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Hedvig Tamman

Eesti bakteriofaagid
Kes? Mis? Kuidas? Mille jaoks?
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e Tartu Ulikool
BSc — bioloogia 2010
MSc — geenitehnoloogia 2012
PhD — geneetika 2016

 Briisseli vaba ulikool (Université libre de Bruxelles) i
Jareldoktorant — Struktuuribioloogia 2016 — 2021

Bakterite poomisvastuse molekulaarne regulatsioon

 Tartu ulikool
Teadur — geneetika teadur 2021 — 2022
Kaasprofessor — geneetika kaasprofessor, alates 2023

Bakterite ja faagide voidurelvastumise ja omavaheliste suhete uurimine






Bakteriofaagid
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e Bakterite viirused l
* Peremees-spetsiifilised %

* Enamasti kaheahelalise DNA genoomiga, sabaga

bacteriophage

host
bacterial cell
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Bakteriofaagide mitmekesisus

Kaksikahelalised

suured genoomid
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kaksikahelalised
sisaldavad lipiide
keskmised genoomid

Sabaga

dsDNA
dsDNA
dsDNA
dsDNA
dsDNA
dsDNA
ssDNA
sSRNA (+)

Abedon, S.T. (2022). Bacteriophages, a Brief Introduction.

+RNA —»

uksikahelalised
vaiksed genoomid

T?@@OOI-O

ssDNA

- DNA —>

+ DNA

'

SOV

DNA

'

v\

+ mRNA




bacteriophage

host

bacterial cell phage DNA
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Keskkonnabakter Pseudomonas putida

e POhiomadused: -
* Ainevahetuse mitmekesisus A @Bioremediatiun

* Flsioloogiline vastupidavus . ' tl
* K&rge stressitaluvus (T e .

e Looduses
Biopolymer
e Mullas ja taimejuurtel (moodustab biokilet) mf:“rmﬂm
* Laboris

e Saab uurida nii hdljuvat kui kinnitunud eluvormi

e Kasutusel rakutehasena
* Biopolimeeride tootmine

* Bio-lagundamine
* Palju genoomide muutmise todriistu

. . g . Volke et al., 2020, Trends in Microbiolo
e Vaga vahe teada faagikaitsest &



Eesti faagide kogumine




Eesti faagide kollektsioon — CEPEST

Tree scalel —————

* P. putida PaW85 nakatavad viirused
e Avaldatud:
67 isolaati
23 liiki (95% identsus)
9 perekonda (70% identsus)

* Avaldamata:
18 uut isolaati
14 uut liiki

9 uut perekonda

Brauer et al., Environmental microbiology, 2024
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Milleks faage koguda?

* Faagiteraapia
* Personaalne / kommertsiaalne

* Erinevad manustamisvoimalused:
e Suukaudu, lokaalselt, IV, Irrigeerimine

e Ainult halastusravi

Discovery of

e 20-40% labikukkumisi R

* Peavad olema luutilised faagid

F. d'Herelle?

1915/17

* Doseerimine
* Tervetel vabatahtlikel ei saa testida
* Eitoodeta faage juurde!

1st phage
therapy
(dysentery)?

log 10 concentration >
o

Immuunreakstioon

Vabad faagid

Bakterid

0 5 10

15 20 25

time [hours]

1st controlled dlinical
trial for chronic otitis®  1st intravenous

Phage Therapy®

1928 1940 1987 ZOIBIIQF _____ 20§0_|
Discovery of Penicillin resistance Last antibiotic Major pharma’ Estimation:
Penicillin mechanism described® class discovered discontinue 10 million
(Daptomycin) R&D antibiotic deaths/yr?

programmes



Faagiteraapia Tartus

O
e 78. augUSt 2024 Tartus AccV SpotMagn Det WD ————— 2 um

30.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49

* Liigeseproteesi bakterinfektsiooni ravi
e Staphylococcus aureus

* Bakteriofaagid Lyonist

e 2 tlUlpi faage (2 doosi?)

Aga miks koguda keskkonnabakterit
nakatavaid faage?




Bakteri kaitsesUsteemide uurimine

Seondumise Faagi genoome
takistamine Idikavad siisteemid Abortiivne infektsioon
bacteriophage RM / CRISPR-Cas (n: toksiin-antitoksiin)
host
. hage DNA
bacterial cell Fee capsid bacteriophage
host DNA 4@?

Kaitse sageli
mlmt profaagidelt
(Fo



FaagikaitsesUsteemid biotehnoloogias

e RM-siUsteemid — restriktsiooni modifikatsiooni stisteemid
e Loikavad muutmata DNAd
» Kasutuses biotehnoloogias, DNAd saab kindlast kohast katki |0igata

 CRISPR-Cas susteemid:

* Vaiksed RNA jupid tunnevad ara komplementaarse (sobiva) DNA voi RNA ja
algatavad DNA/RNA [6ikuse

e Kui,loikav” valk (Cas) on inaktiivne
* RNA molekulid vastava kohaga DNA/RNA jarjestusel

* Loikust ei toimu
* Geenide ,vaigistamine” — CRISPRi (interferents)



P putida faagikaitsesUsteemide

u u ri m i n e Ennustatay Perérlrgmizs),rakk P((arr]:al:r;aer(]a:)rakk

kaitseslisteem

* tugev” bakter biotehnoloogias
* P. putida PaW85

* 13 toksiin-antitoksiin stisteemi
* 4 profaagi
* Bioinformaatilised ennustused:

e Restriktsiooni-modifikatsiooni siisteemid
(RM-I ja RM-II)

* Erinevad tesed DNAd I6ikavad slisteemid (Wadjet, Gabija jne)

* Deletsioon susteemist
-> kas nakatamisvoime on muutunud?




Bakteriofaagide infektsiooni moistmine

* Enamuse faagigeenide funktsioon pole teada
* Kuidas toimub infektsioon ja peremeesraku mojutamine?

Klassikalised faagid .”""99“ Phage T5

Total Genes=273 FitGenes=43 Total Genes=162 Fit Genes=15
. Phage SUSP1 Phage PTXU04
Uuemad faagld . . . .
Total Genes=138 FitGenes=18 Total Genes=92 FitGenes=17

Funktsioon: B Teada [l Ebamaarane M Teadmata



Faagi elutahtsate geenide tuvastamine

Kui lUlitada valja faagi elutahtis geen
* Infektsioonitstikkel ei toimi

* Vaiksed faagilaigud
Kui lGlitada valja mitte-oluline geen
* Faagi infektsioon on produktiivne

* Suured faagilaigud

Tiled crRNAs

Phage-Nonessential Phage-Essential
Gene mRNA Targeting

Gene mRNA Targeting
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Faagi elutahtsate geenide tuvastamine

» Bakterisegu, igal rakul on erineva faagigeeni ,vaigistamise” voimekus
* Faagil lastakse nakatada

* Tuvastatakse ellujaanud rakud
* Maaratakse milline geen valja lulitati
= Parem faagiinfektsiooni moistmine

Phage-CDS Targeting

dCas13d Guides
(N=7 per CDS) + phage
Brady Cress, Ben Adler v
California Institute for Quantitative Biosciences ' /

Institute of Innovative Genomics

phage
Berkeley, University of California NN —
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Keskkonnamuutuste mdjude uurimine

15°C|20°C|22°C|25°C 30°C 37°C|

 Enamus CEPEST faage on
temperatuuritundlikud

* Suudavad nakatada vaid 20-25 °C voi
madalamal temperatuuril

* MoOned nakatavad ka 37 °C kasvavaid
baktereid

* Ka vaike muutus genoomis muudab
tundlikkust

25°C

30°C

22°C lI37°C




Okoloogilised mikroobikoosluste uuringud

( 15°C/20°C/22°C 25°C30°C 37°

e Kuidas faagide bakterite kooselu muutub
kliimamuutuste kontekstis.

* Faagide bakterite interaktsioonid mullakooslustes.

 Kuidas faagid kui bakterite kiskjad kujundavad
bakterikooslusi ja bakteriliikide evolutsioonilist kaiku.

Zachary Bailey

Terrestrial Ecology

Institute of Ecology and Evolution
University of Bern




CEPEST faagide kasutus

e Uuritakse bakteri kaitsestisteeme
* Tartu
* Lund (Rootsi)
+ Koosto6 Aarhusi ulikooliga (Taani)

* Uuritakse faagide moju bakterite evolutsioonile
keskkonnamuutuste valguses

* Bern (Sveits)

* Uuritakse faagide infektsioonimehhanisme
* Berkeley (USA, California)

—>Faagide kasutus biotehnoloogias
—>Faaginakkuse parem moistmine faagiteraapia ja biotdrje rakendusteks
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