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1.UVOD
LAll the world is a phage” (Hendrix i sur. 1998)

Virusi (lat. virus-otrov) su najmanji i najjedriasniji mikroorganzimi,
obligatni su paraziti Sto ztiada ne mogu Zivjeti bez doriaske stanice. Otkrio ih je 1892.
godine Dmitrij Josifowt Ivanovski. Ubrajaju se u Zive organzime jer pogjechukleinsku
kiselinu, bilo DNA ili RNA, dvolaganu (dl) ili jednolaganu (jl). No virusi nisu samo
asocijacija nukleinske kiseline i proteina — njiacsposobnost da koriste stanimehanizam
za slozene procese potrebne za njihovu reprodudkgzuje na visoki stupanj specijalizacije.
Prema dom@nu kojeg zaposjedaju dijelimo ih na bakterijskdjnk i Zivotinjske viruse.
Bakterijski virusi su bakteriofagi ili skéano fagi (Tamarin, 1999).

Bakteriofage su neovisno jedan o drugome 1915.ilatkk znanstvenikaFélix
d'Herelle i i Frederick William Twort , britanski bakteriolog.

»The next morning, on opening the incubator, | exgeced one of those moments of

intense emotion which reward the research workeafiohis pains: at the first glance

| saw that the culture which the night before haevery turbid, was perfectly clear:

all the bacteria had vanished, they had dissolvwedyalike sugar in water. As for the

agar spread, it was devoid of all growth and whatuged my emotion was that in a

flash | had understood: what caused my clear sp@is in fact an invisible microbe, a

filtrable virus, but a virus which is parasitic dvacteria.“ (Dr. Felix d'Herelle,The

bacteriophage1949.)
Otkrice bakteriofaga omogiio je brzi razvoj virologije zbog nekoliko razloghakterije se
vrlo lako uzgajaju, i postoji niz metoda koje su agile prowavanje bakteriofaga u
bakterijama, a koje nisu postojale za animalnkiliine viruse.

Bakteriofagi su vrlo raSirena skupina virusa i magupodijeliti na temelju razitih
osobina. Najzn&nija je podijela na VIRULENTNE | TEMPERIRANE FAGRE/irulentni
fagi uvijek idu samo u litki ciklus, dakle uvijek dolazi do lize bakterijsk&tanice, a
temperirani fagi imaju mogmost odabira: oni mogwii u lizogeno stanje, u kojem se
ugraiuju u genom dontna i njhove funkcije su utiSane, te se kao talazivaju profagi. No
prilikom induktivhog signala oni mogu prdeu liti ¢ki ciklus i lizirati bakteriju. Grdeni su od
3 dijela: glave, vrata i repa (Slika 1). Glava jeotpinski omota& (kapsida) koja sadrzi
nasljednu uputu virusa (k@xe je to DNA, iako se moze éia RNA, ali rjede). Vrat sadrzi

kontraktilne filamente koji sudjeluju u ubacivanjuusne nukleinske kiseline u bakterijsku
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stanicu. Na repu se nalazi bazalnacaldsadrzi proteine za prepoznavanje) sa “nozicama

koje sluze za pEvr&ivanje virusa za stanicu dofaa.

Sheath ————

Tail
fiber _

Slika 1. Struktura bakteriofaga

(Preuzeto iz: www.library.thinkquest.org)

Bakteriofagi su obligatni paraziti. Izvan stanicentina, oni su inertne molekule.
Kada njihov genetki materijal tj. njihova nukleinska kiselinaie u stanicu, ona preuzima
sve metabodke funkcije i podrduje ih stvaranju, tj. sintezi svojih idetnih kopija kojece
biti u moguwnosti ponovno napasti i inficirati drugu stanicuakén ubacivanja virusne
nukleinske kiseline (DNA ili RNA) u bakterijsku stigu, dolazi do razgradnje bakterijskog
kromosoma i do umnazanja virusne nukleinske kisel8intetiziraju se sve gtavne jedinice
virusnih ¢estica (proteini za kapsidu, enzimi, nukleinskeskie, i dr.). Formiraju se gotove
virusne cestice i to 100 — 200 po jednoj bakterijskoj starstanica pod pritiskom i zbog
istroSenosti puca, tj. dolazi do lize bakterijskangce pa govorimo o litkom ciklusu
(Tamarin, 1999).

Bakteriofagi su vazni u genetici jer osim udkom, sudjeluju i u lizogenom ciklusu
(ugradnja genoma bakteriofaga u bakterijski gendrapsdukciji, rekombinaciji u virusa (test
komplementacije, morfologija plaka...). Bakteridfagkoder imaju ogroman utjecaj na
biologiju Zemlje, kao i na biogeokemiju, ekologijuevoluciju bakterijskih i arhealnih
domaina (Hendrix, 2003).
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2. EVOLUCIJA GENOMA BAKTERIOFAGA

Tijekom ranih dana molekularne biologije, fagi stenzivno protavani da bi se Sto
bolje okarakterizirali, ali i zbog toga Sto su vjEminostavni modelni organizmi. Danas smo
svjedoci renesanse faga: otvorena su vrataégr@nju interakcija izmd domaina i virusa.
Otkricem faga koji je krivac za toksiost kolere, bilo je vrlo jasno da fagi imaju Zaju
ulogu u evoluciji i virulenciji mnogih patogena. dmanje za fage dalje je raslo otlem da
su fagi ko-produkti bakterijskog genoma; nakon seloiranja bakterijskog genoma,
pronaieni su dijelovi koji odgovaraju genomu faga. Analiavih sekvenci otkrila je da fagi

utjecu na strukturu bakterijskog genoma (Brissow i 2004).
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Slika 2. Jedan od n#na prikaza rodoslovnog stabla bakteriofaga. Sgakiom faga obojen j@ojom
koja odgovara njegovoj klasifikaciji prema ICTV-mternational Committee on Taxonomy of Viruses).

(Preuzeto iz: http://phage.sdsu.edu/research)
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Mnoge uloge bakteriofaga ovise o energiji i biosiskim reakcijama dondmske
stanice. Ovaj obligatni gan zZivota mnoge je znanstvenike sptieda viruse svrstaju u zive
organizme. Méutim, razlika izmédu zivog i nezivog bioloSkog materijala viSe je a®
filozofije nego biologije. Biokemijski, virusi suastavljeni od istog genékog materijala kao
i njihove domainske stanice. Osim toga, fagi i bakterije su pawnezdugom povije&l
koevolucije. Ne zna se kada i kako su bakterijgkiisr evoluirali: da li su oni bili preci
bakterija i da li predstavljaju ostatke nekog pogsbblika zivota koji je izgubio kompeticiju
sa modernim oblicima stafmog Zivota , ili su se razvili iz gena doéeske stanice koji su se
odvajali od bakterijskog genoma bilijunima godimmbjegavsi iz statne kontrole da bi
vodili sebeni natin zivota (Brissow i sur. 2004).

Fagi nemaju nikakve fosilne ostatke niti posjedojalekularni sat. Da bi se otkrio
barem dio evolucije faga, danas je jedini alat sekiwranje DNA i usporedba sekvenci
izmedu postojéih faga. Do sada je sekvencirano oko 200 kompleg@homa faga, no taj
broj je vrlo malen u usporedbi sa brojem postibj&estica faga, kojih ima oko 19 &to ih
svrstava u brépno najvéi udio bioloSkog materijala na Zemlji. Tadker, ne postoji nikakav
op¢i model evolucije faga. PredloZeni su modeli vediile i horizontalne evolucije i
kombinacija oba modela, bas kao i kod filogenij&ktbedaja. Pokrivenost genoma faga je
ekstremno malena, dok je broj faga ekstremno vetiki se da je evolucija faga vrlo brza.
Prema tome, né€udi cinjenica da su fagi, koji su do sada analizirarokazivali veliku
varijabilnost.

Suglasno Modularnoj teoriji evolucije faga, koja genas ofeprinvaena, nema
smisla raspravljati o evolucijskoj proslosti cijglgenoma bakteriofaga. Na primjer, genom iz
lambdoidnog kolifaga se moze podijeliti u 11 moduimlje svaki predstavlja neovisnu
genettku funkcionalnu jedinicu (geni za glavu i rep, rdegrazu i ekscizionazu i &to).
Svaka funkcionalna jedinica se sastoji od nekoldtela (modula). Samo moduli imaju
evolucijsku proslost koja se moze pratiti. Konkogtmasljgene funkcije kao Sto su
formiranje glave ili repa mogle bi imati vertikalnevoluciju. Poredak modula na mapi
genoma faga je sasvim dobro konzervirangutien razlciti aleli modula mogu biti slobodno
poredani. Ovo daje genomu faga znatnu genomskyabtniost. Ipak joS nije razjaSnjeno
koliko mnogo razhkitih alela postoji za pojedini modul u lambdoidnikolifagima. No
usprkos svemu, genomika faga je uvelike potvrdita teoriju kao teoriju evolucije faga
(Brussow i sur. 2004).

Skupina znanstvenika provela je istrazivanje nadygklLactococcus lactikako bi

utvrdila razlike izmdu genoma virulentnih i temperiranih faga. LaktoKok#&agi dijele se u

5
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tri skupine: 2 grupe se sastoje od virulentnih faga3. se sastoji od temperiranih faga.
Prilikom istrazivanja dosli su do zakfka da postoji hipoteza koja moze objasniti razlike
intenzitetu genetke izmjene izméu virulentnih i temperiranih faga: naime virulenttestice
faga ne mogu dugo opstati u okoliSu pa zbog todewyp prezivljavanje ovisi 0 njihovom
kapacitetu da omode ceste i produktivne cikluse multiplikacije. Svi faigte skupine tako
imaju optimalno prilagéene genome prema onome Sto im je neophodno i sensuwrlo
slicni. Takaier, uvaienje nekog vanjskog gengtog materijala u genome virulentnih faga
definitivno bi bilo kontraproduktivno. Samo genijknose neku selektivnhu prednost, kao Sto
su geni koji proSiruju spektar dogiaa, su potrebni. U suprotnosti, temperirani fagigm
prezivjeti dugi period ugreni u bakterijski kromosom. Stoga mogu toleriratinp veu
fleksibilnost genoma i zato imaju viSe evolucijskimogiwenosti. Dakle, postoje 2 oblika
genetske evolucije, ovisno odmau Zivota faga: temperirani fagi evoluiraju hontalnom
izmjenom genetkog materijala, a destalost izmjene ovisi 0 neposrednoj taksonomskoj
blizini bakterijskog domé@na. Virulentni fagi née izmjenjivati DNA izvan svoje grupe; zbog
toga se smatra da upravo ova ogfanja izmjene gen&kog materijala ukazuju na optimalnu
genetsku organizaciju virulentnih faga, koji su médagodili na mnogo specijaliziraniji i
ekstremniji oblik parazitizma od temperiranih fa@hopin i sur. 2001). No kao Sto to tako
biva, uvijek je zanimljivije ono Sto nije objasSninpotpuno poznato: zato se ovdje @ésvn
na temperirane fage, sa fagarkao njihovim predstavnikom.

Danas je uvelike prindgno da fagi evoluiraju uglavhom putem izmjene madul
Ipak, genetski mehanizam (homologna ili nehomologglembinacija) koji upravlja ovim

procesom joS uvijek je stvar rasprave (Brissow.i2004).
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3. TEMPERIRANI BAKTERIOFAGI

Temperirani ili umjereni fagi mogu egzistirati tidkom i/ili u lizogenom ciklusu
(Slika 3). Kada su u lizogenom ciklusu fagi uipp svoj genetiki materijal u genom
doma&ina, i takav oblik faga se naziva profag. Profagds§je pasivno replicira kao dio
bakterijskog kromosoma, te se prilikom dijeljenjaenqosi zajedno s bakterijskim
kromosomom na stanicecdri. Bakterija koja nosi profag otporna je na svakaljnju
infekciju i nazivamo je lizogenom bakterijom (Tanmar1999). U ovakvom dormantnom
stanju profagi mogu biti dulje vrijeme, sve dok d@ie do indukcije - npr. UV svjetlom, te
dode do ekscizije virusnog genoma iz genoma donaai fag prelazi u litki ciklus. Postoji
mnogo temperiranih faga, ali jedan od najvaznighfgga, koji je i predmet istrazivanja u

ovome radu.
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Slika 3. Zivotni ciklus bakteriofaga (Preuzeto iz: www.prigratech.edu)

Umjereni virusi imaju karakterigthu organizaciju genoma, poznatu kao 'mozaik' —
sadrze strane segmente koji vuku porijeklo od shodimusa. U parnom sravnjivanju izide
doticnog virusa i njegovih srodnika, ukupnacsbst nukleotidnih sekvenci je oko 50 %, dok
su mozaini segmenti 90 do 100 % idefni. Uglavnom je nepoznato kako mozaici nastaju,
ali je vjerojatno da se srodni virusi &veu istoj bakteriji i da su podvrgnuti gkjnoj

rekombinaciji, s pojavom najsnaznijin rekombinahtwirusa.

v
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U nekim sl¢ajevima mdutim, razmjena modula nizova moZe se objasniti
homolognom rekombinacijom koja ukfjuje bane, kratke i s&uuvane nizove koje dijeli
skupina virusa o kojima govorimo. No maguje i da su neka podfja koja okruzuju
najslicnije zajedntke nizove bila podloZzna homeolognoj rekombinadiji, rekombinaciji
izmedu povezanih ali divergiranih DNA nizova (Martinsohsur. 2008).

U ovom radu (Martinsohn i sur. 2008) je predlozermkazano da se alternativni
mehanizam, kao Sto je homeologna rekombinacijaistkorza nastanak mozaika izde
sli¢nih ali divergiranih sekvenci. Na primjeru virusd&scherichia coli(E. coli), pokazano je
da je takva homeologna rekombinacija vrlo efikas@akrice ima vazne posljedice na
podr&ju evolucije genoma virusa, jer moze objasniti kisglasténost virusnih genoma.
Takaier moze imati primjenu na polju biotehnologije m@kriva viruse kao okavajute

vektore za mijeSanje geiravivo.
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3.1. HOMOLOGNA REKOMBINACIJA 2 FAGA

Temperirani bakteriofagh, osim Sto posjeduje sustav za mjesno-speifi
rekombinaciju, takéer posjeduje enzime i za homolognu rekombinaciju.otlsutstvu
proteina RecA dontna E.coli i sustava rekombinacije koji ovisi 0 proteinu RecA,
bakteriofagh razvio je alternativni put za homolognu rekombijtadRed put rekombinacije
fagal kodiraju geni za 3 proteina: egzonukleazu (gea ili redx), proteinp (genbet ili red)

i proteiny (gengam. Egzonukleaza, 24-kDa (kilodaltona) velik proteliegradira dl DNA s
5' kraja i otpuSta 5' mononukleotide. Enzim ne mpdtaknuti reakciju u mjestu ureza na dl
DNA niti moZe razgraditi j| DNA, ali zato velikomrbinom cijepa nukleotide. Protef)) 29-
kDa velik protein, se veZe na jl| DNA i p&&i ponovno sparivanje komplementarnih lanaca te
interreagira sa egzonukelazom. Supstrat protefhge linearna jl| molekula DNA (Zengru i
sur. 2006). Homologna rekombinacija z&ipge ili na mjestima dvolatanog loma, ili na
preklapajgim krajevima linearnog kromosoma fa@a 16-kDa velik proteiny se veze na
enzim RecBCD don®na te inhibira njegovo nukleazno djelovanje, dazastitio krajeve
linearnog genoma od degradacije. Ova tri proteiagdno promoviraju rekombinacijske
dogataje koji povéavaju moguanost replikacije i popravka DNA fagaunutar doménske
stanice.

Genireda, reds i y (Martinsohn i sur. 2008) pripadaju. @peronu (Slika 4 i 5):
promotor P eksprimira rekombinacijske gene te antitermin&tpkoji uzrokuje da se nastavi
ekspresija preko transkripcijskih terminatora, otpmn CIIl, koji je ukljuen u regulaciju
lizogenog ciklusa. Na operator.se moze vezati ili protein Cro (antirepresor) di
(represor) Sto ukazuje da ovaj operator sudjelujeegulaciji bilo litickog ili lizogenog

ciklusa.
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Slika 4. Genettka mapa faga lambda. Prikazan je polozZajiyeed3 i y proteina. (Preuzeto iz: A.
Campbell,TheEpisomesHarper & Row, 1969)
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Slika 5. Parcijalna genetka mapa lambda faga. Prikazan je polozap@erona. (Preuzeto iz: D. Wulff

and M. Rosenberg, in R. W. Hendrix et al., edambda 11.Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1983

Nin regija bakteriofaga velika 3 kb (kilobaza) smjeStena je iztnegenap i q, te

sadrzi transkripcijske terminacijske signale kabOi otvorenih okviraitanja (Cheng i sur.

1995). Unutar ove regije nalaze se i 2 gena kajgetwju u Red posredovanoj rekombinaciji:

produkt gena orf moze zamijeniti tri proteina RecFOR koji su ukBni u RecF put

rekombinacije LE. coli, i genarap koji kodira za rezolvazu. Unutarstéana lambda DNA je

supstrat za rekombinaciju kako virusa takagoli, tj. fagk dobro rekombinira wecA stanici

doma&ina, a isto tako i uec red gamstanici ako sadrzi Chi mjesto (to je mjesto koje

stimulira rekombinaciju i regulira aktivnost enziniRecBCD) koje se moze oduprijeti

degradaciji enzimom RecBCD. U obad&lja, ve€ina dogdaja je nerecipréna, Sto zné da

postoji prijenos genetkog materijala izméu kromosomeE. coli i kromosoma faga. | za

10
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RecA ovisnu rekombinaciju i za Red ovisnu rekombijoa najmanja potrebna homologija

iznosi oko 30 parova baza (pb) (Martinsohn i s008)

3.1.1. RED PUT REKOMBINACUJE

Da bi testirali @¢inkovitost homeologne rekombinacije, znanstvenicusovome radu
prowavali rekombinaciju izm#u parova sekvenci ragltih genaoxa (geni koji kodiraju za
razlicite beta-laktamaze), tako da su ubacili ove selkeericgenom umjesto IS10 (insercijski
sljedovi) sekvenci (Martinsoh i sur. 2008). SekwentS10 su identne ali invertno
orijentirane i okruzuju promotor P Rekombinacijom izmiu invertnih ponavljanja (1S10)
moze ddi do inverzije ovog promotora, Sto dovodi do fepskie promjene, odnosno, do
inaktiviranja ili aktiviranja odréenih gena ovisno o orijentaciji promotora. Ako se P
promotor nalazi u normalnoj orijentaciji, daklejeNio, prepisat (transkribirafe se genred i
gamsto zndi dace faga biti vijabilan u stanici domana koja je mutirana u gemecA ali
nece biti vijabilan u stanici dong&na koja ima ugrden profag P2 u svojem genomu. Ako je
P. promotor u obrnutoj orijentaciji, dakle udesno¢aécii do transkripcije geneed i gami
fag ¢e biti vijabilan u stanici dont@na s P2 profagom, ali e biti vijabilan u stanici koja je
recAmutant (Slika 6).

red” [ ganT

A J o intxis red pam cfll ci875 ) it

[.Ekbp (hLEkbp
' 2.9kbp
red*/ gam* ik s
o 71 oxay/7 .
A Jooimtxis red gam  cll] @ N rexB ﬂ X cl875 ) R

Slika 6. Rekombinacija izm#&u dvije homeologn®@xa sekvence koje okruzuju_Bromotor. Ovisno o

orijentaciji promotora dolazi do aktivacije ili iktivacije genaed gam (Preuzeto izwww.plosgenetics.oig

Dakle, konstrukt koji ima obrnutu orijentaciju protora R i koji sadrzi invertne IS10
sekvence rekombiniran je sa 800 pb gema koji imaju razltite stupnjeve divergencije.

Takader je uvedeno i Chi mjesto da bi se stimulirao Re&bBput rekombinacije. Kad je
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promotor R u obrnutoj orijentaciji, Red put fadgaje inhibiran, a aktivan je samo RecBCD
put rekombinacije. Kada je pak promoteruiPnormalnoj orijentaciji, aktivan je samo Red put
rekombinacije jer je gerecA mutiran, a RecBCD je inhibiran proteinom Gam. Rigusu
dobiveni mjerenjem destalosti rekombinacije wecA mutantu, odnosno soju C600 P2
bakterije E. coli. Pokazano je da jecastalost rekombinacije Red putem mnogdaved
RecBCD puta, natito kod 22% divergiranih sekvenci. Nije bilo rekoménata izméu 52%
divergiranih sekvenci ponéa Red puta rekombinacije (Martinsohn i sur. 2008).

3.1.2. UTJECAJ) MMR SUSTAVA DOMACINSKE STANICE E. COLI NA RED SUSTAV FAGA A

Na westalost nehomolognih sekvenci velik utjecaj imajatil dirigirani popravak
krivo sparenih baza (MMR), helikaza UvrD koja imaisekombinacijski efekt (Veaute i sur.
2005) i helikaza RecQ koja speva ilegitimnu rekombinaciju (Martinsohn i sur. 300
Naime, protein RecAE. coli je selektivan za identitet sekvenci samo prilikpotetka
rekombinacijskih dog#aja: potrebna je idertost u 23-27 pb za inicijaciju izmjene lanaca
pomaiu RecA. Jednom kad se potakne izmjena lanaca, enaastavlja bez obzira na
mnogobrojna kriva sparivanja i velika mjesta hdtegige. U ovom trenutku, rekombinaciju
kontrolira MMR. On sudjeluje u inhibiciji homeolognmekombinacije jer zaustavlja izmjenu
DNA izmedu razlgitih i ponovljenih sekvenci kromosoma, ili izde cijelih genoma srodnih
vrsta (Constantino, 2003). Dakle, ako bi se MMRkinarao, potaknula bi se RecA ovisha
rekombinacija izméu neidenttnih sekvenci DNA.

Inhibicija proteina MutS dovela je do 8 putaie rekombinacije RecBCD puta
izmedu 4% divergentnih sekvenci, dok je kod 22% divetg#nsekvenci rekombinacija bila
samo 2 putaeXa. No medutim, uoge nije bilo stimulativhog tinka mutacijemutS na
rekombinaciju koja ide Red putem. Prema tome, MMBtav igra odréenu ulogu u ténosti
bakterijskog RecBCD puta, ali uépne djeluje na Red sustav fagalakaier, uvrD ne vrsi
zn&ajnu funkciju antirekombinaze na supstrate, a niti helikaza RecQ nije sgilge

rekombinaciju u nijednom od préavanih supstrata (Martinsohn i sur. 2008).

3.1.3 SIMETRICNI | NESIMETRICNI REKOMBINACIJSKI DOGADAJI

Setovi gena koji su izabrani 2akonstrukte su divergirane sekvence parova ge@aa

Kao Sto je vé prije bilo re&éeno, genioxa kodiraju za raziliite beta-laktamaze. &kivano je
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bilo da nastanu razite genske kombinacije buéiuda treba dé do rekombinacije.
Pronatena je hibridna DNA sekvenciranjem 304 gexa, Sto ukazuje da je unutar 800 pb
parcijalne homologije doslo do rekombinacije. Rekamacijski dogdaji podijeljeni su u 2
glavne skupine: nesimetri dogaiaji u kojima se 2 spoja javljaju u ragtim intervalima, te
simetrini dogataji, u kojima se 2 spoja javljaju u istim intervak (Martinsohn i sur. 2008).
BakteriofagA uglavnom rekombinira na nerecigny nain, no samo rekombinante

koje su prezivjele u ovom istrazivanju nastaleesigra:nim na&inom. Nerecipréna izmjena
genettkog materijala zna da se rekombinacija doda bez crossing overa, odnoso da dolazi
do promjene sekvence u jednoj molekuli DNA, aliine drugoj. Nerecipréna izmjena je
zapravo genska konverzija. No ipak, do reciposti se moze do i kombinacijom dvaju
nerecipr@nih dogaaja, Sto pripada u skupinu nesimé&tng dogdaja (Slika 7).

I

R
2 el
A 2
Szﬁ g
R R
| =
|

| 4

4 A R

Two, non-reciprocal events One reciprocal event

Slika 7. Stvaranje inverzije iznmi oxasekvenci. Na lijevoj slici prikazano je stvaramjgbilnog
produkta poméu 2 nerecipréna dogdaja, u kojem su sekvence invertne a gedisu hibridni. Na desnoj slici
potreban je samo jedan korak, korak crossing ozenaiu oxa sekvenci i stvara se invertna konfiguracija.

(www.plosgenetics.oig

Rezultati su pokazali da su ddg#d nastali rekombinacijom RecBCD putem
uglavnom nesimettni, kao i oni nastali Red putem rekombinacije (Tabll). Mali postotak
dogataja je bio simettian. Da bi se ispitalo da li su ovi simeétii dogataji, kojih je najvisSe
bilo rekombinacijom izméu 22% divergiranih sekvenci, nastali uslijed aktisti enzima
RuvABC, izmjerena je frekvencija rekombinacije utanturuvABC Rezultat je pokazao da
se westalost rekombinacije smanjila ako je bio aktiRecBCD put rekombinacije. Dakle,
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vecina dogdaja izmeéu 22% divergiranih sekvenci u RecBCD putu se rémjge pomou

enzima Ruv.

Tablica 1. Tipologija rekombinantnih produkata za 4% i 22%edgirane sekvence nastalih RecBCD

putem ili Red putem (Preuzeto imww.plosgenetics.olg

RecABCD pathway Red pathway

4% divergence 22% divergence 22% divergence

% (number) 9% (number) % (number)
non-symmetrical 81  (44) 40 (15) 81 (34)
symmetrical 17 (9) 55 (21) 17 (7)
complex 2 (1) 5 (2) 2 (1)
total 100 (54) 100 (38) 100 (42)

doi:10.1371/journal.pgen.1000065.t002

Zatim se Zeljelo utvrditi postoje li odtena vrda mjesta (eng. hot spot) na kojima
dolazi do rekombinacije iznde 4% i 22% divergiranih sekvenci (dakle izinesekvenci koje
nisu 100% homologne). Utdeno je da postoje 2 hot spota za RecBCD put rekascheE.
coli: jedno hot spot mjesto je dugo 16 nukleotida ir&a®l mjesta za urez enzima RuvC, po
jedan na svakom lancu. Drugo hot spot mjesto j@dugnukleotida i nema RuvC mijesta, ali
je bogato GC parovima baza, vjerojatno za stalgijzarekombinantnog intermedijera. Za
Red put rekombinacije fagatakva hot spot mjesta ne postoje.

Sve u svemu, dobivene karakteristike homolognemddioacije koju omogéuje Red
put faga), sugeriraju da bi takav fag mogao biti idealantoeka mijeSanje genia vivo
(Martinsohn i sur. 2008).

3.1.4. ULOGA HOMEOLOGNE REKOMBINACUE U EVOLUCUI VIRUSNIH GENOMA

Za otkrivanje potencijalne uloge homeologne rekarabije u evoluciji virusnih
genoma, upotrijebljena je komparativna bioinforieti metoda detekcije ,ramena“, koja
analizira i usporduje obiljezja homeologne rekombinacije raiih virusnih genoma.
~Sholuder” tj. rame, oznmva 2 regije koje su idetitie u odrdenom postotku. ,Hit" ili
dogaiaj ozn&ava podrdje koje okruzuje rame i taller se izrazava u postotku idemtpsti.
Analiza je rd@ena na 10 lambdoidnih bakteriofaga iz enterobgkteRezultati su pokazali da
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83 ,hita" dijeli viSe od 90% stinosti izmeu bilo koja dvaclana obitelji; 6 ,hita“ je
okruzivalo 2 ramena, a 35 ih je okruzivalo samam@edame. Za preostala 42 ,hita”* nije bilo
detektirajideg signala. Da bi se dodatno prosSiro broj analiirdpakteriofaga, ista analiza je
provedena na 15 lambdoidnih faga ndije-kiselih bakterija i 20 lambdoidnih faga
Staphylococcus aureu$onovno su rezultati pokazali postojanje ramenaka 50% svih
Lhitova“, i to sa zn&ajno v&éom westalodu nego Sto secdcekuje pri sldgajnom dogdaju
(Martinsohn i sur. 2008).

3.1.5. ZAKUJUCAK

Mozaicizam genoma faga vjerojatno je povezan s lpuse tipovima enzima
homologne rekombinacije koji su kodirani od strayjenoma faga. Ovakav sustav bio bi
prikladan u kratkom vremenu stvoriti velike set@ena, a to upiwje na izvanrednu metodu
evolucije, koja se opisuje sposobéwStvaranja dovoljno povoljnih varijacija da bi m®gla
dogoditi adaptivha evolucija. Adaptivna evolucijanetava prilagodbu organizma okoliSu
koji ga okruzuje. Budti da bakteriofagi imaju toliko brze evolucijske pese, moramo se
zapitati koliki je utjecaj ovih gusnih organizama, koji se nalaze na granici Zivagivog,

na svijet koji nas okruzuje.
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4. EPILOG

.1 herefore, the around 200 phage and 200 prophagqusnces available in the
current database are nothing but a snapshot doctimgronly a few of the possible
combinations and configurations. The dynamics @séhprocesses, their function in the
evolution of bacterial pathogens, and their impantanimal evolution are just beginning to
be explored. Integrative approaches are requiredutaderstand how phages, bacterial
pathogens, and animal populations interact and obex Microbes will, over the next
decade, be perceived as members of a given enwrdnmand after the first phase of
sequencing of individual genomes and the laboratorglysis of single strains, we will see
interacting genomes and microbes in the complexdalf their natural environment. This
will pose new analytical challenges that will prdibya again transform microbiology as

genomics did over the last decadé@russow i sur. 2004.)

Slika 8. 3D struktura bakteriofaga. (Preuzetovavw.animate4.com/scienge
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6. SAZETAK

Bakteriofagi su bakterijski virusi koji nastanjujunajmanje kutke naSe planete.
Svrstavanje ovih organizama u skupine zadavalo y&kema zadaje i danas mnogim
znanstvenicima i istrazi¢ana. Temperirani bakteriofagi pokazuju izraziti gewski
mozaicizam, i upravo zbog toga ih je nem@gevolucijski odrediti.

U ovome radu pokuSalo se odgonetnuti da li Red lmrhologne rekombinacije
izmedu divergentnih sekvenci utje na genomski mozaicizam temperiranih bakteriofaga,
naglaskom na faly. Znanstvenici su dosli do vrlo zanimljivog okai mnogi lambdoidni fagi
(temperirani) imaju rekombinaze koje pétjeiz iste obitelji rekombinaza kao Sto je Red
virulentni fagi posjeduju rekombinaze ¢sle bakterijskom proteinu RecA. Virulentni fagi
uopée ne pokazuju mozaicizam genoma, Sto je dodatnaidzotia bi Red sustav bakteriofaga
A mogao imati utjecaj na stvaranje genomskog mazai@ii na evoluciju temperiranih

bakteriofaga.
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/. SUMMARY

Bacteriophages are bacterial viruses that inhalehehe remotest corners of our
planet. The classification of these organisms grwups has always been very difficult and
still poses a problem to many scientists and rebeas. Temperate bacteriophages show a
strong genomic mosaicism, and it is therefore irsfids to determine their evolution.

This study attempted to decipher whether the f&eit tRed proteins promote
homologous recombination between diverged sequeafiests genomic mosaicism of
temperate bacteriophages, with emphasis on pha§eientists have come up with a very
interesting discovery: many lambdoid phages (teatpgthave recombinases originating from
the same family as recombinase Rednd virulent phages possess recombinases sitailar
the bacterial protein RecA. Virulent phages dostaw mosaicism of their genome, which is
further evidence that the bacteriophageed system could have an impact on the creation of

genomic mosaicism, and the evolution of temperattdriophages.
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