuo, spartesnis

Sarminis per&limas netinka, nes digoksigeninas prijungtas awkSp jautria jungtimi.
Tada naudojamas ilgiau trunkantis neutralus DNRKkghenas ant membranos. Po
elektroforezs depurininama agaréz gel du kartus po 10 min. palaikant 5-iBit 0,25 M
HCI. Praplaunama vandeniu. Tada DNR denagjama gdldu kartus po 15 min. palaikant
denatiravimo buferyje ir neutralizuojama du kartus po rbt. palaikant neutralizavimo
buferyje. Galiausiai 10 min. palaikoma 20 x SSCebpyje. Ant pakylos, es@s 20 x SSC
tirpalo talpoje, dedamas vienas 20 x SSC dadtas Vatmano lapas. Jis tutitbilgesnis uz
pakyl ir nusileistii 20 x SSC perimo tirpala. Ant virSaus dedamas aga¢szyelis, o0 ant jo
— tokio paties dydzio nailontnmembrana. Membrana uzklojama dar vienu tokio patie
dydzio 20 x SSC suékintu Vatmano lapu ir storu sluoksniu popieginiankSluosgiy.
Paslegiama 500 g svareliu ir paliekama persiketnakt. Po pedimo DNR fiksuojama
prie membranos pgsalandos pakaitinant 120 °C. Iki naudojimo laikofn&C.

Denatiiravimo buferis: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH.

Neutralizuojantis buferis: 1,5 M NacCl, 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5.

20 x SSC buferis:3 M NaCl, 300 mM NgCsHsO7, pH 7.

32



3. REZULTATAI

3.1.0riC srities klonavimas
Plazmidei su replikacijos pradzios sritimoriC) sukonstruoti vig pirma reikéjo

klonuoti oriC sritj iS tos @Sies, kuriai kuriamas vektorius, genomo. Kada¥igcoplasma
gallinarum genomas daréna sekvenuotas,ér zinoma jooriC sriti sudaratios DNR seka,
pagal kura galima ity sukurti pradmenis srities amplifikacijai PGR metod ol buvo
pasinaudota pradmenimis, skirtaidycoplasma gallisepticum oriC srities amplifikacijai,
tikintis, kad Sy artimy raSiy sekos bus panasios ir amplifikagygks (Lee ir kt., 2008).
Panaudotos aStuonios pradmemoros, kuriomis siekta padauginti skirtingo dydzio

oriC srities fragmentus. Pradmen$é/4 for ir SW7 rev skirti visaioriC sriciai nuodnaN iki
dnaA geno. PradmenySW\4 for ir SAS rev skirti ilgajamoriC srities fragmentui nudnaN

iki soj geno,i kuri ieina trys DnaA &zuts ir keturi AT klasteriai, o pradmenySW6 for ir
SW7 rev — trumpajam fragmentui nuspj iki dnaN geno,i kuri jeina dvi DnaA dzuts,

taciau rera AT klasten (3.1 pav.).

SWa for Visas oriC (3.16 kb) W rer

dnaN [ ] S0
1SW4 for SW5 revs SW6 for SW7 revs
-——— |

Ilgasis oriC (1.96 kb)  Trumpasis oriC (0.67 kb)

3.1 pav. SchematinisM. gallisepticum oriC srities fragment, amplifikuojamy PGR
metu, vaizdas. Juodi trikampiai zymi DnaAé¢zdciy konsensus sekas, o tamsesni
statiakampiai — AT klasterius (modifikuota pagal Leétr, 2008).

IS ankstesnji tyrimy Zinoma, kad kuo ilgesniariC srities fragmentas yra plaznjd,
tuo didesa tikimybé¢, kad ji homologiks rekombinacijos ixlu integruosig genomir oriC
sriti (Lee ir kt., 2008; Cordova ir kt.; 2002, Lartigiekt.; 2002; Renaudin ir kt., 1995). Tai
néra pageidautina savypypa jei vektorius naudojamas inaktyvuoti genams ika#nga
homologire rekombinacija kitose genomo vietose. Elodlar penkios pradmen poros

panaudotos trumpesnieros C srities fragmentams gau\WA4 for ir SAO rev — 1059 bp G3
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fragmentui,SW4 for ir PLori-rev-2 — 707 bp G4 fragmentugW4 for ir PLori-rev-4 — 510 bp
G5 fragmentuiSWA4 for ir PLori-rev-5 — 459 bp G6 fragmentui, ®\V4 for ir PLori-rev-6 —
180 bp G7 fragmentui (3.2 pav.). Visi su Siais pradimis gauti fragmentai tikalsmingai
plazmicts replikacijaiM. gallisepticum ir padidino jos stabilum Maziausias fragmentas,
kuris dar buvo funkcionalus — 180 bp su dviem Drdg&utemis bei dviem AT klasteriais

(Lee ir kt., 2008).
11 soj }

G7 . 180 bp iSW4 for iDLori—rée\réeg

G6 . 459 bp SSWa for PLori—révgsé

iSW4 for PLori-revi

G4, 707 bp ES\N4f0r PLori—re\/—2§

G3 . 1059 bp §S\N4for S\N9rev§

3.2 pav.Schematinis mazesnioriC srities fragment, amplifikuojamy PGR metu,
vaizdas. Juodi trikampiai Zzymi Dnafeziciy konsensus sekas, o tamsesntigkampiai —
AT klasterius (modifikuota pagal Lee ir kt., 2008).

PGR metu pavyko amplifikuoti visus, iSskyrusc¢ips ilgiausius fragmentus — 3,16
baziy pomn ilgio visa oriC sriti bei 1,96 bazi pon ilgio ilgaji oriC fragmeng (3.3 pav.).
Neskmé amplifikuojant pastaruosius gégusiai susijusi su ne optimaliomis PGR
salygomis ilgiems fragmentams susidaryti, nesp&iy fragment, negauta ir kontroligse
reakcijose sWM. gallisepticum DNR. Be to, pradmenys visariC sriciai SNV4 for bei SW7
rev sskmingai veilé amplifikuojant kitus fragmentus, tad Sio produlgmuti nepavyko tikrai
ne &l komplementarumo stokos.

Sékmingai amplifikuotus fragmentus réjb iterpti i vektoriy, galini replikuotis
Escherichia coli. Buvo pasirinktas pTZ57R/T, turintis replikacifai coli reikaling sriti rep
ir atsparumo beta laktaminiams antibiotikams ageBis vektorius vidury daugybinio
klonavimo srities yra perkirptas ir turi lipniusmino galus. PGR metu naudoiEaq
polimeraz amplifikuojamuose fragmentuose palieka lipnius régie galus, tad ligavimo

metu jie yrajterpiamii vektory daugybinio klonavimo srities viduryje. Tikriausidtl per
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mazo PGR produkto kiekio, klonuoti pavyko tik gawsiai padauginturiC srities
fragmentus — G3, G5 ir G6.

0 i 4
~— ‘

—

- s

= :

- -

- ;

3.3 pav.PGR produki elektroforezs nuotrauka. 1 takelyje ilgasmsiC fragmentas, 2
— trumpasiriC fragmentas, 3 — G3 fragmentas, 4 — G4 fragmebtas35 fragmentas, 6 —
G6 fragmentas, 7 — G7 fragmentas, o 8 — \0s& sritis. M — zymuo, molekulinmas (bp)
nuo apaios: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 9@@O1 1200, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 ir 10000.

Buvo nustatytos vis triju klonuoty oriC fragmentt DNR sekos. Vig pirma jos
palygintos tarpusavyje. Kaip ir buvo galimaétik, persidengiatios fragmeni sritys buvo
identiSkos. Po to klonugtfragmenii DNR sekos buvo palygintos su atitinkamonhis
gallisepticum sekomis (3.4 pav.). llgiausiame, G3 fragmentd,0i85 nukleotid nesutapo tik
9, tad self panaSumas labai didelis — net 99 %. Fragmentp,ikbuvo nurodyta literatoje,
yra trys DnaA dzutes (Lee ir kt., 2008). Dvi i&y esagios Salia, atitinka mikoplazanDnaA
dézwiy konsensuso seKTT(A/T)TC(C/A)ACA ir yra TTATCCACA bei TTATCAACA.
Trecioji skiriasi nuo konsensuso sekos vienu nukleotrdgra TTATCAACT. NeaisSku, ar ji
yra atparstama DnaA baltymo, teau tikrai Zzinoma, kad yra nabna ir replikacijai pakanka
pirmyjy dvieju DnaA cZwiy (Lee ir kt., 2008).
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MGLS aaaaaatttcattagatatattttatattttattttttattattaaccatggtpattgttgataaatct
MG_.N aaaaaatttcattagatatattttatattttattttttattattaaccatgagpattgttgataaatct

MGELS gtggatagctct aaaaaaatt dcggatttat aaaagtacattaaaatatttatattttaatgtaaatat
MGLN gtggat agt{ct aaaaaaatt dt ggatttat aaaagtacattaaaatatttatattttaatgtaaatat

MGLS tatattttaatgtaaatctattatatcactttttcacaaaaacgtgtattatatataaggagttttgta
MGLN tatattttaatgtaaatctattatatcactttttcacaaaaacgtgtattatatataaggagttttgta

MGLS aattatttaactatattactatgtaatatagttattatatcaaaacaaact aaaacagt agagcaacct
MGLN aattatttaactatattactatgtaatatagttattatatcaaaacaaact aaaacagt agagcaacct

MGLS ttaaaaattaact aaaaactaaat qcpaatttgtttatagacgaaagtttttctattaatatccccaca
MGLN ttaaaaattaact aaaaactaaat gt paatttgtttatagacgaaagtttttctattaatatccccaca

MGLS ttaactctatcaaaacccct at actjlapaaaaaaaad- acacact ct gaat acat aact t gt at gt aaag
MGLN ttaactctat caaaacccct at act|- paaaaaaaadc caca&"[é:t gaat acat aact t gt at gt aaag

MGLS tttgagtgaagttaaatcgctttaatattgtaacaatattgtittgtaaaaatatttatttaatatgaaa
MGLN tttgagt gaagttaaatcgctttaatattgtaacaatattgtittgtaaaaatatttatttaatatgaaa

MGLS aaaatattgtaacaatattgtttgtaaaaatatttatttaatatgaaaaaaatattgtgatttttatcg
MGLN aaaat at t gt aacaat a'btgt ttgt aaaaatatttattt aat at gaaaaaaatattgtgatttttatcg

MGLS gaaatattgtgatttttlatcggaaatattgtgattt|-ctaattcaggccaattaaaaatatcaaaacta
MGLN gaaatattgtgatttttat cggaaatattgtgattt|tctaattcaggccaattaaaaat atcaaaacta

MGLS attacttaaataaaaat at caat aaat aaatt aaaaaacttattaacattttctactaagagagttggt
MGLN attacttaaat aaaaat at caat aaat aaatt aaaaaacttattaacattttctactaagagagtt ggt

MGELS atttggaaat aat att aaagt aat acacaat att aaaaaaat attattagtatttaaacgattaagtac
MGLN atttggaaat aat att aaagt aat acacaat att aaaaaaat attattagtatttaaacgattaagtac

MELS tttttcattcttttgtctatctgtaaaagacact aggtaaggattactttattaacaagat aaagagaa
MGLN tttttcattcttttgtctatctgtaaaagacact aggtaaggattactttattaacaagataaagagaa

MGS aagaatttatttttaataatacgattttaatatttttaaaatattattcaatttacgttgttttattac
MG_N aagaatttatttttaataatacgattttaatatttttaaaatattattcaatttacgttgttttattac

MGLS caaaaat agaat attaaaacaatatttataagttaattaaaattaatactttttaaaacaaaacaacaa
MGLN caaaaat agaat att aaaacaatatttataagttaattaaaattaatactttttaaaacaaaacaacaa

MGELS tattatttcaatatggtcacagtagt cacaat aaagttgataat atttaaataatattaattaaatatt
MGLN tattatttcaatatggtcacagtagt cacaat aaagttgataat atttaaataatattaattaaatatt

MGS tattcaagaatttattattcttgaataacagcaaad-pagd-cttttatagaactgaagagcattcttaaa
MGLN tatt caagaath‘é attattcttgaat aacagcaaadt pgactttt at agaact gaagagcattcttaaa

ME_S aaagaaaaa
MGLN aaagaaaaa

3.4 pav.M. gallisepticum ir M. gallinarum oriC srities G3, G5 ir G6 fragmenDNR
selky palyginimas. Pateiktos komplementarios sekos, &ttty fragmentt orientacip
vektoriuose. ,MGLS" ZymiM. gallisepticum nukleotid; seki, o ,MGLN" — M. gallinarum.
Neatitikimai pazymti rémeliais, DnaA dzuts — pilka spalva, o fragmentpabaiga —
vertikaliais bikSniais.
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3.2. Zymensjterpimas
Tam, kad konstruojamas vektorius tikbaudoti, reikalinga ne tilriC sritis, bet ir

zymuo, kuris leist atrinkti transformuotas$teles. Nutarta naudoti atsparumo antibiotikams
gera. Konstruojamo vektoriaus karkasudaratioje pTZ57R/T plazmigie jau yra beta
laktamaz, suteikianti atsparum beta laktaminiams antibiotikams. dlau atrankai
mikoplazmy lastebse Sie antibiotikai netinka, nes jie veikia nelaisd susiformuoti
peptidoglikano sluoksniui ir neveikia sieé®l neturigiu mikroorganizna. Tad reikjo
pasirinkti kita antibiotika, kuriamM. gallinarum lasteks hity jautrios. Patikrintas §ilasteliy
atsparumas tetraciklinui (Tc), chloramfenikoliuinf@ gentamicinui (Gm) ir kanamicinui
(Km). Lasteks buvo iS§jamos agarizuotoje augimo téfp su 1 ir 10ug/ml kiekvieno
antibiotiko koncentracija. 4steks Zuvo augdamos ant tégosu 1 ir 1Qug/ml tetraciklino ir
10 ug/ml chloramfenikolio. Kadangi stipriausiai veéitetraciklinas, jis ir pasirinktas atrankai.
Atsparuma tetraciklinui nutarta suteiktii vektorip klonuojant tetA gery, koduojani
membranii tetraciklino/metalo jom-protono prieSnasos baltymSis genas buvo gautas i3
p34S-Tc plazmiés (3.5 pav.) (Dennis ir Zylstra, 1998).

Hindlll
h

Sstl
Kpnl
Smal
Xmal
BamHI
Sall
Accl
Hincll
Pstl

Sphl
Hindill

3.5 pav. p34S-Tc plazmiék, iS kurios buvo gautas atsparumo tetraciklinuiage schema
(modifikuota pagal Dennis ir Zylstra, 1998).
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IS literatiros zinoma, kadriC fragmento pagtis kity plazmics element atzvilgiu gali
turéti jtakos vektoriaus funkcionalumui (Cordova ir kt.02) Toctl atsparumo tetraciklinui
ger tetA nutartajterpti dvejopai — ir iS vienos, ir iS kitagiC fragmento puss. Tam p34S-
Tc plazmic¢ buvo hidrolizuota dviem restrikcijos endonkléaes — Kpnl ir Smal. TetA
genas su Kpnl suformuotais lipniais galais buterptas tarporiC fragmento ir beta
laktamazs geno, detA genas su Smal suformuotais bukais galais — i$ ki@ fragmento
puss. Klonavimo eksperimentai buvo atlik coli lastekse ir atrinkti tie vektoriai, kurie
suteilé atsparura ir ampicilinui, ir tetraciklinui. Tdiau atsparumo tetraciklinui genssA
dél tos paios restrikcijos endonukleéz suformuat abiep fragmento gal gakjo isiterpti ir
pasroviui, ir prieS sray o vektoriaus stabilumui svarbu, kad visi genditpasroviui. Todl
buvo patikrintatetA geno kryptis hidrolizuojant atrinktus vektorius nidlll ir EcoRV
restrikcijos endonuklegmis. Pagal hidroligs produki dyd atrinkti vektoriai su reikiamai
isiterpusiutetA genu. Kadangi vektoriams kurti naudoti tr)gC fragmentai ir atsparumo
tetraciklinui genas buvgterpiamas abipusyj iS viso gauti SeSi skirtingi vektoriai: pG3-
Tc/Kpnl, pG3-Tc/Smal, pG5-Tc/Kpnl, pG5-Tc-Smal, pG&Kpnl ir pG6-Tc/Smal (3.6
pav., 3.7 pav. ir 3.8 pav.)

Buvo nustatytos vis SeSiy vektoriy DNR sekos irsitikinta, kad sudedamosios dalys
yra reikiamose vietose. Po to palygintpsvektory sudktj jeinartiy oriC fragmeni
nukleotid; sekos. Paaigfo, kad pG5-Tc/Kpnl vektoriausriC fragmente netoli antrosios
DnaA czutées atsirado mutacija — AT turtingoje srityje adentimoino por pakeit guanino-
citozino pora (3.9 pav.). Viskity vektoriy oriC fragment; sekos visiSkai atitiko tas, kurios
buvo klonuotos i8/. gallinarum genomo.
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rep
beta IakTanmzéx
a
EcoRI(B16)
_R;DnI (3%
heta- laktamazé /: Ml (B3)
T ()
Ahallbas)
coriet
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EarmHI (16T
HRAITI (106) : Emal(1682)
Bstl igoga) \\1.:Sma1 (16840
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3.6 pav. aVektorius G3-Tc/Kpnl, turintis G8riC fragmeny ir tetA gery, istatyt per Kpnl
restrikcijos endonukle@s hidrolizs viet;, b vektorius G3-Tc/Smal, turintis G®riC
fragmeny ir tetA gery, istatyt per Smal restrikcijos endonukleazhidrolizs vie.
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3.7 pav. aVektorius G5-Tc/Kpnl, turintis GBriC fragmeny ir tetA gery, istatyt per Kpnl
restrikcijos endonukle@s hidrolizs viet;, b vektorius G5-Tc/Smal, turintis G%riC
fragmeny ir tetA gery, istatyt per Smal restrikcijos endonukleazhidrolizs vie.
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3.8 pav. aVektorius G5-Tc/Kpnl, turintis GBriC fragmeny ir tetA gery, istatyt per Kpnl

restrikcijos endonukle@s hidrolizs viet; b vektorius G5-Tc/Smal, turintis G%riC
fragmeny ir tetA gery, istatyt per Smal restrikcijos endonukleazhidrolizs vie.
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€] aaaaaatttcattagatatattttatattttattttttattattaaccatgagaattgttgataaat ct
Go* aaaaaatttcattagatatattttatattttattttttattattaaccatgagaattgttgataaat ct

G gt ggat aat t ct aaaaaaatt ct ggatttat aagagt acatt aaaatatttatattttaatgtaaatat
Gb* gtggataattctaaaaaaattctggatttataadgftacattaaaatatttatattttaatgtaaatat

€] tatattttaatgtaaatctattatatcactttttcacaaaaacgtgtattatatataaggagttttgta
Gb* tatattttaatgtaaatctattatatcactttttcacaaaaacgtgtattatatataaggagttttgta

G aattatttaactatattactatgtaatatagttattatatcaaaacaaact aaaacagt agagcaacct
Go* aattatttaactatattactatgtaatatagttattatatcaaaacaaact aaaacagtagagcaacct

€3 tt aaaaatt aact anaaact aaat ataaatttgttt atagacgaaagtttttctattaatatccccaca
Go* tt aaaaatt aact anaaact aaat ataaatttgttt atagacgaaagtttttctatt aaat atccccaa

(€3] ttaact ct at caaaacccct at act aaaaaaaaaacacacact ct gaat acat aactt gt at gt aaagt
Go* ttaact ct at caaaacccct at act aaaaaaaaaacacacact ct gaat acat aactt gt at gt aaagt

€3] ttgagt gaagtt aaat cgctttaatatt gt aacaatattgtttgtaaaaatatttatttaatat gaaaa
Gb* ttgagtgaagttaaatcgctttaatattgtaacaatattgtttgtaaaaatatttatttaatatgaaaa

€3] aaat attgtaacaatattgtttgtaaaaatatttatttaatatgaaaaaaatattgtgatttttatcgg
Go* aaat attgtaacaatattgtttgtaaaaatatttatttaatatgaaaaaaatattgtgatttttatcgg

€] aaatattgtgatttttatcggaaatattgtgattttctaattcaggccaattaaaaat at caaaact aa
Go* aaatattgtgatttttatcggaaatattgtgattttctaattcaggccaatt aaaaat at caaaact aa

(€3] ttacttaaat aaa
Go* ttacttaaat aaa

3.9 pav. IS M. gallinarum klonuoto G5 oriC srities fragmento ir pG5-Tc/Kpnl
vektoriuje esafio G5 oriC srities fragmento DNR sek palyginimas. Pateiktos
komplementarios sekos, kad atitikiragment; orientacij vektoriuose. Mutacija pazyta
rémeliu, chromosominisriC fragmentas — G5, vektoriuje esariisC fragmentas — G5%
DnaA ctzutes — pilka spalva.

3.3.M. gallinarum transformacija
Duomen, kad kas nors jau by bands transformuotiM. gallinarum, réra. IS

bandymy, atlikty su kitomis mikoplazm raSimis, Zzinoma, kad vienoms efektyvésyra
elektroporacija, o kitoms — chengitransformacija (Minion ir Kapke, 1998). Buvo nidéa
iSbandyti abu metodus ir pasirinkti efektyveshbiem atvejais naudotas vienodas vektoriaus
DNR kiekis ~ 100 ng ir transformuota trimis vektas:. pG3-Tc/Kpnl, pG5-Tc/Kpnl ir pG6-
Tc/Kpnl. Po transformacijos tiek vienu, tiek kituveju lastebs buvo dvi valandas
gaivinamos skystoje augimo téjp be tetraciklino, o po to i§gmos ant agarizuotos teg

su 3ug/ml tetraciklino. Chemiéitransformacija buvo atliekama naudojant PEG té$diiros

Zzinoma, kad skirtingoms mikoplaznmaSims reikalinga skirtinga Sio junginio koncentragij
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kuri turéty buti 40-70% ribose kambario tempenatje (Minion ir Kapke, 1998). Tad
buvo pabandyta transformuoti naudojant 40%, 5090% PEG.

Mazas mikoplazm kolonijas galima pasteéb tik mikroskopu. Po transformagijtarp
nuo antibiotiko Zuvusi lasteliy nuolauf émé augti taisyklingos apvaliosékmingai
transformuat lasteliy kolonijos sujaugimo zona centre (3.10 pav.). Elektroporacijegjat
transformani kolonijos pasirod po septyni pam, o chemigs transformacijos atveju — po
keturiolikos pan. Transformacijos efektyvumas elektroporuojant buv® x 10’
transformant/KFV/pg plazmidies DNR, o transformuojant cheminiuadu skygsi
priklausomai nuo PEG koncentracijos. Geriausiasltaas pasiektas naudojant maziausi
40 %, PEG koncentragij— 2 x 10" transformant/KFV/ug plazmidirss DNR. Prastesnis
efektyvumas gautas naudojant 50 % PEG — 5% ttAnsformany/KFV/ug plazmidirts
DNR. O bsteles paveikus 70 % PEG, transformambuvo visai.

Visais atvejais buvo naudojamos dvi kontsol Teigiamai kontrolei netransformuotos
M. gallinarum lasteks buvo iSgjamos ant tergs be tetraciklino. Neigiamai kontrolei
netransformuotos asteks buvo iSglamos ant tergs su tetraciklinu. Transformuojant
cheminiu lidu su 70 % PEG teigiamos kont®lasteks neuzaugo, tad galima teigti, kad yra
jautrios tokiai didelei PEG koncentracijai. Neigi@snkontroés lasteks neuzaugo nei vienu
atveju. Tai patvirtina, kad transformarkolonijos ant tetraciklino susidane &l mutaciy,
kuriy daznis laty panasus ir kontroligse hstekse, o dl sckmingo vektoriaugvedimo. Cél
geresnio efektyvumo ir didesnio augimo @i kituose eksperimentuose nutarkd.

gallinarum transformuoti elektroporacijosiu.

3.10 pav.a Intaktines M. gallinarum lasteliy kolonijos; b ZuvusiosM. gallinarum lasteks.
Nuotraukos darytobBlikon ECLIPSE TE 2000-U mikroskopu.
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D¢l mazo transformacijos efektyvumo mikoplazmaslesna transformuoti dideliu
plazmidiress DNR kiekiu — 3-10ug DNR (Minion ir Kapke, 1998). Siekdami atrasti
optimaly vektoriaus DNR kiek kad transformacijos iSeigaitn kuo didess, iSbandme tris
plazmidirtss DNR koncentracijas — 30 ng, 300 ng iru8. Transformavome visus SeSis
vektorius elektroporacijostu. PrieSingai nei tikasi, didesnis DNR kiekis nepadidino
elektroporacijos efektyvumo. Elektroporuojamsteles su 30 ng ir 300 ng DNR gautas
panasus transformantkiekis, kaip ir ankstesse transformacijose su 100 ng DNR,
atitinkamai, 6 x 10  transformanyKFV/pg plazmidiks DNR ir 5x 10
transformant/KFV/pg plazmidirts DNR. Naudojant 3ig vektoriaus DNR transformacijos
efektyvumas krito iki 1 x 1&transformanty/KFV/pg plazmidires DNR.

Atliekant eksperimentus efektyvesniam transforneacijudui ir optimaliam DNR
kiekiui nustatyti buvo panaudoti visi SeSi vektarau visais iSy pavyko gauti transformant
kolonijy, iSskyrus pG5-Tc/Kpnl. Vis penkiy funkcionaly vektoriy transformacijos
efektyvumas vienodomisalygomis buvo panasSus. Vienintelio neveiklaus pGB<paol
vektoriausoriC srityje dar prieS pradedant transformacijos ekspartus buvo nustatyta
mutacija (3.9 pav.). Tai, kad jo transformacija bineskminga, liudija, jog mutacija, nors

ivykusi ir ne DnaA dzutje, trukdo vektoriaus replikacijai.

3.4. M. gallinarum transformanty kultivavimas
Nust&ius slygas, kuriomis M. gallinarum transformacija vyksta pakankamai

efektyviai, reikkjo jrodyti, kad gyvybingos akteks tikrai yra transformuotos. Neigiama
kontrok tik netiesiogiai patvirtina, kad atsparumas teklawi atsirado ne d mutacip.
Tiesiogiai ¢kminga transformacy buty galimairodyti tik aptikus vektor transformuotose
lastekse. Tam buvo nutarta naudoti DNR-DNR hibridizacio metodo privalumas tas, kad
kartu ity nustatytas ir vektoriaus stabilumas. Kaip jaudta@ranksiau, chromosomigioriC
sritj turintys vektoriai yra link homologireés rekombinacijosiu integruotis chromosonr.
Toks ju nestabilumas yra nepageidaujama saykbria stengiamasi sumazinti naudojant kuo
trumpesg oriC srit.

DNR-DNR hibridizacijai atlikti buvo nutarta dar kartransformuotiM. gallinarum
dviem oriC srities ilgiu besiskiriafiais vektoriais, pG3-Tc/Kpnl ir pG6-Tc/Kpnl. IS

uzaugusi po transformacijos kolonjj atsitiktinai buvo pasirinktos 27 pG3-Tc/Kpnl
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vektoriumi transformuotos kolonijos bei 22 pG6-Tp{ vektoriumi transformuotos
kolonijos ir perstosi 1 ml skystos augimo te¢p su antibiotiku. Po savasg transformantai
buvo persti i 1 ml SvieZios augimo teép perkelianti ja 100 ul senosios. Kartu buvo
patikrintas ir kultivuojam lasteliy gyvybingumas pagant kilpele i$ skystos augimo teésp
ant agarizuotos ir po kelipan; mikroskopu stebint, ar susiformavo kolonijos. Keloniju
buvo nematyti penkis pefignus i$ eibs, transformantas daugiau nebuvo gargjamas.
Tokia procedra kartota iki 20 peggimo (3.1 lentet).

3.1 lentek. Transformani, gaut; po elektroporacijos pG3-Tc/Kpnl ir pG6-Tc/Kpnl
vektoriais, kultivavimo rezultatai iki 20 pe&jsno.

Trans-
forman-
tas
G3-1

G3-2
G3-3
G3-4
G3-5
G3-6
G3-7
G3-8
G3-9
G3-10
G3-11
G3-12
G3-13
G3-14
G3-15
G3-16
G3-17
G3-18
G3-19

Persjimas (,+“— augo, ,-“ — neaugo, X" — nebesta)
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X
X X X X X X
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3.1. lentetds ksinys.
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Kaip matyti i 3.1 lenték, didet dalis transformamt net 13 iS 49, neatsigavo pérg
skyst auginimo terp nuo EksSteks. IS 3, kurie pradzioje skystoje tetje augo, didzioji dalis
nustodavo daugintiséliau, ir deSimg pergjima buvo like tik 7 augantys transformantai. Iki
paskutinio, dvideSimtojo, pefgmo gyvybingumo neprarado viso labo 3 transformant
kultiros.Idomu tai, kad transformanpkultarai nustojus augti, jeitmlavo tsiami pergjimai,
daznai ji ¢l atsigaudavo. Pavyzdziui, taip nutiko G3-1 transfantui, kuris nerod jokiy
gyvybingumo Zenki iki penkto pergimo, o \&liau jo augimas iSsilaikiki pat galo. Atidziau
isiziaréjus i iS pirmo 2vilgsnio ant agaro neaugars transformantus kartais buvo pastebimos
labai smulkios, netipis, bejaugimoi terp kolonijos. Tai suklé jtarimy, kad gallnt
praradusiose augarkultarosejvyko vektoriaus homologinrekombinacijai chromosomig
oriC sritj, tocl buvo sutrikdyta DNR replikacija ir smarkiai stdjo augimas. Si hipotez
palaile ir faktas, kad kartais po kelipergjimy kultaros atsigaudavo ir kolonijogyydavo
iprast morfologija. Taip atsitikt;, jei vektorius ¥l tapty laisvas ir nebetrikdyt lasteliy
dauginimosi. Tiktasi, kad Siuogtarimus patvirtins arba iSsklaidys DNR-DNR hibrigiza,
kuri turéty parodyti vektoriaus pati.

3.5. Vektoriaus nustatymasM. gallinarum transformantuose
DNR-DNR hibridizacijai atlikti reikalingas dideli®NR kiekis — bent 21g. Tiek DNR

néra paprasta isskirti iS mikoplazgntikriausiai @&l su membrana susijushukleazi, buvimo.
Pakankamam DNR kiekiui gauti transformaikiultiros buvo pergamosi 200 ml skystos
augimo terps ir auginamos, kol susiformuoja pakankamas biém&sekis, t.y. mazdaug
savait. Tokie persjimai buvo atlikti po pirmo, penkto, deSimto, peaolikto ir dvideSimto
pergjimy iS tuo metu augusitransformant kultiry. DNR buvo skiriama ,Qiagen” rinkiniu
,Qiamp DNA Stool Kit* pagal gamintojo rekomendadaijaik sumazinant eliucijositi, kad
buty gauta kuo koncentruotesBNR. Tokiu lidu pavykdavo iSskirti 1,5-bg DNR.
Transformant ir netransformuoto$. gallinarum genomig DNR bei pG3-Tc/Kpnl ir
pG6-Tc/Kpnl vektoriai buvo hidrolizuojami EcoRI ta&cijos endonukleaze ir iSskirstomi
0,8 % agaros gelyje elektrofores metu (3.11 pav.). Tada DNR fragmentai buvo
perkeliami ant nailoni&s membranos ir hibridizuojami su zondu. Zondasi-P@R metu

padaugintas 739 bagipon ilgio atsparumo tetraciklinui geno fragmentas. &agi
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atsparumo tetraciklinui genas yra tik vektoriujagal tai, su kokio dydzio fragmentu jungsis

zondas, tiktasi pamatyti, ar vektorius yra laisvas, ar intggsés| genom.

M‘ 1 2 3 4 5 6 K+ K- M

' e I
b bl
e
S v Fase o
&

- -
5
PR

3.11 pav. Genomigs DNR, hidrolizuotos EcoRI restrikcijos endonukieaz
elektroforezs nuotrauka. M zZymimas molekulinimasiy Zymuo, fragment dydis nuo
virSaus (bp): 21226, 5148, 4973, 3530, 2027. 1{@litzsose — transformamtgenomirn
DNR; K+ — pG6-Tc/Kpnl vektorius; K- — netransforntasM. gallinarum genomirg DNR.

Visy pirma hibridizacija atlikta naudojant ,Fermentahkinius ,Biotin Decalabel
DNA Labeling Kit* bei ,Biotin Chromogenic DetectioKit“. Sioje hibridizacijos sistemoje
zondas zymimas biotinu, @hau prie biotino jungiamas streptavidinas, priei&wpritvirtinta
Sarmire fosfataz. Zondo jungimosi su homologiSka taikinio DNR seki&ta matoma
Sarminei fosfatazei suskaidzius chromogesinbstrat. Hibridizacijai buvo naudojama po 2
ug genomigs DNR ir 20 ng vektoriaus DNR. Deja, po chromogésinletekcijos buvo
matyti tik plazmi@ (3.12 pav.). Hibridizacija tokiomis p@mis slygomis, tik su Kity
transformani genomine DNR, buvo pakartota dar du kartus. Ratailbuvo tokie patys —
zondas junési tik su kontrolei naudojamu vektoriumi. Siuosesgérimentuose buvo
naudojama DNR, iSskirta i G3-2, G3-3, G3-10, G3-123-13, G3-22 ir G6-20
transformani po penkto pekgimo. Tai, kad zondo hibridizacija su vektoriumikoy rodo,
kad zondas yra tinkamas vektoriui nustatyti. Taezastis, koédl nebuvo matyti juost ties
genomine transformamt DNR, gatjo bati nepakankamas chromogeésn reakcijos

jautrumas.
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3.12 pav. DNR-DNR hibridizacijos sutetA gery atpazstarfiu zondu membranos
nuotrauka po chromogerésm detekcijos. M zymimas molekulinimasiy Zzymuo, fragment
dydis nuo virSaus (bp): 21226, 5148, 4973, 353@720904, 1584, 1375, 947, 831, 564,
125. 1-6 takeliuose — transformanmgenomii DNR; K+ — pG6-Tc/Kpnl vektorius; K- —
netransformuotoM. gallinarum genomii DNR.

Nutarta kitus DNR-DNR hibridizacijos eksperimentatikti su tokia hibridizacijos
sistema, kurioje detekcija vyktne @&l chromogenigs, o @l chemiliuminescencis
reakcijos. Pasirinktas ,Roche” rinkinys ,DIG Highrille DNA Labeling and Detection
Starter Kit 1I*. Sioje hibridizacijos sistemoje zdes Zymimas digoksigeninu, Kuvéliau
atpazsta atitinkamas antikas su prijungta Sarmine fosfataze. Kai Sis ferasent
defosforilina substrat ivyksta Sviesos emisija, kuri uzfiksuojama fotopoipie. Pirmiausia
hibridizacijai naudota po gg genomigs DNR ir 20 ng vektoriaus DNR,dau gauti tokie
patys rezultatai, kaip ir chromogeaidetekcijos metu (3.13 pav.). Tada gen@niBNR
kiekis padidintas dvigubai — iki 4g. Vis tiek po hibridizacijos buvo matyti tik vektos.
Siuose eksperimentuose buvo naudojama DNR, i5Ski®8-1, G3-2, G3-3, G3-22, G6-13
ir G6-19 transformantpo deSimto peggmo.

Tam, kad galimaiity iSsiaiSkinti, ar problema yra per mazas naudajaibridizacijos
sistemy jautrumas, ar kita, pavyzdziui, laisvo vektorigararadimas DNR gryninimo metu,
nutarta atlikti hibridizacy su tuo paiu ,Roche” ,DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit II* rinkiniu, tik naudotoriC sriciai homologiSls zondy. Jis tuéty
jungtis prie vig M. gallinarum genomigs DNR pavyzdij, nes net ir netransformuotos
lasteks turi oriC sriti chromosomoje. Zondas gautas PGR metu padauginumiG3rities
fragmend ir ji pazyntjus digoksigeninu. ¥ buvo naudojama po Rg transformant ir

netransformuoto$/. gallinarum genomirgs DNR bei 20 ng vektoriaus DNR. Gauti tokie
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patys rezultatai kaip ir naudojant prie tetracikliatsparumo geno besijungigabnd — ant
fotopopieriaus matyti tik vektorius (3.14 pav.).iTaatvirtino, kad hibridizacijos sistam
jautrumas yra per maZas naudojamam DNR kiekiui.o&iu eksperimentuose buvo

naudojama DNR, iSskirta i G3-1, G3-3 ir G3-22 sfanmant, po penkiolikto pergimo.

3.13 pav.DNR-DNR hibridizacijos suetA gery atpazstartiu zondu fotopopieriaus
nuotrauka po chemiliuminescenésn detekcijos. M Zymimas molekulinimasiy Zymuo,
fragmenty dydis nuo virSaus (bp): 21226, 5148, 4973, 3583272 1904, 1584, 1375, 947,
831, 564, 125. 1-6 takeliuose — transformaggnomit DNR; K+ — pG6-Tc/Kpnl vektorius;
K- — netransformuoto!. gallinarum genomirg DNR.

3.14 pav.DNR-DNR hibridizacijos swriC sriti atpazstartiu zondu fotopopieriaus
nuotrauka po chemiliuminescenésn detekcijos. M Zymimas molekulinimasiy Zymuo,
fragmenty dydis nuo virSaus (bp): 21226, 5148, 4973, 353272 1904, 1584, 1375, 947,
831, 564, 125. 1-8 takeliuose — transformaggnomit DNR; K+ — pG6-Tc/Kpnl vektorius;
G — netransformuotadd. gallinarum genomig DNR.
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Pristigus jautrumo vektoriui aptikti DNR-DNR hibi&hcijos hidu, reikejo rasti kit
metody stkmingai transformacijai patvirtinti. Nutarta pasimti pradmenimis, skirtais
zondui, besijungiatiam sutetA genu, padauginti. Jei DNR, iSskirtoje iS transfanm, yra
vektorius, PGR metu bus gautas 739 pgmn produktas. Sio metodoikumas tas, kad
negalima nustatyti, ar vektorius yra laisvas, &egnaesis. Reikiamo dydzio PGR produktas
buvo gautas su visais ,Qiamp DNA Stool Kit* rinkiniiSskirtais transformant DNR

pavyzdziais (3.15 pav.).

3.15 pav. PGR produki su pradmenimistetA geno fragmentui elektroforéz
nuotrauka. M — Zymuo, molekuimmag (bp) nuo apé&os: 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200, 1500, 2000, 2500, 38800, 4000, 5000, 6000, 8000 ir 10000.
K — teigiama kontr@, PGR produktas nuo p34S-Tc plazasd1-9 — PGR produktas nuo
transformani genomirgs DNR.

PGR metodu patvirtinta, kad transformacija bugknsinga, t&iau nieko nesuzinota
apie vektoriaus pati lastekje. Kaip jau migta anksiau, IS transformant kultivavimo
duomem pastebta, kad kartais kultivuojamos kitbs augimo greitis smarkiai sunég ir
pasiketia lasteliy morfologija — jos tampa smulkios ir nehegai terpe. Buvo kilusi
hipotez, kad Siuos polgdius sukelia homologiin vektoriaus rekombinacijaoriC sriti. Be
DNR-DNR hibridizacijos tiesioginio patvirtinimo gaunepavyks, t&iau nutarta padidinti
homologires rekombinacijos tikimybir steleti, ar padaués ir netipire morfologija turinciuy
transformani. IS kity darhy su oriC plazmictmis zinoma, kad tegpe nesant antibiotiko
plazmicts yra prarandamos (Cordova ir kt., 2002). Tad podiormacijos be antibiotiko
kultivuotas 4steles iS§us ant terps su antibiotiku, dalis transformantus, nes bus prarad
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atsparum suteikiatius vektorius, o tarp uzaugusiasteliy bus didesé dalis turi€iy i
genoma integruog vektoriy.

Siam tyrimui M. gallinarum buvo dar ka# transformuota pG3-Tc/Kpnl ir pG6-
Tc/Kpnl vektoriais, o po transformacijogsteks buvo 4 paras gaivinamos t&ep be
tetraciklino. Po is§imo i I¢kSteles su tetraciklinu kolonijoame augti tik po 14 parir ju
buvo maZiau — 2 x 10transformany/KFV/pg plazmidires DNR. 20 kolonij buvo persta i
1 ml skystos augimo teép su tetraciklinu. Po savédt kilpele pagus iS skystos ant
agarizuotos augimo tetp, visi pavyzdziai suformavo netipines smulkiasokibs (3.16

pav.). Tai ¢sési dar kelis peggimus, o \éliau kolonijy augimas iSnyko.

3.16 pav. a [prastos M. gallinarum kolonijos; b pakitusios morfologijosM.
gallinarum kolonijos. Nuotraukos darytos invertuotu mikrosd@pympus I X 71/ 1X 81.

Iprast; koloniju skersmuo yra ~420m, o pakitusios morfologijos — ~3&n. T&iau
kolonijos yra ne tik beveik 20 kartmaZeshs, bet ir auga dvigubakdiau. Tai gatty
paaiskinti, kodl po keliy pergjimu koloniju augimas iSnyko. Gaiib per savai 1 ml augimo
terpés nespjo susiformuoti pakankamai biomiss kad per&us 100 ul terpés joje likiy
pakankamaidsteliy tokiam p&iam augimui. Taip po trupukoloniju mazjo, kol nebeliko
visai.

Sie rezultatai netiesiogiai patvirtina, kad &éjks augimas ir pakitusiasteliy

morfologija yra homologiés vektoriaus rekombinacijaoriC sriti pozymis.
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4. REZULTAT U APTARIMAS

Buvo sukurti funkcionuojantys vektoridil. gallinarum, turintys Sios bakterijosriC
srities fragmentus. Iki Siol panasoriC vektoriai buvo sukonstruofiroplasma citri, M.
mycoides, M. capricolum, M. agalactiae, M. pulmonis, M. imitans bei M. gallisepticum
mikoplazmoms (Lartigue ir kt., 2003; Cordova ir, R002; Chopra-Dewasthaly ir kt., 2005;
Lee ir kt., 2008). KlonuojantoriC sriti i5 M. gallinarum genomo buvo pasinaudota
filogenetiskai artimodM. gallisepticum pradmenimioriC srities fragmentams klonuoti (Lee
ir kt., 2008). Palyginus ilgiausio klonuoto fragmersek su atitinkamaM. gallisepticum
seka, nustatytas net 99% panasSumas. Be to, sutBpaA dcZWwiy iSsidestymo vietos. Vig
ankgiau tirty Pneumoniae filogenetinei grupei priklausanmikoplazmy — M. pneumoniae,

M. imitans ir M. gallisepticum — oriC sriciy sandara tarpusavyje skgr kur kas labiau:
nesutapo DnaA&wiy skatius ir vieta beoriC sri¢iy ilgis (Lee ir kt., 2008).

IS Se&j sukonstruaf vektoriy, penki, pG3-Tc/Kpnl, pG3-Tc/Smal, pG5-Tc/Smal, pG6
Tc/Kpnl ir pG6-Tc/Smal, buvo funkciong ir replikavosi M. gallinarum lastekse.
Transformuojant juos cheminiu adu, transformacijos efektyvumas prikl@usnuo
naudojamos PEG koncentracijos. Su 40% PEG buvol®’xtransformanty/KFV/ug
plazmidinss DNR, o su 50% PEG — 5 xiGransformant/KFV/ug plazmidires DNR.
Paveikus 70% PEGadteks Zuvo. Tai ne pirmasis zinomas atvejis, kai PE& tpksiSkas
mikoplazmoms.M. pneumoniae lasteks taip pat prarasdavo gyvybingampaveiktos Siuo
junginiu (Hedreyda ir kt., 1993). Kituose darbuokariuose buvo tirtooriC plazmids
mikoplazmoms, chemés transformacijos efektyvumas buvo didesMs.pulmonis pavyko
transformuoti 3 x 18 transformany/KFV/ug plazmidirss DNR, M. mycoides — 1,1 x 10
transformant/KFV/pg plazmidies DNR, 0S citri — net 2 x 10 transformant/KFV/ug
plazmidires DNR (Lartigue ir kt., 2003; Cordova ir kt., 200Z)k vienos iS kel sukurty M.
capricolum oriC plazmidziy chemireés transformacijos efektyvumas sutapo su gautu Siame
darbe ir buvo 2 x 10 transformant/KFV/pg plazmidirss DNR (Janis ir kt., 2005). Tiesa,
visais mirttais atvejais buvo naudojamas 100 katidesnis DNR kiekis — ne 100 ng, o 10
1g.

Elektroporacijos efektyvumas buvo Siek tiek geresregu chemits transformacijos —
6 x 10’ transforman/KFV/pug plazmidiss DNR. Didinant vektoriaus DNR kigko dar

53



labiau pagerinti nepavyko. Su 300 ng vektoriaus DN@auta - 5 x 10
transformany/KFV/pg plazmidits DNR, o su 3pug — 1 x 1@ transformany/KFV/ug
plazmidiress DNR. Kadangi sumazinus vektoriaus DNR kiéld 30 ng elektroporacijos
efektyvumas iSliko toks pats kaip ir naudojant 1ff) kituose eksperimentuose naudota
maziau DNR. Elektroporacija buvo pasitelkta ir sfmmmuojant filogenetiSkai artimM.
gallisepticum. Tame eksperimente naudotas didelis DNR kiekis, A taiau
transformacijos efektyvumas buvo toks pats — 6 % ttfnsformany/KFV/ug plazmidirts
DNR (Lee ir kt., 2008). Tuo gas budu transformuojanM. agalactiae gauta dar maziau
transformant — tik 2 x 10’ transformany/KFV/ug plazmidirtss DNR. Pastaruoju atveju
buvo naudoti 3ig vektoriaus DNR (Chopra-Dewasthaly ir kt., 2005).

Tarp penki M. gallinarum besireplikavusi vektoriy skirtumy nepasteéta, nepaisant
to, kad jie skyksi oriC fragmento ilgiu irtetA geno paédtimi oriC fragmento atzvilgiu. Su
visais gautas panaSus transformacijos efektyvumags ivienodai skirdavosi pakeitus
transformacijos metadar vektoriaus kiek Tokie patys rezultatai gauti ir 8. gallisepticum
oriC plazmicemis (Lee ir kt., 2008). Vienintelis nefunkciorgvvektorius — pG5-Tc/Kpnl.
Dar prieS transformaaijbuvo pastelta, kadoriC srityje jis turi mutacig. AT turtingame
regione, iS karto uz antros Dnadzdites, timino-adenino parpakeit citozino-guanino pora.
Kadangi su Siuo vektoriumi negauta nei vieno tramefnto, galima teigti, kad timino-
adenino pora toje vietoje yra svarbi vektoriaudikeypijai.

Sékminga vektony transformacija buvo patvirtinta PGRidu amplifikavus atsparumo
tetraciklinui genotetA fragmeng i$ transformant DNR. Siuo metodu buvo patikrinti
atsitiktinai atrinkti transformantai po antro, pémk deSimto, penkiolikto ir dvideSimto
pergjimo. Deja, vektoriaus patles hstekje DNR-DNR hibridizacijos metodu nustatyti
nepavyko. Sprendziant iS to, kad naudo@m€ zond hibridizacijos taip pat nebuvo matyti,
naudotas DNR kiekis buvo per mazdslomu tai, kad visuose kituose darbuose su
mikoplazmy oriC plazmicemis DNR-DNR hibridizacija pavyko. Tais atvejais, kainimas
naudotos DNR kiekis, jis yra 1,548 genomiis DNR, o Siame darbe buvo naudojama
dvigubai daugiau — 4g DNR (Janis ir kt., 2005; Cordova ir kt., 2002)arDabiau padidinti
kiekio nebuvamanoma dl itin mazos DNR gryninimo iSeigos.

Kultivuojant M. gallinarum transformantus skystoje tejp pastebta, kad jie vienas po

kito nustoja augti. §siant pergjimus, kai kurios kuliros &l atsigauna, t@au dauguma —
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nebe. Iki dvideSimto pe¢gmo liko tik trys transformant kultiros, visos transformuotos G3
oriC srities fragment turinciu vektoriumi. ISgti ant agarizuotos teés nustog augti
transformantai formavo netipines smulkias kolonij& jaugimo zonos. Kai po
elektroporacijos transformuotossteks keturias paras buvo kultivuojamos skystoje augimo
terpeje be tetraciklino, visi &iau iS jy atrinkti transformantai buvo tokios fias netipires
morfologijos. Tokie rezultatai netiesiogiai liudijgkad sutéjus; auginy bei pakitusi
morfologija 1émé vektoriaus integracija oriC sriti, nes kultivuojantdsteles be antibiotiko
buvo atrinktosdsteks sujvykusia homologine rekombinacija it favyles atitiko nustojusi
augti kultivuojany lasteliy. Taip pat transformantai suykusia homologine rekombinacija
buvo atrinkti ir M. pulmonis, tik tuo atveju vektorius buvo naudotas inaktyvuaeénam is
geny, tad integravosi kita genomo vief ir jokios jtakos augimui netéjo (Cordova ir kt.,
2002).

Anksciau sukurti oriC vektoriai buvo panaudoti arba genams inaktyvuatiba
ekspresuoti (Lee ir kt., 2008; Janis ir kt., 200&stigue ir kt., 2002; Cordova ir kt., 2002).
Siame darbe sukonstruotriC vektoriai gatty biti naudojami panasiems tyrimanid.
gallinarum lastekse. Tiesa, genraiskai tirti reilkéty kuo stabilesnio vektoriaus. diau gem
inaktyvavimo tyrimuose integracijeoriC sriti netuétu vykti, nes vektorius integrugsi i ta
vieta chromosomoje, kurioje yra inaktyvuojamas genad. yipa¢ didelio oriC srities sel
panasumo sWM. gallisepticum, sukurti vektoriai greiausiai replikuotisi ir pastarosios

bakterijos 4stekse.
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ISVADOS

. M. gallinarum lastekse replikavosi penki vektoriai: pG3-Tc/Kpnl, pG3/f$mal,
pG5-Tc/Smal, pG6-Tc/Kpnl ir pG6-Tc/Smal.

. Nustatyta daliesM. gallinarum oriC srities nukleotid seka, labai panasi M.
gallispeticumoriC nukleotid; sek.

. Panaudojus chemis transformacijos ir elektroporacijos metodus pirrkaria
transformuotavl. gallinarum.

. DNR-DNR hibridizacija nebuvo pakankamai jautrus odeis vektoriaus padai

lastekje nustatyti.
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OriC vektoriy kuarimas Mycoplasma gallinarum

Santrauka

Mikoplazmy tyrimus apsunkina genetinirankiy traikumas. Ne iSimtis iMycoplasma
gallinarum — play Seimininky rak turinti silpno patogeniskumo bakterija. Siame @arb
aprasomas pirgju M. gallinarum skirty vektoriy, i kuriy suckti jeina chromosomin
replikacijos pradzios sritis ofiC), karimas. Be to, Sio tyrimo metu pigm karty
pademonstruotaékminga Sios mikoplazm raSies transformacija. 1S SeSsukonstruat
vektoriy penki replikavosiM. gallinarum lastekse, o SeStasis nebuvo funkcionalis AT
turtingoje srityje pasroviui nuo antrosios DnaAzdies atsiradusios mutacijos. Kai kurie
vektoriai, kultivuojant transformantus vitro, integravosii chromosora. Homologires
rekombinacijos daznis dar labiau pagidpo transformacijos ikglaika gaivinant steles
augimo terpje be antibiotiko. SukurtoriC vektoriai gatty bati naudojami genetiniami.
gallinarum tyrimams, yp& genams inaktyvuoti ir ekspresuoti, bei suteilhugiau zini apie

molekulines Sios bakterijos savybes.
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Development oforiC vectors for Mycoplasma gallinarum

Summary

Genetic studies of mycoplasmas are limited by #uok bf a replicable vector system.
Mycoplasma gallinarum, an opportunistic pathogen having a wide ranghosts, is not the
exception. This study describes the identificatol cloning of théVl. gallinarum origin of
replication 6riC) in order to construct the first vectors for tlsisecies. Additionally, this
report provides the first evidence of the successinsformation oM. gallinarum. Five out
of six developed vectors have been functional. fidpication of the sixth vector has not
been supported due to the mutation in the AT regian downstream the second DnaA box.
During in vitro passages, some vectors have been integratechetthtomosome. The rate
of chromosomal integration has been even furthereased by the lack of antimicrobial
selection pressure during cultivation. Hence dgvatimriC plasmids are useful for genetic
studies, including inactivation or expression désted genes, M. gallinarum, and lead to

a better understanding of its molecular biology.
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