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Jvadas

Virulentiniai bakteriofagai yra virusai greitai b@guginantys bakterigje
lastekje ir jg suardantys. Bakteriofagas T4 \Eacherichia coliinfekuojantis
virusas. Kaip ir daugelis virulentupi fagy, T4 geriausiai infekuoja
eksponentidss augimo fa&s lasteles, kuriose vyksta akiys metaboliniai
procesai. Fagas Siuos procesus sustabdo ir pajsayia vystymuisi. Tali
pasiekiama jau pirmomis infekcijos migatis, kai fago ankstyyjy infekcijos
stadiy baltymai modifikuoja dstebs baltymus. Ganp raiSkos perjungimas
vyksta transkripcijos, transliacijos ir mMRNR degaaijbs lygiuose. Svatp
vaidmen vaidina ir fago DNR koduojami genraiskos reguliacijos signalai,
kuriy strukiira lemia sklandzius gerraiSkos pokyius fago infekcijos eigoje.

Svarbiausias procesas, uztikrinantis nuogekfigo gem raiSky yra
transkripcijos reguliacija laike, kuomet laipsniskaodifikuojama §steks-
Seimininkks RNR polimeraz nukreipiama nuosekliam fago anksijy,
viduriniyjy ir vélyvyjy promotory atpazinimui ir atitinkam geny
transkripcijai (Miller ir kt., 2003). Fago T4 gerraiSka iS5 ankstyvosio$
vélyvaja pasiketia gretiau nei per 30 min (O'Farrell ir Gold 1973;
Christensen ir Young 1983; Kai ir kt., 1996). Takeitas gen raiSkos pokytis
negali kuti uztikrinamas vien tik fagui nuosekliai aktyvunja skirtingas
promotoriy grupes, tam reikalinga efektyvi ir greita jau nkeaéngy mMRNR
degradacija atlaisvinant nukleotidus ir transliasipparat nauj; geny raiskai.
Sie tarpusavyje priklausomi procesai yra regulimjiek mRNR strukiros,
tiek ir baltymy modifikacijy lygyje.

Nustatyta, kad fagas T4 modifikuojaHr coli transliacijos baltymus, taip
nukreipdamas juos fago baltynsintez reguliuojartiy seky atpazinimui. Tuo
tarpu T4 mRNR brendimas ir degradacija yra ko geraziausiai istirti
procesai. Zinoma, kaé. coli RNaz E dalyvauja fago mRNR degradacijos
procese viso infekcinio ciklo metu (Mudd ir kt., A®, o fago koduojama

RNaz RegB yra atsakinga uz daugelio anksgjyvtranskripty degradacy.



RegB nukleags taikiniai, kuryy batinasis motyvas yra GGAG, yra nustatyti
iSimtinai ankstyvuosiuose transkriptuose, efektysia- Saino-Dalgarno (SD)
sekose (Durand ir kt., 2006). Kirpdama Sias selRagB iSjungiay transliacig

ir pagreitina degradaagjj taip uztikrindama sklangdgen; raiSkos perjungimis
ankstyvosiog vidurinigja faze (Sanson ir kt., 2000).

RegB taikinius turi dauguma ankstyy transkript, taciau neaisku, kaip
RegB hidrolizuoti transkriptai degraduojami toliskaip Siame procese gaj
dalyvauti RNaz E ar kitos E. coli RNazs, kurioms fago transkriptuose
nustatyti tik pavieniai taikiniai. Be to,éma jokiy konkreiy duomem apie
p&iy lasteks ribonukleazj modifikavimg. Nustatyta, kad T4 infekcijos metu
kintant RNags E ir G specifiSkumui, kai kuyifago transkripj atsparumas
Siems fermentams padijd, o bakterini sumazja (Ueno ir Yonesaki, 2004).
Deja, kokie fago veiksniai galy modifikuoti ribonukleazes bei stabilizuoti ar
destabilizuoti MRNR yra Zinoma nedaug. Nustatytad kago T4 infekcinio
ciklo metu genagdmdyra reikalingas vidurinjjy ir vélyvyjy mRNR stabilumui
(Ueno ir Yonesaki, 2001). Baltymas Dmd yra RB&LS inhibitorius, téiau
RNazs E aktyvumo neveikia ir su ja tiesiogiai gesikauja (Kanesaki ir kt.,
2005; Otsuka ir Yonesaki, 2005; Otsuka ir kt., 200¥aujausi duomenys rodo,
kad Dmd gali slopinti ir kitas ribonukleazes (Otauk Yonesaki, 2012), tedl
gali buti, kad bakteriofagas T4 turi iSvygst su@tinga RNazi reguliavimo
mechanizm, kuris rera istirtas. Yp& mazai Zzinoma apie ankstyvojo periodo
transkripty degradacy. ISskyrus endoribonukleég RegB poveik jokiy kity
E. coliar fago koduojam baltymy poveikis netirtas.

Siame darbe buvo siekiama nustatyti kokiscoli endoribonukleazs
turi jtakos RegB hidrolizugt ankstywjy fago T4 transkript brendimui ir
degradacijai, patikrinti ar bakterijos endoribored&ts yra modifikuojamos
faginés infekcijos metu ir istirti kokie fago T4 koduojaneiksniai gali tuéti

jtakos endoribonukleagziaktyvumui.

Darbo__tikslas: 1stirti  Echerichia coli endoribonukleazi poveik

ankstyviesiems fago T4 transkriptams i 8rment; veikimo priklausomyb



nuo fago koduojamveiksniy.

Siam tikslui pasiekti buvo iSkelti Sie uZdaviniai:

1. Nustatyti naujus endoribonuklesz RegB taikinius fago T4
transkriptuose.

2. IStirti genosegDtranskripciy.

3. Nustatyti endoribonukleazes, atsakingas uz RBlaRegB skelf
transkripty antrin skaldyny.

4. Patikrinti endoribonukleagimodifikavimo galimylg ir modifikacijy
jtaka ankstywjy transkripty tolimesniam skaldymui.

5. Nustatyti, kokie fago T4 koduojami veiksniai dajiaka E. coli
endoribonukleani aktyvumui.

6. IStirti RegB kirpty transkript; degradacy.

Mokslinis naujumas

Sio darbo metu MRNR sekoskaitos metodu nustatyti n&uji
endoribonukleazs RegB taikiniai, esantys bakteriofago T4 anksjyv
transkripty ndd.4 mobD sp, segD pin ir dmd SD sekose bei prieS gearn.
Analizuojant transkriptus ® zymeto pradmens ilginimo metodu prie$ gen
segD, aptiktas naujas ankstyvasis promotoriuse@D, besiskiriantis nuo
tipinés —-35 sekos konservatyvioje pirmoje pozicijoje. virahtas Sio
promotoriaus aktyvumas fagi infekcijos metu. Nustatyta, kad T™dC.3
nddir 55.2transkriptai 5-8 nt atstumu uz RegB taikinuri AU turtingas sritis
su antriniais endoribonukleazi taikiniais. @ Panaudojus E. coli
endoribonukleazni mutantinius kamienusgyodyta, kad RNas RegB kirpl
ankstywjy fago transkripi antrirg hidrolize vykdo E. coli koduojamos
endoribonukleas E ir G. Pastaroji yra pagrindirRegB kirptus transkriptus
skelianti RNaz, o aptikti taikiniai yra pirmieji fago T4 transkituose nustatyti
RNazs G taikiniai.

Tiriant RNazs G modifikavimo galimyb nustatyta, kad ji fagis

infekcijos metu gali bti modifikuojama, taiau tai neturijtakos jos aktyvumui



RegB kirpty transkripty atzvilgiu. Darbo eigoje buvo sukurtas naujas masod
leidziantis greitai ir nebrangiai atlikti pradinibsltymy modifikavimo tyrimus
bakterijos-fago sistemose.

Tyrimy metu buvo nustatyta, kagterpimo/pakeitimo (I/S) sistemos
bakteriofagas T4K10, naudojamas T4 mujdanstravimuipseTgene turi dvi
mutacijas, lemiaflas G14D ir R229H pakaitas koduojamoje
polinukleotidkinazje. Nustatyta, kad G14D pakaita sutrikdo fermento
5'-kinazirp aktyvumy, ir tai lemia RegB kirpf transkripty antriny taikiniy
jautrumo sumadima RNazei G. PNK stoka fago vystymosi metu galiétiur
kelet pasekmu, iS kuriy pagrindirés susijusios su garraisSka, todl gautasis
rezultatas yra svarbus ir kitiems &ams. Sukonstravus T¥PNK ir
TAK10APNK delecinius mutantus, buvo patvirtinta antrinfagkinius turirtiy
transkripty degradacijos priklausomybnuo fago koduojamos PNK. Pigm
karty buvo pritaikyta moderni molekukntechnologija — kPGR fago T4
transkripty degradacijos tyrimams. Nustatyta, kad fago T4 PBHkinazinis
aktyvumas pagreitina RegB kirptranskripty degradacy, taciau ji gali vykti ir

nuo PNK nepriklausomu keliu.

Ginamieji teiginiai:

1. Ankstyvasis promotoriusgBegD, nepaisant pakitin+35 srityje, yra
aktyvus fagirs infekcijos metu.

2. Ribonukleagzs RegB kirpg transkripty antrirg hidroliz¢ vykdo E.
coli koduojamos endoribonuklegzE ir G.

3. RNaz G yra pagrindia endoribonukleaz atsakinga uz visiki Siol
nustatyiy antrinius sklimo taikinius turirtiy RegB Kirpty transkripty
hidrolizavimg.

4. Bakteriofago T4K10 koduojamoje polinukleotidkiggez esanti
G14D pakaita sutrikdo fermento 5'-kinazaktyvumns.

5. Fago T4 koduojamos polinukleotidkirz 5'-kinazinis aktyvumas
lemia RegB kirpg transkripty antriniy taikiniy jautruny RNazei G ir

skatina y degradacy.
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1. Literatairos apzvalga

1.1. Bakteriofago T4 genomo struldira ir savybés

Bakteriofagas T4, priklausantiyoviridae Seimai, yra virulentinis fagas,
infekuojantis enterobaktegijEscherichia coli Bakteriofagas T4 buvo ir yra
viena svarbiaugi modeliniy sistemy genetikos, molekuligs biologijos ir
biochemijos vystymuisi nuo 194f)y mety iki dabar. Tai yra vienas iS
geriausiai istig bakteriniy virusy, kurio genomo seka buvo nustatyta viena
pirmyjy. Bakteriofago T4 dvigrandée DNR molekutje, kurios dydis 168,903
bp, yra apie 290 gen koduojartiy baltymus. Apie 180 8ibaltymy funkcijos
yra zinomos (Petrov ir kt., 2006). Taip pat baldiEgo T4 genome yra 8 tRNR
genai ir 2 genai, koduojantys mazas stabilias RM&jy funkcijos rera
zinomos. Bakteriofago T4 DNR sudaro ~50 % baktegof mass (Wagner,
2002).

Fago T4 genome tik 62 genai yratinieji standarti@émis laboratoriamis
salygomis (Mesyanzhinov ir kt., 2004). Tai yra geneoduojantys replisomos
baltymus, kelet transkripcijos reguliacijos veikani ir dauguma fago
struktiriniy baltymy bei viriony susirinkimo veiksnj (Miller ir kt., 2003). Fago
T4 genome yra apie 40 % nezingriunkcijy atvirg skaitymo émeliy (ASR),
kurie yra neltini fagy vystymuisi laboratoriémis slygomis, to@dl manoma,
jog Sie genai yra svaiib prisitaikymui prie natraliy gyvavimo glygy (Nolan ir
kt.,, 2006). Tai daugiausiai mazi genai, kuriéran charakterizuoti ir éra
homologiski kity organizny genams (Kawabata ir kt., 2000).

Pagal pasireiSkimo ladk fago vystymosi ciklo metu, bakteriofago T4
genus galima suskirstyti ankstyvuosius, viduriniuosius ir élyvuosius.
Ankstyvieji ir vidurinieji genai, kun produktai dalyvaujagbteks-Seimininks
metabolizmo ir raiSkos sistemos pertvarkyme, fagNRDreplikacijoje ir
rekombinacijoje pasireiskia prieSreplikaciniame ipge. Si geny produktai
yra: lagsteks-Seimininks DNR ardatios nukleags (pvz., gena#6, 47, denA

denB dexA, deoksiribonukleozigl biosintezs komplekso fermentai (pvz.,
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genai nrdA, nrdB, nrdC, cd), replikacijoje ir rekombinacijoje dalyvaujantys
baltymai (pvz., genai30, uvsY segA-B, lasteks-Seimininks membraa
modifikuojantys baltymai (pvz., gen&9, 52, ac, imm, rllA, rlIB), fago T4
DNR modifikuojantys ir nuo gsteks-Seimininks restrikciniy endonukleazj
apsaugantys baltymai (pvz., gedaé?2, agt), keletas tRNR, pritaikytfago T4
transkripty transliacijai (tRNR genaarg, ile, thr, ser, pro, gly, leu, gin), E. coli
RNR polimerags strukfirg ir funkcija modifikuojantys baltymai (pvz. genas,
44, 45, 55, 62, modA alc, asiA), E. coli lon proteazs inhibitorius (genapinA),
fago T4 endoribonukle&z turinti jtakos ankstywjy transkripty stabilumui
(genagegB).

Kiti fago T4 genai pasireiSkia iSskirtinai arba dooojartiai
poreplikaciniame periode. Sie genai koduoja fageiond strukfirinius
baltymus (>50 gery), fermentus, karpaius ir pakuojatius fago DNR |
kapsid (genail6, 17), ir lasteks-Seimininks lizéje dalyvaujagius baltymus
(genaieir t).

Daugelis funkciniu poZiriu susijusiyy fago gem yra susitells j sankaupas
ir iSsideste viena kryptimi bei turi bendras reguliacines sekB#dziausias
funkciniy geny sankaupas sudaro genai, koduojantys baltymusyalaytius
fago morfogenege ir DNR replikacijoje (Miller ir kt., 2003). Fagd4 gemy
raiSka yra kontroliuojama ankstyjy (Pg), viduriniyjy (Pv) arba ¢lyvyjy (PL)
promotoriy (Luke ir kiti, 2002). Visi ankstyvieji genai yrauraSomi nuo I-DNR
grandires pries laikrodzio rodykl o \lyvieji genai - ir nuo I-DNR, ir nuo r-
DNR grandinig abiem kryptimis. Nezinomos funkcijos genai dazgeiauyra
nurasomi pries laikrodzio rodykinuo stipriy ankstywjy promotory. Tik 16
nezinomos funkcijos genpasireiskia ¥lyvojoje bakteriofago T4 infekcijos
stadijoje (Miller ir kt., 2003).

Kai kurie bakteriofago T4 genai koduoja daugiauvieng baltymy (pvz.,
16, 17 ir 49 genai) (Miller ir kt., 2003). Taip pat yra persidgartiy geny, kurie
koduoja baltymus skirtingais skaityménmeliais. Jie gali 6iti skaitomi ta paia
kryptimi, pvz.,30.3 genas kitu skaitymoémeliu visiSkai iSsidstes 30.3 gene

(Zajartkauskai¢ ir kt., 1994). Taip pat jie galitb skaitomi prieSingomis
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kryptimis, taip kaiprepEA ir repEB genai (VaiSknait ir kt., 1999). Daznai
terminacijos kodonas persidengia su sélageno iniciacijos kodonu (Miller,
2003). Bakteriofago T4 genome yra rasti 3 introeagntys genuosd, nrdB ir
nrdD (Mathews ir kt., 2002).

Nekoduojakiy sriciy fago genome yra ~5 kb arba 5,3 % viso genomo.
Dauguma bakteriofago T4 reguliaginsek yra tarpgeniése srityse (Desplats
ir kt., 2003). Reguliaciés sritys yra kompaktiskos, kartais persidengias su
koduojargiomis sritimis (Miller ir kt., 2003). Jose iSsisle transkripcijos ir
transliacijos reguliacijos signalai bei endoribolealkziy taikiniai.

Dar 1952 metais buvo nustatyta, kad fagas T4 DNRBétgje vietoj
citozino turi modifikuog pirimiding — 5-hidroksimetilcitozig (hnPC), kuris
biina gliukozilintase. arbap padtyse. hmC vandeniliniais rySiais jungiasi su
guaninu taip, kaip guaninas su citozinuykibrganizng DNR molekuése
(Mathews ir kt., 2002). Dauguma bakteriofago T4rbiiliniy hnPC grupi
yra gliukozilintosa padtyje — 70 % gliukoziling rySiy, o B padtyje — 30 %
(Carlson, 1994). Gliukozilinimas apsaugo fago DNk rigsteks-Seimininks
fermentires sistemos, atpgtartios negliukozilintas hRC sritis DNR
molekukje ir inicijuojartios jy suardym. Hidroksimetilire modifikacija saugo
fago DNR ir nuo jo paties restrikcijos endonuklgaaktyvumo (Karam ir kt.,
1994).

1.2. Bakteriofago T4 gen raisSkos reguliacija

1.2.1. Gem raiSkos reguliacija transkripcijos lygyje

Geny raiSkos kontra yra vienas iS pagrindipi budy, kuriais gyvi
organizmai gali reaguoti savo gyvenamosios aplinkos pokys. Efektyvi
geny raiSka priklauso nuo informacipmolekuliy kiekio, ku, didziaja dalimi,
lemia transkripcijos efektyvumas. InformaginiRNR kiek lemia ir Sy
molekuliy skirtingas stabilumas. Bakteriofago T4 skirtinggen; grupes

jjungiamos ir iSjungiamos specifiniais infekciniokloh momentais, o gen
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raiSkos reguliacija laike daugiausia vyksta traipgkjos lygyje. Vystantis fagui
nuosekliai aktyvuojamos 3 promotorigrupes: ankstyvieji, vidurinieji ir
velyvieji (Miller ir kt., 2003).

Bakteriofagas T4 nekoduoja savo paties RNR poligéstaod! jo geny
transkripcija yra visiSkai priklausoma nuogsteks-Seimininks RNR
polimerazs, kuri infekcinio ciklo metu yra nuolat modifikuweopa fago
koduojamy baltymy. Tiriant fago T4 gewn raiSky buvo nustatyta, kad genai,
kuriy produktai yra reikalingi pajungtiastekje vykstarius procesus fago
reikméms (DNR metabolizmo ir modifikacijos baltymai, tekmipcijos
aktyvatoriai bei transliacijos reguliatoriai ir pljommos tRNR) pasireiSkia
prieS DNR replikacy. Tik besireplikuojanti DNR yra tinkamaélyvyjy geny
transkripcijai. Siame periode sintetinami fago o strukiriniai
komponentai, DNR pakavimo fermentai bgsteks lizés fermentai (Mosig ir
Eiserling, 2006).

1.2.1.1. Transkripcijos reguliacija prieSreplikaciname periode

Ankstywjy fago gen tranksripcija prasideda is karto po to, kai fagds
infekuoja E. coli. Per pirmas kelias minutes nemodifikudia coli RNR
polimeraz nurasSo fago ankstyvuosius genus (Mathews ir k0022
Bakteriofagas T4 sayv prieSreplikacini geny (ankstywjy ir viduriniyjy)
transkripcijai naudoja ne tik bakterijos-SeiminiekSerdig RNR polimerag,
bet ir Seimininks ¢’° veiksn, kuris atsakingas uz —10 srities atpaziniMors
c’% yra modifikuojamas vidurigs infekcijos periode, fago ankstyvieji ir
vidurinieji promotoriai turi panasij E. coli c’° promotoriy —10 srit (Wilkens ir
Riger, 1994).

Bakteriofago T4 ankstyyy promotori; strukiiroje aptikta —35 bp atstumu
nuo transkripcijos pradzios esanti labai konsemiasyitis, sudaryta iS 7 bp
GTTTACA, kuri skiriasi nuoE. coli konservatyvios —35 srities TTGACA
(Wilkens ir Ruger, 1994). Tuo tarpu nukleatidekos, esaios fago T4 P-10

srityje yra labai konservatyvios ir panaSip<E. coli ¢’ promotoriy sekas
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(TATAAT). Fago T4 ankstyyjy promotory —10 sritis daznai ima prailginta
tGTGG motyvu (Wilkens ir Ruger, 1996). Be to, siprankstyvieji fago T4
promotoriai dar turi sekas, primerégas E. coli promotoriy UP elementus — du
A tandemus (iki A) =52 ir —42 paéltyse, atskirtus panaSaus ilgio T seka (1
pav.). Sios specifits fago T4 savys lemia tai, kad nemodifikuota RNR
polimeraz fago R promotorius atpagta labai efektyviai (Wilkens ir Ruger,
1996).

-35 -10

bits
bits

x_xa BAMTTIIST T 101 E y T x él AR I Gl L ;gTQLL?..‘?(.z
0 o RO BTN FrF OO BN O N INTrFOD O ODITON =D 0O N By 2 Vuoueoarcoo~o© WLTONr~ODDRNOVTONTO-N WEFOHONDDHO
FEEEEEEREEERITITIITITTOAGIIGTILIANGATy s AIIIFRINTRTRRRRRIITONTRUNY vy

1 pav. Ankstywjy fago T4 promotoriy tipinés sekog(Miller ir kt., 2003). Juodas trikampis Zymi
transkripcijos pradzios nukleotid Si tipine seka nustatyta itus 39 ankstyvuosius promotori
Raidzy dydis atitinka konservatyvumo laigsn

Dar efektyvesa transkripcija nuo Pprasideda tada, kai bakteriofago gen
produktai modifikuoja RNR polimeraz(Wilkens ir Ruger, 1996; Sommer ir
kt., 2000). Svarbiausia modifikacija yra vieno Kigjy RNR polimerags a
subvienei Arg?%® aminoiigsties (ar.) ADP-ribozilinimas. j Jvykdo fago
koduojamas baltymas Alt, kuris patenkdastek kartu su fago DNR (Goff,
1979). Pagrindinis Alt taikinys, aminagStis Arg®®, yra hitina a-CTD syveikai
su promotoriaus UP elementu ir su keletu K. coli baltymy-aktyvatori.
Manoma, kad Alt susilpnina RNR polimeéaz gveikg su Seimininks
promotoriais, kum aktyvavimui reikia arba baltygraktyvatoriy, arba kun
transkripcip aktyvinao-CTD ir UP elementogveika (Hinton, 2010). Fagas T4
koduoja dar du ADP-ribozilinaius baltymus ModA ir ModB, kurie yra fago
ankstywjy geny produktai (Koch ir kt., 1995). ModA ribozilina abBNR
polimerazs o subvienetus. Manoma, kad tai padeda susilpniiti hakterijos-

Seimininkes, tiek fago promotoyi aktyvuny. Taip fagas perprogramuoja
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transkripcijos aparatvidurinei transkripcijai vykdyti (Hinton, 2010).
Viduriniyjy bakteriofago T4 gentranskripcija prasideda apie 1,5-2 min
po infekcijos. Fago vidurinieji genai galiath nuraSomi arba nuo vidurigiy
promotoriy (Pv), arba ¢siant transkripcg nuo prieS juos esaiy ankstywjy
promotoriy, arba abiem mistais mdais (Stitt ir Hinton, 1994). Ankstyyy
geny transkripcija gali vykti ir be fago baltymsintezs, tuo tarpu vidurinjjy
transkripty sintezei reikalingi fago koduojami baltymai, kurigktyvuoja
viduriniuosius promotorius ir dalyvauja antitermtijaje (Hinton, 2010).
Viduriniyjy promotory —10 sritis yra konservatyvi ir pangsankstywjy
promotoriy atitinkany sritj (5’-TATAAT-3’), taciau jie neturi B badingos —35
srities (Miller ir kt., 2003). Fago T4 \P yra hkidinga nukleotid seka
(at)(@/t)(at)TGCTTtA, iSsiéstiusi —30 bp nuo transkripcijos pradzios (2

pav.).
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2 pav. Vidurini ujy fago T4 promotoriy tipin és sekogSto3kiet ir kt., 2007). Si tipis seka nustaty
iStyrus 50 eksperimentiskai patvirtintviduriniyjy promotori; strukfirg. RaidZi; dydis atitink:
konservatyvumo laipgn

Si Au —30 seka yra 11-13 (dazniausiai 12) nukleptdstumu nuo —10
srities (Brody ir kt., 1983; Guild ir kt., 1988; M&hall ir kt., 1999; Truncaitir
kt., 2003; Stoskienir kt., 2007). Si specifin —30 seka yra vadinama MotA
dézute. Viduriniyjy promotoriy —10 sritys yra labai konservatyvios tarpyvis
Zinomy viduriniyjy promotorij, tuo tarpu kai kug viduriniyjy promotoriyy —30
sritys skiriasi nuo MotA ézutes tipines sekos netgi itin konservatyviose
pozicijose (Marshal ir kt., 1999; Trunaaitr kt., 2002, 2003; Stoskiénr kt.,
2007).

Transkripcijai nuo fago ¥ yra hitina modifikuota RNR polimerazbei
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du fago ankstywjy geny produktai MotA (transkripcijos aktyvatorius) ir s
(transkripcijos koaktyvatorius) (Ouhammouch ir Kt995). Veikdami kartu,
AsiA/MotB reguliuoja viduringja transkripcig: AsiA prisijunges prie RNR
polimerazs blokuoja transkripcij nuo daugumos bakterijos-Seimindsk
promotoriy (Hinton ir kt., 2000), o prisijungs prie RNR polimeras/MotA
komplekso — aktyvuoja transkripgij nuo vidurinyjy promotory
(Ouhammouch ir kt., 1995; Hinton ir kt., 1996). Mat AsiA kartu veikdami
padidina RNR polimeras giminingum fago T4 viduriniesiems promotoriams
(Hinton ir kt., 1996). Manoma, kad MotA baltymagvsikauja ir su
promotoriaus DNR seka, ir s&/® subvieneto 4 sritimi (Hinton, 2010) ir tik
tada aktyvuoja vidurinja transkripcig (Hsieh ir kt., 2013). Modifikuota RNR
polimeraz in vitro sudaro su viduriniaisiais promotoriais nestabilius
kompleksus, kuriuos stabilizuoja MotA baltymas, aydamas papildomus
rySius baltyny ir DNR komplekse (Adelman ir kt., 1998; Yuan ir ¢hschild,
20009).

1.2.1.2. Transkripcijos reguliacija poreplikaciniame periode

Prasidjus fago T4 DNR replikacijai, transkripcija nuo tagiduriniyjy
promotoriy mazja ir prasideda &lyvyjy transkripty sintez. Vélyvieji
bakteriofago T4 genai yra nuraSomi nuo besirepjimniios fago DNR,
turincios viengrandzius tikius (Herendeen ir kt., 1992).

Vélyvieji promotoriai (R) neturi nei —35, nei —30 konservatyvsek;.
Vélyvyjy promotoriy sely atitinka pailginta —10 sritis, kuri yra labai
konservatyvi tarp daugelio T4 tipo fagja sudaro nukleotig oktetas:
TATAAATA (Miller ir kt., 2003) (3 pav.).

Atstumas nuo Sios konservatyvios sekos iki trapsios iniciacijos
pradzios gali bti nuo 5 iki 10 nukleotid. Vélyvyjy promotoriy transkripcijai
yra hitina bakterijos-Seimininds RNR polimerag du fago T4 koduojami su ja
sgveikaujantys baltymai gp55 (arba sigma veiksn$3 bei gp33 ir fago T4

geno produktas 45, kuris yra replisomos slystantedas (Geiduschek ir
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Kassavetis, 2010). Tokiuadu, \lyvoji tranksripcija yra priklausoma nuo fago
DNR replikacijos (Nechaev ir Severinov, 2003; Twidtt., 2011).
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3 pav. Welyvyjy fago T4 promotoriy tipinés sekos(Miller ir kt., 2003). Juodas trikampis zymi
transkripcijos pradzios nukleotidSi tipire seka nustatyta iStyrus 5@lyvyjy promotori; strukiira.
RaidZi dydis atitinka konservatyvumo laigsn

gp55 specifiSkai atpgedta —10 srit tafiau nors jis yra reikalingas
atrankiam transkripcijos inicijavimui ties T4élyvaisiais promotoriais, jo
nepakanka (Miller ir kt., 2003). Po to, kai gp5pa#sta R —10 srit, prie RNR
polimerazs B subvieneto jungiasi gp33, kuris veikia kaiplywosios
transkripcijos koaktyvatorius, tarpininkaujantisrptac® ir slystargio Ziedo
(gp45) (Kolesky ir kt., 2002, Twist ir kt., 201Bakteriofago T4 gp45 trimeras,
fago DNR polimeragzs komplekso slystantis ziedas, afmhntis DNR
grandirg, yra litinas transkripcijos iniciavimui nuo.PTik jam prisijungus prie
RNR polimerazs-gp55-gp33 komplekso, prasideda promotoriaus akiyvas
ir vélyvyjy transkripty sintez (Geiduschek ir Kassavetis, 2010; Twist ir kt.,
2011). Taip paté&mingai transkripcijai yra itini gp44 bei gp62, kurie sudaro
slystartio ziedo uzkeiljo kompleks (Herendeen ir kt., 1992; Kelch ir kt.,
2011). Geno produktas 45 slysta DNR grandine akigamas #lyvuosius
promotorius uz ~1000 bp nuo jungimosi vietos (Mille kt., 2003). Nesant
slystartio ziedo, gp33 stipriai slopina transkripcipuo \lyvyjy promotory
(Brody ir kt., 1995; Nechaev ir Geiduschek, 200®0&). Transkripcijos
aktyvavimui yra reikSminga ATP arba dATP hidréliz DNR matrica, turinti
viengrang trakj, kuris reikalingas slyst&ram Zziedui uzkelti ant DNR.
Viengrandis tiikis turi bati netranskribuojamoje grandije, kad slystantis

Ziedas oty uzkeltas reikiama kryptimi (Geiduschek ir Kassasye2010).

18



1.2.2. Fago T4 gem raiSkos reguliacija potranskripciniame lygyje

Nors fago T4 geu raiSkos reguliacija dominuoja transkripcijos lygyj
tatiau MRNR brendimas ir degradacija taip pat yra ilabarkis faktoriai,
apsprendziantys transkriptkiekius. Greitas gen raiSkos perjungimas is
ankstyvosios i vélyvaja yra uztikrinamas atrankiai degraduojant arba
stabilizuojant transkriptus. Bakteriofagranskripty brendimas ir degradacija
paprastai yra priklausomi ir nuo bakterijos-Seimkés, ir nuo fago koduojam
endo- ir egzoribonukleazilUeno ir Yonesaki, 2001).

IS karto po fago T4 infekcijos, bakterijos-Seimikia mMRNR yra spérai
degraduojamos (Ueno ir Yonesaki, 2004). Paeilia gkspresuojamos fago
ankstyvosios, viduriniosios ir élyvosios mRNR, kurios yra nuosekliai
kaupiamos ir degraduojamos priklausomai nuo fagstywyosi etapo. Toki
banguoi gen; raiSky pirmiausia skatina laipsniSkas bakterijos-Seinkém
RNR polimerazs modifikavimas (Miller ir kt., 2003). Kitas mechamas,
palaikantis laipsnisk gen raiSky, yra pries tai buvugimRNR degradavimas
vélesreje stadijoje, pvz. #Myvojoje infekcijos stadijoje modifikuota bakterge
Seimininkks RNR polimerag aktyviai nuraso &yvasias mRNR, tuo tarpu
viduriniyjy geny mRNR transkripcija yra nutraukiama, ir jos degm@dmos

labai greitai.

1.2.2.1 Escherichia colimRNR degradacija

Bakterijose mRNR degradacija yra vykdoma kartu gk endo- ir
egzonuklea@ms. Pirmiausiai endonukleaatpazsta sklimo taikinio selg ir ja
hidrolizuoja taip inaktyvuodama transkept kad jis tapi netinkamas
transliuoti. Papildomi endonukleolitiniai dkmai padalija mRNR fragmentus.
Tik po to, kai MRNR yra hidrolizuojama endoribonegti;, egzoribonukleazs

ja suskaido iki mononukleotid(Deutscher, 2006).
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E. coli yra rasta ir apraSyta daugiau nei 20 RNa@eutscher, 1988;
Deutscher, 1993a, 1993b; Tock ir kt., 2000; Otsukaronesaki, 2005).
Pagrindits  RNazs, dalyvaujatios  mRNR metabolizme  yra
endoribonukleas E, G, lll, P ir 3-5' egzoribonukleas Il, R, PNPaZ bei
oligoribonukleaz (ORN) (Otsuka ir Yonesaki, 2005; Yamanishi ir Yeaki,
2005; Deutscher ir kt., 2006) (4 pav.).

Degradacija
mRNR
RNazés
E
Pradiniai G
skelimai Il
P
v
mRNR fragmentai
Degradacija Il
egzonukleazémis R mononukleotidai
PNPazé
v

oligonukleotidai
ORN l

mononukleotidai

4 pav.E. coli mRNR degradacijos schema (Deutscher, 2006).

Be to, buvo nustatyta, kad endoribonukkeZztaip pat gali bti svarbiE.
coli mMRNR degradacijai (Perwez ir Kushner, 2006). Kikoscoli nukleazs
dalyvauja rRNR bei tRNR brandinime (Steege, 200Dauguma tinj
prokariog turi tik 3>5' egzoribonukleazes (Rauhut ir Klug, 1999; Deana i
Belasco, 2005). Iki Siol zinoma tik viena bakterfa subtilig, turinti 5—3'
egzoribonukleazJ1 (Mathy ir kt., 2007, 2010; Lehnik-Habrink ir. k2012).

Manoma, kad mRNR degradacijga. coli dazniausiai prasideda, kai
transkripg kerpa pagrindini€. coli mMRNR degradacijos fermentas RN&z.
Zymiai resiau mRNR degradavimas Siosgstekbse prasideda, kai transkript
skelia viena iS § endonukleazj; RNaz Ill, RNaz G arba RNaz P
(Schmeissner ir kt. 1984; Umitsuki ir kt. 2001;itAltman 2003; Deutscher ir
kt. 2006; Arraiano ir kt., 2010).

20



IStyrus ir charakterizavus baltymus, dalyvadjas mRNR degradacijoje
paaiskjo, kad RNR degradacija yra labai organizuotastelinis procesas,
kuriame dalyvauja ne tik nuklegs bet ir kiti bakterijos baltymaiE. coli
atveju, baltymai dalyvaujantys mRNR degradacijo®cpse yra randami
dideks molekuliets masgs komplekse — degradosomoje. Kita pagriadin
MRNR apykay reguliuojanti grup yra prie RNR prisijungiantys baltymaiy J
prisijungimas prie RNR stabilizuoja arba destabiia mMRNR veikdamas
transkripty prieinamumng ribonukleazms (Anderson ir Dunman, 2009). Yra
nustatyta, kad mRNR stabilumas priklauso ir nug kieiksny, tokiy kaip
transliacijos iniciacija ir elongacija, antrnistrukiiry buvimas 5 ir 3
netransliuojamose srityse ir poliadenilinim&oipurn ir Mackie, 1999Kushner,
2004 Carpousis ir kt., 20QBelasco, 201D

Bakterinp mRNR gyvavimo trukréd taip pat priklauso nuo to, ar
transkriptas yra susijugg su ribosomomis. EksperimentiSkai yra parodyta,
kad daugelis mMRNR galili destabilizuotos, esant mutacijoms SD srityje; ku
yra atsakinga uz susiriSinsu ribosomos 16S rRNR (Wagner ir kt. 1994; Sharp
ir Bechhofer, 2003). PrieSingai, mutacijos, kurigmgerina ribosom
prisijungimg, gali prailginti mMRNR gyvavimo truke(Jain ir Kleckner 1993;
Matsunaga ir kt., 1997). Sie rezultatai rodo, kixbsomy prisijungimas prie
RBS srtiy padeda apsaugoti mMRNR nuo ribonuklgagoveikio (Deana ir
Belasco, 2005; Dreyfus, 2009; Pedersen ir kt., 2011

1.2.2.2. Bakteriofago T4 endoribonukleaz RegB

Endoribonukleaz RegB yra sekai speci#BnRNaz, kuri skelia mRNR
GGAG motyw, o retais atvejais GGAU motyy per viduj. Efektyviausi Sios
RNazs sklimo taikiniai yra fago T4 ankstyyy transkripty tarpgenigse
srityse. Efektyviai kerpami GGAG motyvai daznainla ankstyyjy geny SD
sekose (Uzan ir kt., 1988; Ruckman ir kt., 198Ms®a ir Uzan, 1993, 1995).
Skeldama ankstyyy transkripty SD sekas, RegB ne tik efektyviai iSjungia |

transliacip, bet ir destabilizuoja ankstyvuosius transkriptuBauguma
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ankstywjy transkript,, skirtingai nei vidurinieji ar &yvieji, yra jautis Siai

ribonukleazei (Sanson ir kt., 2000). Fago TdgB mutanto (regBL52)
ankstywjy transkripty cheminis pusperiodis padid iki 4 kary, tuo tarpu
funkcinis pusperiodis padvigéja. Tuo tarpu vidurinjjy ir vélyvyjy transkripty

stabilumas iSlieka toks pat tielegB, tiek regB" fago infekcijos atvejais.
Remiantis Siais duomenimis buvo padaryta iSvadd, RagB vaidina esmjn
vaidmen efektyviam gen raiSkos perjungimui iS ankstyvosigsviduriniaja

stadip (Sanson ir kt., 2000).

Skeldama mRNR ribosamatpazinimo vietose, RegB nukléaautraukia
ankstywjy mRNR transliacg, taciau yra zinoma, kad Si nukleazali ir
stimuliuoti kai kuriy prieSreplikacini baltymy sintez, pvz.. nesant RegB
baltymo, DNR polimeras (gp43) sintexs lygis sumaga. Tai paaiSkinama
tuo, kad monocistroniniai gert8 transkriptai transliuojami daug efektyviau uz
policistroninius (Hsu ir Karam, 1990). RegB nukleazkeldama ankstyyi
policistronin transkripg 50 nt prieS gen43, padidina monocistronigiSio geno
transkripty kiekj ir paSalina prieSjjesanias transliacijos inhibicijos sekas
(Sanson ir kt., 2000). Taigi RegB nukléaZunkcija gali lati panaudojama tiek
ankstywjy geny raiskos reguliacijai, tiek p&imui nuo ankstyujy prie
viduriniyjy baltymy sintezs, nes vidurinieji transkriptai turi konkuruotild
ribosomy su gausiais ankstyvaisiais transkriptais.

Fago T4 genasgB yra nuraSomas nuo tipisko ankstyvojo promotoriaus,
kuris yra iSsidstes prie$ pategB geny. Sis genas koduoja RegB baltynkuris
yra sudarytas iS5 153 amingXiy, tarp kurip dominuoja lizinas ir argininas
(Uzan, 2001). Fago T4 endoribonukléaRegB reguliuoja savo sintgz
kirpdama tiek SD srityje esanEGAG moty, tiek ir tris papildomus GGAG
motyvus, esahius koduojarioje regB transkripto dalyje (Ruckman ir kt.,
1989).

Tyrimy metu buvo parodyta, jog nukleégzRegB fermentiniam aktyvumui
pasireiksti in vitro nereikia kity fago T4 baltym, tatiau RegB aktyvumn
mazdaug 100 kaytstimuliuojaE. coliribosomos 30S subvienetas, kai tuo tarpu

50S subvienetas jokiogtakos aktyvumui neturi. Buvo nustatyta, jog
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ribosominis baltymas Sih vitro stimuliuoja RegB aktyvum(Ruckman ir kt.,
1994). S1, esantis 30S ribosominiame subvienete digziausias ribosominis
baltymas (556 ar.). Jis sudarytas iS 6 pasikartajgkonservatyw S1 motyw,
kurie yra aptinkami daugelyje tiek prokariotjnitiek eukarioting baltymy,
dalyvaujagiy RNR metabolizme (Sorensen ir kt., 1998). Tiesiégimveikos
tarp RegB ir S1 éra aptikta, todl bendras RegB veikimo mechanizmasan
visiSkai iSaiskintas.

Ne visas GGAG sekas RegB skelia vienodai efektytiai Sios sekos yra
iSsidésciusios geno koduojdinje dalyje, tetranukleotidas yra skeliamas
neefektyviai arba visai neskeliamas. Motyvai GGA&Gantys vidurinjjy arba
vélyvyjy transkripty SD sekose, taip pat yra atspmiRegB endoribonukleazei
(Sanson ir kt., 2000). Buvo nustatyta, katlyvyjy transkripty GGAG motyvali,
esantys SD sekose¢ra skeliami ir dviplazmidi@je sistemoje. Tai rodo, kad
Sios sekos tiesiog ¢l RegB nukleas substratai (Sanson ir kt., 2000).
Viduriniuosiuose genuose GGAG motyvai nedgausliuo tarpu #yvuosiuose
transkriptuose GGAG motyvas yra neretas (iS é4wyjy geny yra 14, t.y.
32 %), t&iau buvo nustatyta, kad nei vienas i§ néra skeliamas
endoribonukleass RegB nein vitro (Sanson ir kt., 2000). Kaip RNaRegB
atpazsta ir pasirenka specifinius &ikno taikinius, iki Siol rera zinoma.
Manoma, jog tai gali lemti struktizuota GGAG sekos konformacija, kairi
pateikia arba stabilizuoja 30S ribosominis baltyn®ds (Lebars ir kt., 2001;
Bisaglia, 2003; Aliprandi ir kt., 2008). §jama, kad baltymas S1 gali pakeisti
MRNR antrig strukiirg taip, kad joje esantis RegB nukléazaikinys tampa
lengviau atpaigtamas Sios nukleéz (Lebars ir kt., 2001).

Atlikus RegB hidrolizuojam ir nehidrolizuojamy seky analiz, buvo
nustatyta, jog be konservatyvios GGAG sekos, hirlnojama RNR turi AU
turtinga sritj sekos GGAG 3' gale. Taip pat Sioje srityje bevesbuvo citozino,
kai tuo tarpu nehidrolizuojamuose transkriptuosezonai visada aptinkami
(Uzan, 2001). ISanalizavus iki Siol zinomus RegRiteus buvo parodyta, kad
fago T4 endoribonukledz RegB skeliama seka apima 11 viengésnBNR
nukleotid;, tarp kurip yra 100% konservatyvus GGA tripletas 5' gale ir
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degeneruota konservatyvi seka uz jos. LaipsniSkacoe analiz, fago T4
RNR skeliam ir neskeliamg seky bei nukleotid, pakaity specifirese padtyse
tyrimai, leido aptikti toky konservatyw taikinio sely: GGAGRAYARAA,
kurioje R yra bet koks purinas, o Y — bet kurismidinas (Durand ir kt., 2006).
2007 met pradzioje buvo nustatyta endoribonukkssaRegB tretia struktira.
Nepaisant to, kadéna jokio sek panaSumo, o aktyviojo centro aming&iy
liekanos yra skirtingos organizacijos, RegB yrauldiiriSkai panaSi toksiny-
antitoksiny sisteny endoribonukleazes YoeB ir RelE (Odaert ir kt., Z20&Kaip
ir RegB, ribonukleazss YoeB ir RelE turi miSy paraleli/antiparalelig f
kloste, 0 prieSaisg yra dvi spirats (5 pav.).

5 pav. Endoribonukleaziy RegB, RelE ir YoeB erdvireés struktiros (Odaert ir kt., 2007). Paveik:
raudona ir oranzine spalvomis pa&jos konservatyvios spiraks, o Zydra spalva konservatyvio$
klostes. Mélyna spalva pazy#ti nekonservatylrs motyvai.

Taciau tarp Sy trijy ribonukleazy yra ir struktriniy skirtumy (6 pav.).
Pagrindiniai skirtumai yra Sie:
* pirmosios RegB spirés$ (6 pav. H1) é&ra YoeB/RelE,
* ribonukleazse YoeB/RelE trumpoje antroje vijoje yra insercija,
tokia pat insercija yra penktojoje RegB vijoje,
* YoeB atveju antrinj strukfiriniy element ilgiai skiriasi nuo
randany RegB strukiiroje,

* YoeB H2 spiral yra ilgesg uz atitinkamas spirales, es@s
RegB ir RelE.
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RegB RelE YoeB

6 pav. Endoribonukleazy RegB, RelE ir YoeB struktirini y elemeny iSsidestymo schemaOdaer
ir kt., 2007). Paveiksle raudona ir oranzZine spailigopazynétos konservatyvios spiraks, o Zydr
spalva — konservatyvigsklosgs. Mélyna spalva pazy#ti nekonservatyirs motyvai.

Buvo nustatyta, kad tarp endonuklep#RegB, YoeB ir RelE yra ir
funkciniy panasSum. Ribonukleaz RelE taip pat atpagta trinukleotidines
sekas, be to, ji, o kai kuriais atvejais ir YoeRelsa MRNR sej-taikin tarp
antrojo ir tr&iojo nukleotido taip pat kaip ir RegB (Pederserkir, 2003,
Christensen ir kt., 2004). Buvo palsita endoribonukleazes RegB, RelE ir
YoeB iSskirti j naup struktiriSkai ir funkciSkai atskiy ribonukleazi Seiny,
kurios naés pasizymi siauru substratiniu specifiSkumu ir geaktyvuoti
MRNR, esaéiag ribosomos viduje (Odaert ir kt., 2007).¢i@u RelE ir YoeB
yra aktyvios tik gveikaudamos su ribosomominiais subvienetais (ktnmai
su 30S ir 50S) (Yamaguchi ir Inouye M., 2011), dRegB tiesiogiai s/eikauja
su S1 iki Siol #ra nustatyta. RelE neturi ribonukleazinio aktyvumovitro ir
yra aktyvi tik ribosomose vivo (Pedersen ir kt., 2003). Ji hidrolizuoja mRNR
nespecifiSkain vivo (Hurley ir kt., 2011). YoeB yra aktyvi in vitro, tatiau in
vivo skelia tik aktyviai transliuojamas mRNR (Christensr kt., 2004).

Endoribonukleaz RegB hidrolizuoja transkriptus taip pat kaip ir 8&8A,
RNaz T1, RNaz T2, barnag, YoeB bei RelE ir Sioms nukleamns giminingi
fermentai: RNR 5' galifje dalyje susidaro —OH gréapo 3' galikje dalyje —
2',3'—fosfodiesteris, kuris galiab hidrolizuojamas toliau (7 pav.) (Saida ir kt.,
2003; Neubauer ir kt., 2009; Feng ir kt., 2013).
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7 pav. Barnazs, RNazés A, RNazs T1, RNazs T2, RelE, YoeB ir RegB vykdom
fosfodiesteringés jungties hidrolizavimo schemgSaida ir kt., 2003).

Visos zinomos transfosforilag turi viery arba du histidinus ir vien
glutamirg aktyviajame centre. Buvo parodyta, kad pakeitus8Aj4RegB
aktyvumas yra panaikinamas, tuo tarpu H68A pakagamazina
endoribonukleas aktyvum penkis kartus (Saida ir kt., 2003; Odaert ir kt.,
2007). T&iau Sie du histidinai yra prieSingose baltymo dalysnegali kartu
formuoti katalitinio centro. Visi Kiti histidinai &B funkcijai yra nesvaiis.
Q19 ir Q105 yra galimi kandidatai aktyvaus centmrnfavimui. Buvo
parodyta, kad mutacija Q19 sumazina RegB toksigkubet visiSkai jo
nepanaikina. Manoma, kad argininai taip pat gafi bvarkiis RegB funkcijai,
kadangi R11, R56 ir R52 mutacijos sumazina RegBvaiig (Odaert ir kt.,
2007). T&iau tiksli aktyviojo endoribonukle&s RegB centro struita vis dar
yra nenustatyta.

Manoma, kad endoribonukleaRegB potencialiai géaty skelti ir E. col
GGAG motyvus, taip sustabdydama fransliacig. Preliminafis duomenys
rodo, kad SD vyraujantis motyvas GGAG yra dazneseidik E. coli, bet ir
kity T4 gimining; bakteriofag bakteriy-Seimininkiy transkriptuose. T@au iki
Siol yra nustatytas tik viends coli genasftsZ) kur hidrolizuoja RegB (Uzan,
2001, 2009).
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1.2.2.3.E. coli endoribonukleazs fago T4 RNR metabolizme

1.2.2.3.1. Endoribonukleag E

PagrindinisE. coli mMRNR degradacijos fermentas yRNaz E, kuri
nepasizymi specifiSkumu sekai ir hidrolizuoja viesngdes AU turtingas sekas
(Ehretsmann ir kt., 1992; Lin-Chao ir kt., 1994 prbl yra nustatyta didebalis
jos hidrolizuojang taikiniy, tatiau ngmanoma nusiii RNazs E kirpimo viety
vien tik remiantis RNR sekomis arba stiikimis (Kaberdin, 2003). Ji turi
taikinius beveik visuoseE. coli transkriptuose ir hidrolizuodama mRNR
sukuria naujus taikinius -35' egzoribonukleaans taip pagreitindama
transkript; degradacy. RNaz E skeldama RNR teikia pirmenylbems RNR
substratams, kurie 5' gale turi monofosfatigrupe ir néra aktyviai
transliuojami (Mackie, 1998, 2000; Baker ir Macka®03). Substratai, 5' gale
turintys hidroksilo arba trifosfatin grupes yra hidrolizuojamiétai ir labai
neefektyviai (Jiang ir kt., 2000; Jiang ir Belas2004). Nustéius RNazs E
kristalo erdvig strukiirg, buvo patvirtinta, kad RN&zE turi strukiiring
kiSerg, kuri skirta 5'-galinei monofosfatinei grupei ppisgti (Callaghan ir kt.,
2005). 2007 metais buvo nustatyta, Kad coli koduoja specifin fermeng
pirofosfohidrolaz (RppH), kuri transkript 5' gale esafias trifosfatines grupes
vercia monofosfatiamis (Celesnik ir kt., 2007; Deana ir kt., 2008). & E
gali practti mMRNR degradacijdviem hidais: tiesiogiai skeldama transkriptus,
turincius gale trifosfat, arba nuo 5' galo priklausomu mMRNR degradacijos
keliu, kai trifosfatirt liekana veikiant pirofosfohidrolazei yra pakema 3'
monofosfatu (Belasco, 2010). Taip pat, R&&zgali hidrolizuoti transkriptus
po kity endoribonukleani arba savo paos sklimo, kai 5' gale lieka
monofosfatig grupe.

EksperimentiSkai buvo parodyta, kad kai kiEiecoli transkriptai gali bti
spatiai degraduojami net ir tuo atveju, jei 5' gak¥aamonofosfatids grugs
(Baker ir Mackie, 2003; Kime ir kt., 2010). Tai lmhoma aiskinti nauju mMRNR

destabilizavimo modeliu, pagal kudu ar keli transkripto viengrandziai
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segmentai greikaudami su RNaze E galiitb skeliami nepaisant to, ag j5'
gale yra monofosfatas (Kime ir kt., 2010)¢iBau kol kas Sis modelis yra mazai
tirtas ir rera aiSku ar atspindi situagiin vivo.

RNaz E yra esmia bakterijos ribonukleaz jos perteklius arba
nepakankamumas gali apsunkinteks augim ir vystymasi (Apirion, 1978;
Claverie-Martin ir kt., 1991; Jain ir kt.,, 2002)NRz E vykdo savo paos
autoreguliacy taip uztikrindama savo pastpkiekj lgstekje. Fermentas karpo
savo transkript taip paspartindamas mRNR degrada¢iudd ir Higgins,
1993; Jain ir Belasco, 1995; Diwa ir kt., 2000; Saur kt., 2001; Ow ir kt.,
2002). Kai RNags aktyvumas yra mazas arba kai jos transidtigikiniy tampa
daug rne karpymas sumapa, &l to padaugja RNazs E baltymo. Tokie
veiksniai, kaip nekoduoj&os RNR, prie RNR prisijjungiantys baltymai ir
transliacijoje dalyvaujantys veiksniai daznai nebgiai turijtakos RNags E
poveikiui transkriptams-taikiniams, keisdami jpasiekiamum fermentui
(Anderson ir Dunman, 2009).

RNaz E yra 1061 ar. baltymas, susidedantis iS funkciSfartingy
domemn. KatalitiSkai aktyvios N-galiés baltymo dalies (1-498 ar. liekanos)
pakanka fermento ribonukleazinei funkcijai vykdyfluo tarpu C-galié
baltymo dalis (499-1061 ar. lieknos) susideda @dlipo liekanomis turtingos
jungties, kuri palengvina fermentgveika su vidine membrana, arginino
liekanomis turtingo su RNR susirisam domeno bei C-galinio domeno, prie
kurio gali jungtis daugiabaltyminio komplekso — dmdpsomos baltymai
(McDowall ir Cohen, 1996; Vanzo ir kt., 1998; Khamir kt., 2008). Fermentas
yra homotetramerinis, tokia jo strakd yra svarbi katalitinio centro
susiformavimui (Carpousis, 2007). Be to, kad RNBzdalyvauja daugumds.
coli transkripty degradacijoje, ji taip pat dalyvauja sRNR (Massé&ti, 2003;
Kim ir Lee, 2004, rRNR (Ghora ir Apirion, 1978; Li ir kt., 1999) iRNR (Ow
ir Kushner, 2002; Li ir Deutscher, 2002; MohantKisshner, 2008) brendime ir

visame bakterijos RNR metabolizme.

RNaz E Iastekje aptinkama multifermentiniame komplekse

degradosomoje. Kartu su RNazg Hegradosomos séiijl jeina PNPaz, RNR
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helikaz B (RhIB) ir enolag. Degradosoma, manoma, vaidina svyavhidmerj
MRNR degradavime (Carpousis ir Krish, 1994; Carmoukt., 2002; Bandyra
ir kt.,, 2013), tdiau réera hitinas elementas transknptdestabilizavimui
(Carpousis, 2007).

Nustatyta, kad bakteriofago T4 mRNR metabolizmenikleaz E veikia
visu fago vystymosi ciklo laikotarpiu (Mudd ir kt1,990). Tai rodo, kad Sis
baltymas #ra degraduojamas fago infekcijos metu, bet yra pdojamas jo
vystymuisi. Keletas RN&s E sklimo taikiniy fago T4 transkriptuose yra
nustatyti (trys iSy rasti geno32 transkript; sekose, vienas genegt ir dar
vienas — genasoc transkriptuose) (Mudd ir kt., 1988; Otsuka ir k2Q03),
tatiau manoma, kad dauguma jos taikimiar réra aptikti. Nustatyta, kad tiek
cheminis, tiek funkcinis fago T4 transkmpstabilumas yra atitinkamai 4 ir 2
kartus didesnis fagui vystantis RNazE ts mutantuose nepermisyise
salygose (Masse ir kt., 2003). Parodyta, kad ir fagb vystymasis Zymiai
suktéja ir galutire fagy iSeiga maga 50 procenf fagui vystantisE. coli
kamiene turidiame mutaciy rne gene (Mudd ir kt., 1990).

Kaip minéta, RNaz E atparsta sel, kurios sudtyje yra daug AU
nukleotid;. Bakteriofago T4 genomo séigje yra ~65,5 procentai AT
nukleotidy (Miller ir kt., 2003), tuo tarpu bakterija-Seimimké jy turi tik apie 50
procent. Tokl manoma, kad fago T4 transkriptai turi daugiauepotaly
RNazs E sklimo taikiniy, nei E. coli transkriptai (Uzan, 2009), diau
infekcijos metu kintant RN&s E specifiSkumui, fago transkripatsparumas
Siam fermentui padigla (Ueno ir Yonesaki, 2004).

Néra nustatyta, ar degradosoma turi lgokprs reikSm fago T4 mRNR
degradacijai ir ar degradosoma yra modifikuojangfenfekcijos metu. Taau
yra parodyta, kad fago infekcijos metu, baktergesmininkes transkripd
destabilizavimui degradosoma yra reikalinga (Uen@hnesaki, 2004). Taip pat
néra jrodymy, kad bakterijos-Seiminirdlse RNR pirofosfohidrolaz RppH
dalyvauja T4 transkrigtdestabilizavime (Uzan ir Miller, 2010).
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1.2.2.3.2. Endoribonukleag G

RNaz G (anksiau vadinta CafA) yra RN&s E paralogas (Wachi ir kt.,
1991; McDowall ir kt., 1993), kuris priklauso RNazt/G Seimai ir dalyvauja
RNR degradacijos ir brendimo procesuose (Tock.ir2Q@00; Carpousis ir kt.,
2009). RNaz G yra homologiSka RN&gz E N-galiniam domenui, Kkuris
panasug RNazs E atitinkam domen 35 procentais. Téau RNaz G neturi
arginino liekanomis turtingos srities ir C-gadndalies (McDowall ir kt., 1993;
Okada ir kt., 1994), d to ji negali formuotij degradosom panaSaus
komplekso (Briant ir kt., 2003). Sie du fermentaii tpanag specifiSkum:
RNaz G, kaip ir RNaz E, skelia viengrandes RNR AU turtingose srityse ir
teikia pirmenylg tiems RNR substratams, kurie 5' gale turi monafosf grupe
(Jiang ir kt., 2000). Be to, buvo nustatyta, kadaRNG labiau nei RNazE yra
jautri 5' monofosforilintam galui (Tock ir kt., 20D 5-monofosfatig grup,
kuri stimuliuoja RNazs G aktyvum, yra sukuriama RppH (Deana ir kt., 2008)
arba kitos endonukleéz, pvz. E, RNaxs Il (Lee ir kt., 2002). Téau
biologinés RNazy E ir G funkcijosE. coli yra skirtingos: RNaz E yra hitina
E. coli augimui ir yra ypa svarbi mRNR degradacijai bei tRNR ir rRNR
brendimui (Apirion, 1978; Ono ir Kuwano, 1979; OmKiushner, 2002). RN&z
G réra hatinas E. coli fermentas. Jo nebuvimas nesukelia pastebimaigzalin
efekly E. coli augimui bei daugelio RNR subrandinimui, netgj kurios,
manoma, yra priklausomos nuo RNg% (Wachi ir kt., 1997; Lee ir kt., 2002).
Endoribonuklea#zs G bakterijos dstekje yra apie 25 kartus maZziau nei jos
homolog's — RNags E (Lee ir kt., 2002).

Esant normalioms fiziologims glygoms, RNaz G negali
komplementuoti RNas E funkcij (Wachi ir kt. 1997, Lee ir kt. 2002, Ow ir
kt., 2003). Net padidinus vidadtelin endoribonukleas kielj 30 kart;, RNaz
G negali komplementuotine-1 (ts mutantas)arba rne41018 (rne delecija,
nulinis mutantas) mutagij Tatiau RNazs G mutantai, turintysng-219 arba
rng-248 mutacijas, gali iS dalies pavaduoti RNaE mRNR degradacijos

procese bei Siek tiek tRNR brendimo procese, ttmut@S rRNR brendimas yra

30



visiSkai komplementuojamas (Chung ir kt., 2010).

Naudojant mikrogardali metod,, buvo nustatyta, kad RNazG
kontroliuoja transkript, susijusi su cukyg metabolizmu, kiekius (Lee ir kt.,
2002). Be to,dsteks turirtios inaktyvuod RNaz G sintetino didelius piruvato
ragSties kiekius (Sakai ir kt., 2007). Sie tyrimailop kad RNaZ G yra susijusi
su pagrindini metaboliny keliy reguliavimuE. coli (Arraiano ir kt., 2010).

RNazs G molekulid mas yra 56 kDa, t&iau po baltym elektroforezs
yra stebimos dvi baltymjuosteés, IS kury didesnioji — 112 kDa. Jei prieS
elektroforez j tirpalg jdedama 2-merkaptoetanolio, didesnioji juastghyksta.
Tai rodo, kad RNaz G gali formuoti dimeg per disulfidinius tiltelius (Fang ir
kt., 2009).

Manoma, kad RNazG, taip pat kaip ir RNazE, dalyvauja bakteriofago
T4 mRNR apykaitoje. Bakteriofago T4 iSeiga su#@z30 proceni fagui
vystantysE. coli kamiene, turitiame rng geno mutacy (Uzan, 2009). Tai
rodo, kad Si endoribonukleaztaip pat dalyvauja fago T4 transkmpt
degradacijoje, bet iki Siol Sios endoribonukksaz taiking fago T4
transkriptuose nerasta. ¢lau buvo parodyta, kad fago infekcijos metu
padictja paios E. coli mRNR jautrumas RNazei G (Ueno ir Yonesaki, 2004).
Tai rodo, kad ji dalyvauja iE. coli mMRNR degradacijoje fagis infekcijos

metu.

1.2.2.3.3. Endoribonukleag Il

RNaz Il yra dvigrandinei RNR (dgRNR) specifirRNaz (Bradwell ir
kt., 1989), kuri dalyvauja koduojaiy ir nekoduojatiiy RNR degradacijoje bei
brendime (Court, 1993; Nicholson, 1999; Drider irondon; 2004).
Dvigrandires RNR hidroliz yra svarbi daugumos gemaiskai ir reguliavimui
ne tik bakterijose, bet ir kitose organigngrupese. RNaz Il |astekje yra
homodimerig (Li ir Nicholson, 1996). Vienas endoribonukléazsubvienetas

(226 ar.) yra sudarytas iS N-galinio nukleaziniongmo ir C-galinio prie RNR
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prisijungiartio domeno.

Endoribonukleag Il gali paveikti gem raiSky dviem hidais: arba
hidrolizuodama dgRNR ir veikdama, kaip aktyvus fentas, arba kaip
reguliatorinis baltymas, kuris prisijungia prie dgR, bet jos neskelia
(Oppenheim ir kt., 1993; Dasgupta ir kt., 1998;i@dageman ir Nicholson,
2003; Nicholson, 2013). RNéa4ll gali skelti tiek naifiralios, tiek sintetias
kilmés dgRNR iki ma# 10—18 bp dvigrandigifragment. VWkstant hidrolizs
reakcijai, vienas iS dvigj prie dgRNR prisijungiatiy domern (dsRBD)
atpaista tinkamg substraf ir prie jo prisijungia, kartu pritraukdamas nukiea
domen ir antrjj dsRBD. Taip suformuojamas tinkamas katalitinis kteksas
dgRNR degradavimui (Blaszczyk ir kt., 2004). Sisakitinis kompleksas skelia
dgRNR, palikdamas 3'-hidroksilnr 5'-fosfatire grupes RNR galuose bei 2 nt
ISsikiSimg 3' gale (Robertson, 1982; Court, 1993; Meng irhdison, 2008;
Nicholson, 2013). $i endoribonukleaz koduojantis genamc néra bitinasis,
tatiau mutacijagame turirtios bakterijos auga zymiaidiau (Nicholson, 1999).
Buvo manoma, jog RNa&g Il vaidmuo mRNR degradacijojeira reikSmingas.
Taciau naujausiais mMRNR transkniptkuriy kiekis buvo reguliuojamas esant
RNazs Ill pertekliui, tyrimais buvo parodyta, kad. coli genome yra dar
beveik 100 galim RNazs Il taikiniy (Sim ir kt., 2010; Stead ir kt., 2011). Taip
pat buvo nustatyta, kad RNa#ll dalyvauja osmosinio Soko gerdm (Sim ir
kt.,, 2010; Kim ir kt., 2010) irproU (Kavalchuk ir kt., 2012) transkript
degradacijoje. Sie tyrimai rodo, kad RNaltl gali padti E. coli prisitaikyti
prie greitai pasikeitugi aplinkos glygy, kontroliuodama tikslinj transkripty
kiekius (Stead ir kt., 2011). Be to, RNd#l dalyvauja tRNR ir rRNR brendime
(Bram ir kt., 1980).

RNaz Il taip pat dalyvauja fago T4 RNR metabolizmegiaa panasu,
kad jos vaidmuo éra svarbus, kadangi bendras funkcinis T4 mRNR Istiadais
E. coli RNazs IlI* ir RNazs I~ kamienuose iSlieka toks pat (Mudd ir kt.,
1990). Iki Siol era nustatyti du skimo taikiniai fago T4 gend9 mRNR (Barth
ir kt., 1988). Si dgRNR specifénendoribonukleaz dar dalyvauja fago T4
tRNR brendimo procese (Pragai ir Apirion, 1981).
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1.2.2.3.4. Endoribonuklea& LS

2005 metais buvo atraska coli RNaz LS, dalyvaujanti fago T4 RNR
metabolizme (Otsuka ir Yonesaki, 2005). IS pradbuvo pasteia, kad
bakteriofago T4 ASR 61.5 esaimtinbermutacija sutrikdo fago vystyssi. Sis
ASR buvo pavadintadmd Tolimesny tyrimy metu buvo nustatyta, katind
mutanto baltym sintez iki viduriniosios infekcijos stadijos pradzios yra
normali, o liau gemp uvs 23 ir soc transkriptuose buvo aptikti
endonukleolitiniai s&limai, kuriy nebuvo randama laukinio tipo fago T4
transkriptuose. Buvo nustatyta, kad fago T4 infekciciklo metu genasgmd
reikalingas mRNR stabilumo reguliavimui (Ueno imésaki, 2001). Kai genas
dmd yra neveiklus, fago T4 vidurinieji irélyvieji transkriptai degraduojami
labai greitai. Toki greiy degradacy§ lemia dmd mutantui ldingi mRNR
skélimai. Buvo nustatyta, ka#. coli koduojama endoribonukleat.S sukelia
dmd mutantams fidingus mMRNR s#imus, taip sutrikdydama fago vystymosi
ciklg. Baltymas Dmd yra RN&z LS inhibitorius, tuo tarpu iSgrynintas Dmd
baltymasin vitro RNazs E aktyvumo neveikia ir su ja tiesiogiai pesikauja.
Sis faktas rodo, kad bakteriofagas T4 turi iSyystsudtinga RNazi
reguliavimo mechanizg (Kanesaki ir kt., 2005; Otsuka ir Yonesaki, 2005;
Otsuka, 2007).

Biochemini tyrimy duomenys pardd kad RNags LS aktyvumas yra
susigs su didels molekuliks mags (~1000 kDa) kompleksu, Kusudaro
daugiau nei 10 baltym Du iS j buvo nustatytii RnlA ir triogs
fosfatizomerag. Pastaroji randamadtekje panasiais kiekiais kaip ir RnlA ir
Su ja susiriSa. Mutacija triég fosfatizomerazs gene iS5 dalies palaiko
defektywy dmd gery turinéio fago vystymasi, &l to, kad RnlA ir triozs
fosfatizomerag funkciSkai gveikauja tarpusavyje. Iki Sioléna Zinoma, ar
RNaz LS turi tik viery endonukleazinaktyvumy (greiiausia suteikf RnlA
baltymo). Be to, nenustatyta ar RnlA aktyvumasweikiamas kit komplekso
komponeng (Uzan ir Miller, 2010).

Buvo nustatyta, kadnlAB operonas priklauso Il tipo toksjrantitoksin
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sistemai, kurioje baltymas RnlA yra toksinas, oBRgta antitoksinas (Koga ir
kt., 2011). Fagas T4 sustabdo bakterijos-Seimisrgemn raiSky iSkart pateks

1 lastek (Svenson ir Karlstrom, 1976; Kashlev ir kt., 1998no ir Yonesaki,
2004), todl nestabilus RnIB baltymas yra degraduojamas fagtywmosi ciklo
pradzioje, dl ko padictja RNazs LS aktyvumas. Nesant Dmd baltymo, fagas
T4 negali vystytis @ greitos ¢lyvyjy mMRNR transkripi degradacijos, kugi
sukelia RNag LS (Kai ir kt.,1996). Baltymas RnIB supresuoja RB&LS
aktyvumg. Buvo nustatyta, kad nesant RnIB, baltymas Rnlkon&oliuojamai
degraduoja daugurE. coli mMRNR (Koga ir kt., 2011). Taip pat visai neseniai
buvo nustatyta, kad baltymas Dmd ne tik veikia kaiptitoksinas pries
bakterijos koduojam toksig RnlA, bet ir prieS ki E. coli toksip — LSOA,
taip apsaugodamas fago T4 mMRNR nuo degradacijosiziikrindamas
sekmingg fago vystymsi. Tai yra pirmas nustatytas atvejis, kai fagadukga
vieng antitoksiny, kuris veikia prie$ kelgttoksing (Otsuka ir Yonesaki, 2012).

RNazs LS specifiSkumas bei veikimo modelis darannustatyti. 1S ~30
nagrirety viduriniyjy ir vélyvyjy transkripty, RNaz LS dazniausiai skelia
viengrandes mRNR turdnas pirimidig 3' gale (Kai ir kt., 1996; Kai ir
Yonesaki, 2002; Kanesaki ir kt., 2005). Gaitibkad ir kiti nukleotidai 3' gale
turi reikSng endonukleolitiniam simui. 1Sskyrus Siuos pastéimus, daugiau
jokiy panadi sekos arba struktos motywyy RNazs LS taikiniuose neaptikta
(Uzan ir Miller, 2010).

RNaz LS dalyvauja irE. coli mMRNR apykaitoje, t8au jos poveikis
transkriptams yra nedidelis lyginant su RNaze Es@®a ir Yonesaki, 2005).
Manoma, kad pagrindén endoribonukleas LS funkcija yra bakterijos-
Seimininkés apsauga nuo bakteriofggo fago T4 baltymas Dmd yra

reikalingas tai apsaugpieikti.

1.2.2.4E. coli egzoribonukleazs

E. coli yra nustatytos 8 egzoribonukléaz iS5 j yra 4 pagrindias

procesyvios 355' egzoribonukleas, kurios vykdo mRNR fragmant
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degradavim iki mononukleotidy (Donovan ir Kushner, 1986; Ghosh ir
Deutscher, 1999). Sios keturios egzoribonuldeaz yra
polinukleotidribonukleaZz (PNPaz), RNaz Il, RNaz R ir oligoribonukleag.

PNPaz yra egzonukleaz kurios fermentinio aktyvumo rezultatas yra
nukleozid 5'-difosfatai, tuo tarpu RNazl ir RNaz R yra nukleags, kurios
oligonukleotid; galuose palieka nukleozid-monofosfatines grupesorsN
kiekviena 1S &i trijy egzonukleazi turi skirtingas katalitines savyhegy
funkcijos zymiai persidengia (Deutscher, 200E). coli mutant;, neturirtiy
vienos i$ trijj egzoribonukleag, augimas nepakinta, tarodo, kad lik du
fermentai gali atlikti ir tikstany funkcija. Lasteks, turirtios dviey ferment
butinyjy ar. mutacijas yra negyvybingos (Donovan ir Kusht6B6). lastekse,
kuriose yra neveikis RNaz R ir PNPaz koduojantys genai, pradeda kauptis
VgRNR ir dgRNR fragmentai,étito Iasteks ziva (Cheng ir kt., 1998; Cheng ir
Deutscher, 2003, 2005).

Egzoribonukleazs PNPagz, RNaz Il ir RNaz R negali visiSkai
degraduoti mRNR iki galutigi produkty — mononukleotid (Ghosh ir
Deutscher, 1999). Mazus 2-5 nt ilgio mRNR fragmenii mononukleotid
suskaido fermentas oligoribonukléa®anoma, jog tai yra vieniniebiologine
oligoribonukleags funkcija hstekje (Niyogi ir Datta, 1975; Yu ir Deutscher,
1995; Ghosh ir Deutscher, 1999). Genas, koduojdntesmeng, yra litinasis.
Nesant oligoribonukle@s, hstekje ima kauptis trumpi oligonukleotidai¢idko
lastek ziiva (Ghosh ir Deutscher, 1999).

RNaz Il ir RNazé R turi tiek strukiiriniy, tiek funkciny panasum. Jy
antrirés strukftiros panasios 60 % (Cheng ir Deutscher, 20GRablejy N-gale
randami du Sé&lo streso domenai (CSDS), taip pat randamas céntrin
nukleazinis domenas ir S1 domenas C-gale (Barb&s.,ir2008; Vincent ir
Deutscher, 2009). NepaisantySipanasum, RNaz R yra iSskirtir
egzoribonukleaz, kadangi ji skaldo dvigrandines RNR be RNR helikaz
pagalbos (Cheng ir Deutscher 2002; Vincent ir Dehgs 2006, 2009). Si
egzoribonukleaz turi du aktyvumus — nukleazinir helikazin, kurie yra

nepriklausomi vienas nuo kito. CSD2 domenas tutik@ein; aktyvunmy, o
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CSD1 arba S1 domenai reikalingi jo optimaliam aktywi palaikyti (Awano ir
kt., 2010).In vivo, pagrindit RNazs R funkcija yra mRNR degradavimas
antriniy strukiiry vietose (Cheng ir Deutscher 2002, 2003; Li ir RD02).E.
coli Iagstekse, RNags R kiekiai padidja nuo 3 iki 10 karf Safio streso metu,
stacionarioje augimo stadijoje, bei kitomis stregtygomis (Cairrao ir kt.,
2003; Cheng ir Deutscher, 2005; Andrade ir kt.,600

RNaz 1l yra 70 kDa monomerinis baltymas, kuris hidraliga
viengrandines mRNR. DeSimt nukleafigra minimalus RNR molekés ilgis,
reikalingas RNa&s Il aktyvumui pasireiksti, o galutinis produktasayketuriy
nukleotid; oligomeras (Amblar ir kt., 2006, 2007). RNazl skelia
viengrandig RNR apie keturis kartus gtgau nei RNaz R. Ta&iau RNaz R
negali hidrolizuoti trumpesis nei 10 nt RNR, tuo tarpu RNadl iSlieka
procesyvi ir palieka di- ir trinukleotidus (VincemtDeutscher, 2009).

Iki Siol ngrodyta ar bakterijos-Seiminiak 3>5' egzoribonukleas
RNaz Il, PNPaz, RNaz R ar RNR pirofosfohidrolaz RppH dalyvauja
bakteriofago T4 mMRNR apykaitoje. dau panasu, kad RNail iSlieka aktyvi
fago infekcijos metu, kadangi ji reikalinga fago TRNR brendimui (Uzan,

2009). Kiy fermenty aktyvumg faginés infekcijos metu dar reikigiodyti.

1.2.3. Fago T4 gemraiskos reguliacija transliacijos lygyje

Fagas T4 savo baltymsintezei daugiausia naudojgsteks-Seimininks
transliacijos aparat Paties fago T4 genome koduojamos tik kai kureguf
specifires tRNR (Mosig ir Hall, 1994) ir transliagijreguliuojantys baltymai-
represoriai (Miller ir kt., 1994). Fago baltymaiaypradedami sintetinti labai
greitai po jo DNR patekim@lgstek. Yra nustatyta, kad jau po 1 min nuo fago
T4 DNR patekimqg Iastek-Seimininke, Sios baltym sintez yra sustabdoma.
Taip atsitinka @l fago T4 mRNR savyhi (tokiy kaip Saino ir Dalgarno sek
stiprumas) bei keleto fago indukuojaniransliacijos aparato modifikagij
(Miller ir kt., 1994). Reikia pamikti, kad bakterijos-Seiminirds baltymy

transliacija yra stabdoma net tuo atveju, Earcoli yra infekuojama fagimis
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dalekmis, vadinamais defektyviais fagais, nettiams galvué¢je DNR. Buvo
nustatyta, kad po infekcijos defektyviais fagaisingninkés ribosomos yra
paruoSiamos transliuoti iSskirtinai fago T4 mRNRao@W ir Eiserling, 2006).
Yra nustatyta, kad ribosomos, iSskirtos iS faguiffiékuoty lasteliy, skiriasi
nuo isskiry i bakterijos-Seimininds tik S1 baltymu. Sis baltymas yra vienas
IS keleto baltym, kurie yra ADP-ribozilinami fago koduojamo baltyrivtodB
(Tiemann ir kt.,, 1999). Ribosominis baltymas S1 ydalja mRNR
prisijungime ir kodonams specifinitRNR atrankoje (Subramanian, 1983;
Potapov ir Subramanian, 1992), ¢gbchanoma, kad Si modifikacija mazina S1
giminingumg ribosomoms ir tuo p@au bakterikms mMRNR. Be to,
riboziltransferaz Alt, kuri yra fago galvtiy sucktiné dalis ir taip pat ribozilina
S1, yra atsakinga uz defektyvfagy sukeliam efeky (Mosig ir Eiserling,
2006). Nustatyta, kad riboziltransfeéalZlodB ribozilina ir E. coli elongacijos
veiksn — EF-Tu (Depping ir kt., 2005). d@u kokios galimos to pasekshkol
kas rera zinoma, manoma, kad Si modifikacija taip patigabuti susijusi su
geny raiSkos reguliacija transliacijos lygyije.

Pagrindiniai faktoriai, lemiantys efektwitranskripty transliacig, yra
apspesti pirmirgje  mRNR struldroje (de Smit ir van Duin, 1990).
Transliacijos efektyvumas priklauso nuo Saino-Daiga sekos stiprumo,
iniciacijos kodono, atstumo tarp SD ir iniciacijgsdono, nukleotid, supagiy
iniciacijos pradzi, antrojo transliacijos kodono, o taip pat antfimhRNR
struktiry (Kutter ir Wiberg, 1969).

Kai kurios fago T4 mRNR sudaro tarpmolekulines R¥Rikfiras, kurios
tiesiogiai veikia transliacijos iniciacijos efekiymg. Tokios slopiklies RNR
struktiros yra fago T4 koduojaingen; e, soG 49 ir I-Tevi mRNR (Miller ir
kt., 1994). Siais atvejais, SD seka ir/arba AUGcimijos kodonas yra
paslepiami RNR dvigrandéfe struktiroje, tai silpnina 30S subvieneto
prisijungimy ir transliacijos iniciacijos komplekso susidaryifzan ir Miller,
2010). Gerai istirtas yra ger®(koduojaiio lizocima, reikalingy bakterijos-
Seimininkés lgsteks suardymui) atvejis.Genas e yra nuraSomas tiek

ankstyvojoje, tiek #lyvojoje fago vystymosi ciklo stadijose, bet baligsyra
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sintetinamas tik &yvojoje stadijoje (McPheeters ir kt., 1986). J& pity
transliuojamas ankstyvojoje stadijojgstek-Seimininké bity suardoma fagui
nepabaigus savo vystymosi ciklo. Transkriptai, ratgi ankstyvojoje
vystymosi stadijoje, yra ilgesni ir formuoja slojle RNR strukiirg, kuri
sumazina lizocimo sintez100 karty, lyginant su transkriptais, kurie tokios
RNR struktiros neturi. Transkriptai, nurasSyti nu@lyvyjy promotory, yra
trumpesni ir neturi sek formuojartiy antrines RNR strukitas, todl yra
normaliai transliuojami (Uzan ir Miller, 2010).

Bakteriofago T4 transliacijos reguliacijoje dalyyauvairis baltymai,
tatiau jie visi yra represoriai. Siems represoriama yidinga autogeni
kontrok, t.y. jie reguliuoja ir savo sintez Nustatyta, kad bakteriofagas T4
koduoja 3 transliacijos represorius: gp32, gp4RBegA. Pirmieji du gveikauja
tik su savo pédy mRNR, tuo tarpu RegA jungiasi su ~30uykliei su nuosava
mRNR (Miller ir kt., 1994; Uzan ir Miller, 2010). i® baltym; mRNR
atpazinimo taikiniai yra smeigtuko pavidalo antsanarba sugtingesrés
struktiros, esa&ios prieS  mMRNR transliacijos iniciacijos sritis. Dauguria
coli ir fago T4 transliacijos represqrikonkuruoja su ribosomomis éld
nukleotid; seky, kurias transliacijos iniciacijos metu uzima ribos, padengia
tas vietas (sekas) ir tuoudu neleidzia susidaryti transliacijos iniciacijos
kompleksui (Miller ir kt., 1994).

Kitas svarbus elementas yra Saino-Dalgarno sekiatit@-9 nukleotid
ilgio fragmento 5-UAAGGAGGUGAUC-3' dal(Shine ir Dalgarno, 1974).
Dazniausiai tai tha 4-6 nukleotidai iS AGGAGG sekos (Stormo ir RO86).

Si seka yra komplementari 16S rRNR 3'-gadirdalies nukleotigl sekai 5'-
GAUCACCUCCUUA-3'. Qveika tarp Sios sekos ir SD srities yra svarbi
transliacijos iniciacijos tikslumui ir efektyvumutransliacijos iniciacija gali
vykti ir be SD sekos, téau gana neefektyviai. Atstumas tarp iniciacijos
kodono ir SD sekos yra svarbus veiksnys baltymosintezei. Sis atstumas gali
buti nuo 5 iki 13 nukleotid, tatiau dazniausiaiE. coli atveju kina 8
nukleotidai, o fago T4 atveju — 6 nukleotidai (Millir kt., 1994; Malys, 2012).

Mazesnis nei 5 nukleotid atstumas labai sumazina baltymo sigsez
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efektyvuny (Stormo ir kt., 1986). SD sekvyraujantis motyvas yra GGAG
arba GAGG - Sios sekos stipriai jungiasi prie &ii-sekos. Abu motyvai
vyraujaE. coli transkriptuose vienodu dazniu ir sudaro daugiawb8eés visy
SD seky motyw; (Ma ir kt., 2002). Bakteriofagas T4 GGAG setiri maziau
nei GAGG, ir pastarosios vyrauja ankstyvuosiuose wduriniuosiuose
genuose (Malys ir Nivinskas, 2009; Malys, 2013)fekta galima luty aiskinti
tuo, kad GAGG g&ly uztikrinti fago T4 mMRNR apsagg nuo
endoribonukleass RegB, kuri, kaip buvo méta anksiau, efektyviai skelia
GGAG motyw. Be to, motyvas GAGGgseikoje su anti-SD seka yra toks pats
efektyvus kaip ir GGAG, 0 GAGGA net ir dar efektgwes. Motyvas GGAG
yra aptinkamas tuose ankstyvuosiuose genuose; kaktyvavimas turi bti
vykdomas iS karto po ankstyvosios fago T4 geaiSkos stadijos (Malys,
2012). SD pagrindinio motyvo variantas GAGGA taigt puri trinukleotic
GGA, kuris gali sudaryti RegB &kmo viety tuo atveju, jei yra pries A-turting
sely, toks atvejis buvo nustatytanotB geno atveju (Durand ir kt., 2006),
taciau tokie alternatyls taikiniai yra hidrolizuojami maziau efektyviai.

Efektyviai transliuojamos mMRNR yra atsparEesndegradacijai, nes
ribosomy prisijungimas prie RBS sy padeda apsaugoti mRNR nuo
ribonukleaziy poveikio (Deana ir Belasco, 2005; Dreyfus, 2008détsen ir
kt., 2011).

1.3. Bakteriofago T4 koduojama polinukleotidkinaz

Fago T4 ankstyvojo gemmseTkoduojamas baltymas PNK (Sirotkin ir kt.,
1978) katalizuojay-fosfato grugs pernas nuo adenozintrifosfato (ATP) arba
nuo kity nukleozidtrifosfal (Novogrodsky ir kt., 1966) ant polinukleoiicb'-
hidroksilo grugs (Richardson, 1965). Be to, PNK taip pat turid3fatazs
aktyvumg, kuris yra nepriklausomas nuo ATP (Cameron ir dhkck, 1977;
Sirotkin ir kt., 1978) ir gali hidrolizuoti 2',3'iklines fosfodiesterines jungtis
(Amitsur ir kt., 1987). Fago T4 PNK monomeras (20 yra sudarytas iS N-
galinio kinazs (1-147 ar.) ir C-galinio (148-301 ar.) fosfatszlomen (Wang

39



ir Shuman, 2001; Wang ir kt., 2002; Galburt ir 2002; Eastberg ir kt., 2004;
Zhu ir kt., 2007). N-galiniame domene yra 5'-kigmzaktyvusis centras, 0
C-galiniame - 3'-fosfatag aktyvusis centras. Sie du aktyvumai yra
nepriklausomi vienas nuo kito (Soltis ir Uhlenbed®82; Wang ir Shuman,
2001). Aktyvus baltymas yra homotetramerinis pgipmas. PNK tetrameras
susiformuoja @ sgveiky tarp fosfatags-fosfatags ir kinazs-kinazs
homodimeq (Galburt ir kt., 2002).

N-gale esarntkinazs domeno aktyyjj centy sudaro hbtinosios ar. K15,
S16, D35, R38 ir R126 (Wang ir Shuman, 2002), bejaime yra itin
konservatyvus A é&fues motyvas GXXGXGKS, Kkuris yra aptinkamas
daugelyje nuo NTP priklausapiosfohidrolazy ir fosfotransferazj (8 pav.).
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8 pav. Kinazinio domeno konservatyvumasA) E. coli GntK (gliukonatkinazs), T4 PNK i
archgjiniy bei eukariotini PSTK (O-fosfoseril-tRNREC kinaziy) ar. sek palyginimas. IdentiSke
amino fgstys yra pazygtos vienoda spalva, Zvaigzdatzymi hitingsias aminargstis. Vir§S paveiksl
yra pazymti: A déZutts motyvas, konservatyvi Asp liekana Walkerio B nvatybei konservatyvi
RxxxR motyvas, kuris dalyvauja prisijungiant ATPi b@ordinuoja Mg2 jong fago T4 PNK be
bakterijos GntK atvejais. B) fago T4 PNK kinazimimmeno strukira. C) E. coli GntK kinazinic
domeno strukira. D) M. jannaschiiPSTK kinazinio domeno strulta (Sherrer ir kt., 2008).

T4 PNK geba fosforilinti jvairius DNR ir RNR substratus, tiek

viengrandinius, tiek dvigrandinius, o minimalus jasbstratas yra 3'-
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fosfatmononukleozidas (Richardson, 1965). PNK &ilpirmenyls tiems
oligonukleotidams, kurie gale turi guanino bato tarpu dc¢iausiai fosforilina
substratus turifius citozirg 5' gale (apie 6 kartus maziau efektyviai lyginsint
guaninu) (van Houten ir kt., 1998; Tang ir kt., 8D0Tiek vgDNR, tiek dgDNR
molekuks, turirtios iSsikiSusius 5' galus, yra fosforilinamos zynaéektyviau
nei dvigrandigs moleku¢s, turirtios bukus arba iSsikiSusius 3' galus (Lillehaug
ir kt., 1976). Nustatyta, kad fago T4 kigazaktyvumui fatini magnio jonai,
optimalus veikimo pH yra nuo 7,4 iki 8,0 (Richardsd965), be to, kinazin
reakcija yra gztama.

ATP prisijungus prie PNK, susidaro kompleksas, &ome kinags
aktyvusis centras yra suformuotas iS negilaus tondb pavirSius sudarytas
beveik vien tik iS turitiy kravj arba poliny ar. liekam, jskaitant R126, K129,
K15, S16, R138, D35, T86 ir N33. Keletas hidrofobiar. liekam (P11, V131,
V135 ir M139) taip pat padeda formuoti tunelio sks. Nukleotido

prisijungimo kiSes formuojama elektrostatigisgveiky déka (9 pav. A).

9 pav. Fago T4 PNK aktyviju centry struktiiros: A) kinazinio domend) fosfatazinio domeno
(Galburt ir kt., 2002).

Batinosios aminargstys, formuojatios fosfatazinio domeno aktyp
centy, yra D165, D167, R176, R213, D254 ir D278 (Wan§human, 2002) (9
pav. B). Nustatyta, kad fago T4 fosfatazaktyvumui ktini magnio arba

kobalto jonai, optimalus veikimo pH yra 6,0, ir fazs reakcija geriau vyksta
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esant DNR, o ne RNR substratui (Cameron ir Uhlekb&877).

Fago T4 PNK priklauso didelei 5'-kina#3'-fosfatazi Seimai, kurios taiso
pazeistas nukledg&iy grandines veikdamos kartu su atitinkamomis DNRaarb
RNR ligazmis. Vienintet iki Siol Zzinoma biologie T4 PNK funkcija buvo

bakterires tRNRY® antikodom kilpy reparacija (Amitsur ir kt., 1987) (10 pav.).

A. prrC priklauso Ic tipo Ecoprrl R-M grupei

[ hsdM > hsdS >| prrC hsdR >
B. PrrC domenai
| NTPazés/Ecoprrl saveika |  ACNaz¢ |
ABC ATPaz¢ tRNR atpazinimas
,PrrC dézuté” katalize

C. PrrC saveikos

Ecoprrl
(HsdR,M,S)

‘ PNK tRNR™
Rnll

10 pav. PrrC tRNR antikodono nukleazs ir fago T4 gynybos mechanizmo sistem@Jzan i
Miller, 2010). A) E. coli genasprrC yra hsd geny sankaupojeB) PrrC turi Ngalini domen, kuris
saveikauja su NTPaz beiEcoprrl kompleksu, ir Cgalini domen (prasidedantnuo 265 ar.), kur
dalyvauja tRNR atpazinime ir turi antikodono nuldieg aktyvumy. C) tRNR sklimo ir T4 reparacijo
sisteny veikimo modelis: PrrC prisijungia priecoprrl ant DNR kaip neaktyvi endoribonukleg
Fago T4 inf&cijos metu, fago koduojamas polipeptidas stp jomgjia prie Ecoprrl taip aktyvuodan
antikodono nukleag el kurios yra skeliama tRNf® antikodonir kilpa. PaZeista tRNR yra atstatc
PNK ir RNR ligazei | veikiant kartu.
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Bakteriofago T4 infekcijos mett&. coli prr* kamiene, fago koduojamas
baltymas Stp prisijungia prie Ecoprrl/PrrC komplek3ai ketia Ecoprrl/PrrC
saveika, indukuojami konformaciniai PrrC po&wi, dél kuriy yra
aktyvuojamas tRNR® antikodono nukleazinis PrrC aktyvumas. Siam proces
vykti reikalinga GTP hidroliz. PrrC jvedamas ftikis bakterijos lizino tRNR
antikodono kilpoje (tai yra vienintelis zinomas stratasin vivo) yra atsakas
fago T4 infekciy (Levitz ir kt., 1990; Tyndall ir kt., 1994; Pennigrkt., 1995;
Uzan ir Miller, 2010). E. coli genasprrC yra randamasEcoprrl gen,
koduojargiy Ic tipo restrikcijos-modifikacijos baltymus, grtjp. Sie genai
ISsidkste tokia tvarka: hsdM-hsdS-prrC-hsdRUzan ir Miller, 2010). Hsd
baltymai yra susijungj multimerin komplekg HsdR2M2S (10 pav.).

D¢l tRNRYS pazaidos, yra efektyviai sustabdoma baltybiosintez, ir
taip sutrikdomas fago replikacijos procesas. Fagasvoliucijos eigoje iSvyst
tRNR reparacijos mechanizmFago T4 PNK tRNRS kilpoje atsiradusius 5'-
hidroksilinj ir 3'-fosfatin galus, paliktus baltymo PrrC, pakiaij 5'-fosfatin ir
3'-hidroksilin. Modifikuoti RNR galai toliau gali #ti liguojami T4 RNR
ligazés 1 (Rnll). Taip bakteriofagas atstato tRNR ir dediti transliacig ir
vystymgsi. Manoma, kad PNK modifikuoja tiek 3', tiek 5'lg& vieno
prisijungimo metu (Galburt ir kt., 2002).

1.4. Baltymyg modifikavimas bakteriofago T4 infekcijos metu

Beveik visi eukariaf ir prokarioyy baltymai yra modifikuojami
transliacijos metu arba iSkart po jos. Potransti@cmodifikacija (PTM) —
vadinama polipeptidigs grandigs modifikacija, @l kurios baltyny struktiroje
atsiranda pokyiai, tokie kaip polipeptido sulankstymas, amimgiiy
modifikavimas, disulfidinio tiltelio susidarymas bar iSardymas, baltygn
modifikacijos palengvinatios jy susiriSing su kitais baltymais arba
nukleomgstimis, pvz. glikozilinimas, acetilinimas, funkajn grupiy
prijungimas. PTM kaila baltymo dyd bei strukiira. Baltymas gali bti

modifikuojamas vienu metu keliais skirtingaisudais. Potransliacis
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modifikacijos gali ti chemires, kai prie polipeptiding grandinyg yra
prijungiamosjvairios funkcires grugs arba kaliama amino @igsties chemié
prigimtis. Taip pat zinomos ir peptidis modifikacijos, kai baltymai ar peptidai
prisijungia prie kit baltymy, pakeisdamiy konformaciy ir funkcijas.

Ankstyvajame bakteriofago T4 vystymosi ciklo etgpa sintetinama daug
nedideés molekulires mass peptid, kurie modifikuoja bakterijos-Seiminigk
baltymus. Pvz., fago T4 genalmd— koduoja baltyns, modifikuojani RNaz
LS (Otsuka ir kt., 2007)ys — koduoja peptigl t, modifikuojang E. coli valil-
tRNR sintetaz (Neidhardt ir kt., 1969)in — koduoja Lon prote&s inhibitoriy
(Skorupski, 1988)arn — koduoja RgIB baltymo inhibitayi (Dharmalingam ir
Goldberg, 1976; Dharmalingam ir kt., 198%tp — koduoja polipeptid,
aktyvuojani tRNAYs-specifire antikodono nukleaz PrrC (Kaufmann ir kt.,
1986),alc — koduoja citozia turincios DNR transkripcijos inhibitogi (Kashlev
ir kt., 1993). Be to, ankstyvajame fago vystymokiec yra sintetinama daug
nenustatytos funkcijos peptid kurie greéiausiai irgi dalyvauja pertvarkant
bakterijos-Seimininés metabolizm.

Iki Siol nustatyta tik viena fago T4 vykdoma chemirbaltymy
modifikacija — ADP-ribozilinimas. Fagas T4 kodudjas riboziltransferazes
Alt, ModA ir ModB. Nustatyta, kad Sie fermentai oilina E. coli baltymus
bei pasizymi autoribozilinimu (Depping ir kt.,, 2005Baltym; ADP-
ribozilinimas yra svarbus procesas tiek prokagidiek eukariof lgstekse.
Prokarioty genomuose vyrauja mono ADP-ribozilinimas, kurio tungrie
baltymo jungiama viena ADP-ribég grug. Mono-ADP-riboziltransferazs
katalizuoja ADP-ribozilo pernasnuo substrato ADP-ribozil-nikotinamido
(NAD™") ant arginino arba histidino liekarmodifikuojamame baltyme. ADP-
ribozilinimas pakeiia teigianyg Arg arba His liekan krivi dviem neigiamais
fosfatiniy grupiy kraviais (Rohrer ir kt., 1975; Bell ir Eisenberg, 1996
PernaSos reakcija kea elektrostatip baltymo potencial kartu paveikdama
baltymo-baltymo arba baltymo-DNR (RNRjveikas (Kamzolova ir kt., 2000;
Corda ir Girolamo, 2003).
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Fago T4 riboziltransfergs Alt ir ModA dalyvauja geq raiSkos
reguliacijoje: fago koduojamas baltymas Alt modiitfa vieno iS dvigj RNR
polimerazs a subvienat Arg?®® aminofigst, kuri yra litina a-CTD sjveikai
su ankstyvojo promotoriaus UP elementu ir su kelaty E. coli baltymy-
aktyvatoriy, tuo tarpu monoriboziltransfer@azModA ribozilina abu RNR
polimerazs o subvienetus ir taip k&a bakterijos-Seimininds ir fago
promotoriy aktyvuny, kad gadty vykti viduriné transkripcija (Hinton, 2010).
Baltymas ModB ribozilina ribosomos baltygn®1 (Tiemann ir kt., 2004).
coli elongacijos faktoy Ef-Tu, trigerin veiksn ir kelety kity bakterijos-
Seimininkés baltymy. Tyrimais buvo parodyta, kad baltymai Alt, MotANfotB
ribozilina dar ek kity E. coli baltymy (Depping ir kt., 2005). Bakteriofago T4
riboziltransferazes koduojantys gerai, modA ir modB néra hitinieji fago
vystymuisi standartiémis laboratoridamis glygomis (Goff ir Setzer, 1980),
tatiau daugelio bakterijos-Seiminia& baltymy ribozilinimas rodo, kad Sie
geny koduojami produktai galiii labai svarlas fago replikaciniam cikluiyj
natiralioje aplinkoje.

Manoma, kad daugelis infekavuysibakterip-Seiminink: bakteriofag
keicia jos fermenj aktyvumy, tatiau kol kas yra nustatyti, tik bakteriofago T7
koduojami veiksniai galintys modifikuoti bakterijoaukleazes. Fago T7
koduojama baltymp serino/treonino kinazfosforilina RNaz Il ir stimuliuoja
jos aktyvuma (Mayer ir Schweiger, 1983), tuo tarpu REsZE fosforilinimas
stabilizuoja fago T7 RNR polimeréz susintetig mRNR (Marchand ir kt.,
2001). Be to, fago T7 koduojamas baltymas (proiaem) fosforilina
ribosomin baltymy S1 bei transliacijos iniciacijos veiksnius IF1 21k IF3,
taip stimuliuodamas élyvosios fagits mRNR transliacy (Robertson ir kt.,
1992). Pastajy met; tyrimy duomenys rodo, kad bakteriofagai T2 bei T4 taip
pat gretiausiai modifikuojaE. coli RNazes E bei G, keisdamj gpecifiSkum
substratams (Ueno ir Yonesaki, 2004; Kanesaki if RD05). Nors §i
modifikacijy mechanizmaséna istirtas, panasu, kad jis yra konservatyvus T4
giminingy bakteriofag tarpe. Neabejotina, jog fagas T4 koduoja ir daugia

bakterijos Seimininés baltymus modifikuojafiy peptid; ir modifikacijos
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ferment, tafiau jie dar nenustatyti, nes beveikctlalio fago T4 koduojam
produkiy funkcijos iki Siol rera zinomos. Apibendrinant litefatnius
duomenis galima teigti, kad bakteriofago T4 anksyvranskripty brendimas
ir degradacija yra tirti menkai, d. coli nukleazi poveikis faginiams
transkriptams tirtas tik pavienigen; atvejais. Todl Sio darbo tikslas buvo
nustatyti ankstywjy transkripty metabolizme dalyvaujg&ius fago T4 irE. coli

fermentus beiy veikimo tarpusavio priklausomyb
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Bakteriofagai,E. coli kamienai, plazmidinés DNR

Bakteriofagai:

1 lentek. Darbe naudoti bakteriofagai.

Bakteriofagas Pagrindis savyls Saltinis
T4* Laukinis kamienas Gautas iS dr. W.
B. Wood
T4K10 I/IS sistemos fagas (38amB262| Gautas i$S dr. K
51amS29 denAnd28 denB-| N. Kreuzer
rlIBArlIPT8)
T4regB (regBL52) Gautas iS dr. M.
Uzan
(Ruckman ir
kt., 1989)
RB42 T4 giminingas bakteriofagas Gautas IS dr.
Carlson
RB49 T4 giminingas bakteriofagas Gautas is dr.
Carlson
T4 _H88 T4ArlIB Gautas iS dr. L
W. Black
T4K10M14 Fagas T4K10 koduojamame baltym8ukonstruotas
PNK turintis G14D ar. pakajt Sio darbo metu
T4K10M229 Fagas T4K10 koduojamame baltym8ukonstruotas
PNK turintis H229R ar. pakait Sio darbo metu
T4K10PNK+ Fagas T4K10, turintis atstatyt Sukonstruotas
funkcional; pseTgeny Sio darbo metu
T4K10APNK Fagas T4K1QpseT Sukonstruotas
Sio darbo metu
T4APNK Fagas TApseT Sukonstruotas
Sio darbo metu
T4dell2 Fagas T4urintis, rlll -30.1srities geg | Gautas iS dr. L
delecip Truncaits
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Bakteriy kamienai:

2 lentek. Darbe naudotiE. coli kamienai.

argF)U169 [@80dA(lacZ)M15]

Kamienas Pagrindirs savyls Saltinis Paskirtis
E. coli[N3433 | [Hfr(PO1), lacZ43(Fs),A~ rne-| Gautas iS5 dr. B Endoribonukleass
rne3071ts)] 3071(ts, relAl spoT thi-1] Regnier E poveikio antrinj
skélimy atsiradimo
tyrimui
E. coliBE (sup) Gautas iS dr. L. W T4  tipo fag
Black dauginimui
E. coliN3433 | (HfrH lacZ434 relA spoT1 thi-1)| Gautas iS5 dr. P Endoribonukleass
Regnier E poveikio antrinj
skélimy atsiradimo
tyrimui
E. coliGW10 | K12 kamienas W3110 zcei Gautas iS dr. M| Endoribonukleags
726::Tn1Q Wachi G jtakos antrini
skélimy atsiradimo
tyrimams
E. coliGW11 | K12 kamienas (GW1ldg::cat) Gautas S dr. M| Endoribonukleass
Wachi G jtakos antrini
skélimy atsiradimo
tyrimams
E. coliGW20 | K12 kamienas (GW1lde-1) Gautas S dr. M| Endoribonukleazj
Wachi G ir E jtakos
antriniy skelimy
atsiradimo
tyrimams
E.coliGW21 | K12 kamienas (GW10rne-1| Gautas iS8 dr. M| Endoribonukleazj
rng::cat) Wachi G ir E jtakos
antriniy skelimy
atsiradimo
tyrimams
E. coliMH1 (araD139 AlacX74 galUu galK | Gautas iS dr. K. N I/S sistemog
hsdR rpsl. Kreuzer kamienas fago T4
mutant;
konstravimui
E. coliBE_BS | (sup) Gautas i§ dr. K. N I/S sistemos
Kreuzer kamienas fago T4
mutant;
konstravimui
E. coliCR63 | (supD ser) Gautas iS dr. K. N[ I/S sistemos
Kreuzer kamienas fago T4
mutant;
konstravimui
E. coliDH50 | F gyrA96 (Nal) recAl relAl| Isigytas iS Pharmaciga Plazmidzi
endAl thi-1 hsdR17 {r nx*) transformacijai  ir
ginv44 deoR  A(lacZYA- padauginimui
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Kamienas Pagrindés savyls Saltinis Paskirtis
E. coli | [F" ampT hsd§ (rsmg)gal dcnj | Isigytas iS Avidis RNR indukcijai i
C41(DE3) DE3 skyrimui. Baltymy
RnagG, ModA,
ModB, Alt, EF-Tu
ir PNK

superprodukcijai

Plazmidiniai vektoriai:

3 lentek. Darbe naudotos plazmids ir plazmidiniai vektoriai.

Plazmid Pagrindirts savyks Saltinis Paskirtis
PET21(+) IPTG indukuojamas ekspresijoksigytas i§| Rekombinantiny
vektorius. Af¥, lacl, T7 promotorius, Novagen plazmidzi
pMB1 konstravimui,
geny raisSkos
tyrimams
pACYC184 T&, CnT, p15A Gauta i$ dr. V| Naujo
Sik3nio plazmidinio
laboratorijos konstrukto
konstravimui
pBSPLO+ turisupFgers, Gauta IS dr. K| T4 mutant
Kreuzer. konstravimui
(Selic ir kt.,
1988)
pPET16b IPTG indukuojamas ekspresijoksigytas i§| Rekombinantiny
vektorius. Af¥, lacl, T7 promotorius, Novagen plazmidzi
pMB1 konstravimui,
geny raisSkos
tyrimams ir
baltymy
superprodukcijai
pET16b- pET16b pagrindu sukonstruotaSukonstruota | Fago T4 gend
ModB rekombinantig plazmic, turinti fago T4| dr. L. | modB jterpimui j
gery modB, jterpg i Ndel ir BamHI| Kalinien¢s kita ~ plazmidir
taikinius (Tiemann ir kt.,| vektoriy
2004)
pTKR1 rekombinantié plazmice, turinti fago T4| Sukonstruota | Fago T4 genaalt
gery alt dr. A. | jterpimui | Kkitg
Raudonikiegs | plazmidin
(Koch ir kt., | vektoriy
2005)
prT4regB PET21(+) pagrindu sukonstrugt&ukonstruota | Geny jterpimui j
rekombinantié plazmic, turinti fago T4/| dr. L. | kita  plazmidin
gery regB, jterpyy j Ecl136ll ir Xhol | PieSiniers vektoriy ir gemny
taikinius (PieSinie  ir | raiSkos tyrimams
kt., 2004)
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Rekombinantias plazmias

4 lentek. Darbe sukonstruoty rekombinantiniy plazmidziy klonavimo schemos.

Rekombinantia Plazmidini | Vektoriui Fragmento Saltinis DNR DNR
plazmict s vektorius paruosti matricos | fragment
i kurj naudoti Saltinis ui
jterpiamas| fermentai paruosti
fragmentas naudoti
fermentai
pT4regB_T4g55.2' PT4regB | Xhol, PGR su| Fagas T4 PNK
Bpul102I pradmenimis 19 if T4*
20
pT4regB_T4nrdC.3' | pT4regB | Xhol, PGR su| Fagas T4 PNK
Bpul102I pradmenimis 21 if T4*
22
pT4regB_T4modB' @T4regB | Xhol, PGR su| Fagas T4 PNK,
Bpul102I pradmenimis 23 i T4* Xhol
24
pPET16b_rnag pET16b Ndel, PGR su| E. coli Ndel,
BamHI pradmenimis 36 if BamHl
37
pPET16B_ef-tu pET16b Ndel, PGR su| E. coli Ndel,
BamHI pradmenimis 8 ir 9 BamHI
pl128-21-1 _modA pl128-21-1  Hindlll, PGR su| Fagas Hindlll,
Ecl136ll pradmenimis 6 ir 7 | T4* T4 PNK
pl28-16b_alt pl28-16b BamHl, Fragmentas  buvo Fagas BamHl,
Ndel/T4 iSkirptas is| T4* Kpnl/T4
DNR rekombinantigs DNR
polimeraz plazmics pTKR1 polimera
z¢
pl28-16b_modB pl28-16b Ndel, Fragmentas  buvo Fagas Ndel,
BamH iSkirptas is| T4* BamHl
rekombinantiis
plazmicts pET16b-
ModB
pT4PNK pl28-21-1| Ecl136ll, PGR su| Fagas Hindlll,
Hindlll pradmenimis 1ir 2 | T4* T4 PNK
pT4K10PNK pl28-21-1| Ecl136ll, PGR su| Fagas Hindlll,
Hindlll pradmenimis 1 ir 2 | T4K10 T4 PNK
pBSPLO_T4PNK pBSPLO+| EcoRI/T4 | PGR su| Fagas Kpnl
DNR pradmenimis 1ir 3 | T4*
polimeraz,
Kpnl
PET16b_T4PNK pET16b Ndel, PGR su| Fagas Ndel,
BamHI pradmenimis 4 ir 5 | T4* BamHI
pPET16b_T4K10PNK| pET16b Ndel, PGR su| Fagas Ndel,
BamHI pradmenimis 4 ir 5 | T4K10 BamHI
p0_TdApseT pBSPLO+| EcoRI/T4 | Buvo sulieti du| Fagas T4 PNK,
DNR fragmentai. PGR su T4* Kpnl
polimeraz, | pradmenimis 38 if
Kpnl 39 bei40ir 41
p0_T4K1MpseT pBSPLO+| EcoRI/T4 | Buvo sulieti du| Fagas T4 PNK,
DNR fragmentai. PGR su T4K10 Kpnl
polimeraz, | pradmenimis 38 if
Kpnl 39 bei40ir 41
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Plazmicse jterpty DNR sekos buvo nustatytos VU Biotechnologijos

Instituto sekvenavimo centre.

2.1.2. Terpes ir buferiniai tirpalai

5 lentek. Darbe naudotos tergs ir buferiniai tirpalai.

Pavadinimas

Suitis

Paskirtis

Agarizuota LB terp

Bakto-triptonas 10 g, bakto-migli

ekstraktas 5 g, NaCl 10g, agafaéSambrook ir kt., 1989)

12g, vanduo — iki 1 litro

E. coli auginimui

Minkstas agaras (0,6 %) bakto-triptonas 0,75 gidakeliy | Fag; dauginimui ir
ekstraktas 0,37 g, NaCl 0,75 gtitravimui
NaOH 1N 0,15 ml, agaras 0,45 (g,
vanduo — iki 75 ml

TAE (tris-acetatinis) buferis| 40 mM tris-acetatasnM EDTA DNR elektroforeze

agaroziniame
(Maniatis ir kt., 1982)

gelyje

TBE (tris-boratinis) buferis

89 mM tris-borataspiM EDTA

DNR elektroforeze
poliakrilamidiniame gelyje
(Sambrook ir kt., 1989)

| tirpalas 50 mM gliukog, 25 mM tris-HCI| DNR skyrimui
(pH 8,0), 10 MM EDTA (pH 8,0)

Il tirpalas 0,2 N NaOH, 10 % natrio DNR skyrimui
dodecilsulfatas (SDS)

Il tirpalas 3 M natrio acetatas (pH 4,8) DNR skyii

PB (praskiedimo buferis) NEPO, — 7 g/l, KhPO:w — 3 g/l, | Bakteriofagy ~ saugojimui
NacCl 4 g/l, MgSQ7xH,0O - 0, 2 g/l | (Clowes ir Hayes, 1970)

DNR neginiy dazas 0,25 % bromfenolioélgnojo ir 40 | DNR  méginiy  analizei
% sacharogzs vandeninis tirpalas agaroziniame gelyje

(6x)

(Maniatis ir kt., 1982)

Galutinis baltyny pavyzdZio
buferis FSB

0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 1 % SDS
1 % 2-merkaptoetanolio, 10 ¢
glicerolis, 0,01 % bromfenolig
meélynasis tirpalas

, Baltymy analizei
tpoliakrilamidiniame gelyje

PNK buferis

0,2 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 0,
mM  EDTA, 10 mM B-
merkaptoetanolis

1Buferis PNK gryninimui

RnaG buferis

20 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 m
NaCl

MBuferis RnaG gryninimui

10-5 %
tirpalas

A/B sacharas

9,73 g akrilamido, 5,0 g sachaész
0,27 g bisakrilamido, vandens — i
73 ml

Baltymy elektroforezei
Ki

17,5-20 % A/B sacharég
tirpalas

17,5 g akrilamido, 20 g sachagsz
0,48 g bisakrilamido, vandens — i
73 ml

Baltymy elektroforezei
Ki

PNK saugojimo buferis

20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 28vim
KCI, 0.1 mM EDTA, 2 mM DTT ir

50 % (v/v) glicerolio

ISskirty ~ rekombinantiny
PNK baltymy saugojimui

0,5 M Tris-HCI 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 Baltymelektroforezei
1,5 M Tris-HCI 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 Baltymelektroforezei
Baltymy elektroforezs | 6,069 Tris, 28,84 g glicino, 2 g SDSBaltymy elektroforezei

buferis

vandens —iki 2 L
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Pavadinimas Suitis Paskirtis

Baltyminio daZzo| 50 ml metanolio, 70 ml actpBaltymy elektroforezei

atplaunamasis tirpalas ragsties, vandens —iki 1 L

A/B tirpalas 30 g  akrilamido, 0,8 gBaltymy elektroforezei
bisakrilamido, vandens — iki 100 m

STOP tirpalas 95 % formamido, 0,1 P®NR/RNR neginiy analizei

bromfenolio nglynojo, 0,1 %] poliakrilamidiniame gelyje
ksileno cianolio, 20 mM EDTA (pH
8,0)

2.1.3. Reagentai

Darbe naudoti reagentai: actaigétis, amonio persulfatas, agarpoz
akrilamidas, ampicilinas, chloroformas, chloramkatis, etanolis,
etidiumbromidas, etilendiamintetraactagstis (EDTA), fenolis, formamidas,
izopropil-1-tiof3-D-galaktopiranozidas (IPTG), glicinas, glicerolis,
karbamidas, kalio chloridas, N,N’-metilenbisakriliaias, magnio sulfatas,
merkaptoetanolis, metanolis, natrio acetatas, aatdhloridas, natrio
dodecilsulfatas (SDS), rifampicinas, N,N,N',N' -—traenetilendiaminas
(TEMED), sacharog, tetraciklinas.

Naudotas radioaktyvus junginysy-J?P]ATP (PerkinElmer).

Naudoti baltymai ir fermentai (Thermo Scientifid)nius): jawtio serumo
albuminas (BSA),Tag DNR polimeraz, Readef™ Taq DNR polimeraz, pfu
DNR polimerag, restrikcijos endonukleag: Hindlll, Ecl136l1l, EcoRlI, Kpnl,
Ndel, BamHI, Notl, Xhol, Eco881, Dralll, Pael, ScaPshAl, T4
polinukleotidkinaz, AMV atvirkstiné transkriptaz, T4 DNR ligaz, DNazl.

Darbe naudoti rinkiniai:

« Thermo Scientific, Vilnius: DNR skyrimo iS agaromngelio
rinkinys Silica Bead DNA Gel Extraction Kit, baltymdazymo
rinkinys Page Blue Protein Staining Solution, baliy
koncentracijogvertinimo rinkinys Protein Standart Sets.

« Zymo Research: plazmidgi skyrimo rinkinys ZR Plasmid
Miniprep™ — Classic, baltymp skyrimo rinkinys His-Spin Protein
Miniprep, RNR skyrimo rinkinys ZR RNA Mini Pré}4.
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* Bioline Reagents: kiekybinio tikro laiko PGR (kPGHRhkinys
Sensi Mix Probe One-Step.

6 lentek. Darbe naudoti sintetiniai DNR oligonukleotidai.

Eiles Pradmuo Oligonukleotigseka
nr.

1. T4 pseT.l _EcoRI_F 5-GACCTACATGATTGAATTCAATCATTA-3'
2. T4 cd.5_Hindlll_R1 5'-ACAATAGCCCAAGCTTTCATGGTG-3

3. T4 cd.4_Kpnl_R1 5'-CTTCCGTCAACAATAGGTACCATAGAC3
4, T4pseT_Ndel_F 5-CAATCATTAGTTGAGAAAAAACATATGAAAAAG-3'
5. T4pseT_BamHI_R 5-GATTTTTAATGGCTTGGATCCATGAAACTE-3'
6. T4 _modA_F1 5-TTGAGGTAGTTGAATGAAATAC-3'

7. T4 _modA_Hindlll_R1 5'-GGTATAATGAATCTAAGCTTCCATTAAG-3'
8. EF_F 5'-GCGTCAAATGTTATCGGATCC-3'

9. EF_R 5'-GCATTCAACAAAGTCGGGCATA-3'

10. T4g39_eR2 5'-GCCACTACGCTTTTTGATATG-3'

11, T4g39_kF1 5-GCTGTTCTTTAAGGATTCAACTATTC-3'
12, T4g39_kR1 5-GAATACCTTCATCTACTCGAGTTATCG-3'
13. motB_F 5-CTTTTTAACAAGTGAGAGATAACTATG-3'
14, motB_R 5-AGACTTTCCATCTTTAGGAATGATAC-3'
15. nrdC.3_F 5'-ACCAAGTGAGAAGAACATGAAAACTC-3'
16. nrdC.3_R1 5'-ACCAAGAGAATGTGAATACGCATTTTG-3'
17. g39 F 5 TTCCCGAAACCAAACGAGGATAAG-3'

18. g39 R 5'-AGCTTAACAAGACCAGGTACATACTG-3'
19. 55.2(D) 5'-CGCAATGATGTACGAAGGCT-3'

20. 55.2(R) 5-GAGGAGTTACAATATCGCCTT-3'

21. nrdC.3(D) 5-CGTCTAGAACAAGCTTTGCAG-3'

22. nrdC.3(R) 5-GTCCTTTCTGATAATCACGATG-3'

23. motB(Xhol) 5-CTCTTGGGACTCGAGTATAATGGTC-3'
24, motB(R1) 5-GACCAATTTTCCTGCTGCTTTAGAACG-3'
25. ndd(R) 5-GTTCCTAAAAACCATTCACCACCC-3'

26. 43(R) 5'-GATATTCTACTTCACGGGTACGTTCC-3'
27. cef(R2) 5-AATTGAACAGTGGAGCGATACG-3'

28. 39(R3) 5-GAGCCAATGTACATGCCACTAC-3'

29. T4segDR 5-GTCAAGAGTAGCATGAGCTCCGATG-3'
30. T4vs.4AR 5'-GTCCTAAACGAACTTCAGCG-3'
31. T7prom. 5-AATACGACTCACTATAGG-3'
32. T7 term. 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'
33. T4e.4R 5'-GGAAGGTATAGTGATGGCTTTGAC-3'
34. T4rnhPeR 5-GCAGCTGGAAATGACATCACG-3'
35. T4dexA2R2 5'-GGAGCATTACTGCGTTTAACTTCTG-3'
36. EcoG_Ndel_F 5'-CGTGAGAAAAGGGATACATATGACG-3'
37. EcoG_BamHI_R 5'-GGATGGCGGATCCAGCATCTGTTTAC-3'
38. T4pseT.1_F1 5-TCATGGCATCAATTTGAACATC-3'
39. T4pseTdR1 5'-GTAGGTCTTTAGATGCTTTAC-3'
40. T4pseTdF1 5'-GCTTCGGGAGATTTTTAATGG-3'
41, T4cd.4_Kpn_R1 5-CTTCCGTCAATAGGTACCATAGAC-3'
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7 lentek. Darbe naudoti sintetiniai oligonukleotidai kPGR.

Oligonukleotidas Oligonukleotigseka

nrdC.3 5'-ACATCGTGATTATCAGAAAGGACATAGAGA-3'

motB 5-TCTAAAGCAGCAGGAAAATTGGTCGAAGT-3'

g39 5'-AGCGATATTGAACATATCAAAAAGCGTAGTGGCA-3'
2.2. Metodai

2.2.1. Bakteriofagy padauginimas

Fag; padauginimas buvo atliekamas dvisluoksnio agartmdoe(Adams,
1951).Imama0,5 ml bakterij Iasteliy kultaros (ODyo = 0,8) ir 0,1 ml fag
lizés zonos suspensijos sumaisomi su 2,5 ml iSlydydés °C) 0,6 % LB
agarizuotos tegs, misinys uzpilamas ant 1,2 % agarizuotos éerpetri
lékStekje. Inkubuojama 37 °C per nakFag; kolonijos iSsiskiria skaidgi zony
pavidalu neskaidriame bakteriniame sluoksnyje.0finss sluoksnis nuimamas
ir suspenduojamag praskiedimo bufer (PB). Vienos dkSteks virSutinis
sluoksnis spenduojamas3 ml PB ir pridedama 1/10 dalis chloroformo.
Suspensija laikoma 4 °C 1 val. Po valandos ceguidijama 5000 aps/min
greciu 20 min. Supernatantas nusiurbiamag, dedama DNas | (3 u) ir
inkubuojama 37 °C 30 min. Centrifuguojama 14000/raps gretiu 1 val.
Susidariusias nuédas uzpilame 100l PB ir laikome 4 °C per naktTirpalas

suspenduojamas ir yra nustatomas;figas.

2.2.2. Fag titro nustatymas

Titrui nustatyti,j 2,5 ml (46 °C) 0,6 % agarizuotos LB téspfagams
dedama 0,5 mE. coli (ODeoo = 0,8) bakteriy kultiros LB tergje, 0,2 ml
skirtingy skiedimy fagy suspensijos ir gerai iSmaiSoma. MiSinys tolygiai
paskleidziamas ant 1,2 % agarizuotos LB dsrpavirSiaus PetrickStekje.
LékSteks inkubuojamos 18 val. 30 °C arba 37 °C tempevp. Titras,

jvertinus praskiedimy apskaiiuojamas pagal fag kolonijy skatiy ant
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bakteriy sluoksnio (Clowes ir Hayes, 1968).

2.2.3. DNR amplifikavimasin vitro PGR metodu

Polimerazs grandinié reakcija (PGR) atlikta pagal Saiki ir
bendraautotj metodiky (1989), naudojant sintetinius
oligodeoksiribonukleotidinius pradmenis Taq DNR polimeraz. Kaip DNR
matrica buvo naudota plazmidirarba genomih DNR. Reakcijos miSinys:
fagy suspensija arba DNR suspensija (1pg), tiesioginisatvirkstinis
pradmenys (kiekvieno po 100 pmol), 10 ul buferitirpalo (10x) Tag DNR
polimerazei, 10 pul 2 mM dNTP miSinio, 16 ul 0,25 mWgClz, vandens iki
100 pl.]T misSini pridedama 0,5 pl (2,5 tlag DNR polimerags. 30 reakcijos
cikly atliekama pagal standarischem (30 s — 95 °C, 1 min — 45 °C, 2,5 min
— 72 °C) arba reakcijosglggos modifikuojamos atsizvelgiarjt pradmen
lydymosi temperaira ir amplifikuojamo fragmento ilg Pasibaigus reakcijai,
misinys yra atSaldomas, iSvalomas fenolio-chlonmir miSiniu (1:1) ir
iISsodinamas pridedant 1/10 dalM NacCl ir 2 dalis 96 % etanolio.

PGR reakcijai atlikti taip pat buvo naudojafau DNR polimeraz ir jai
specifinis buferis (Thermo Scientific, Vilnius), udojant pritaikyd metodikg

pagal gamintaj rekomendacijas.

2.2.4. DNR elektrofore2 agaroziniame gelyje

Elektroforez agaroziniame gelyje yra skirta DNR fragmentamgigis
nustatyti j3 dydj, iSgryninti ir jvertinti koncentracy§j. Elektroforezei buvo
naudojami 0,8-1,6 % agaroziniai geliai. Elektrof@reykdyta TAE buferyje,
turinciame 0,5 pg/ml etidzio bromido, esant 80-130jt¥mpai, naudojant
horizontaly firmos "Pharmacia" gel-elektroforez aparaf "GNA-100".
Elektroforetiniai vaizdai buvo stebimi naudojanttravioletines Sviesos
transliuminatony.

DNR fragmentai iS gelio buvo gryninami naudojant ®NSskyrimo
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rinkinj (Thermo Scientific, Vilnius) pagal gamintojo p&ti@is rekomendacijas.

2.2.5. Bendrosiosgsteks RNR iSskyrimas

Bendroji bstely RNR buvo skiriama pagal modifikuptUzan ir
bendraautorj metodilky (Uzan ir kt., 1988)E. coli B (supd) arba C41(DE3)
lasteliy kultira auginama LB tegpe 30 °C temperatoje iki 2x1@ last./ml.
Kultira uzkréiama atitinkamais bakteriofagais (MOI 10) arba eddnt IPTG
(iki 1 mM) indukuojama klonuoto geno raiSka. Rerkia metu po infekcijos
arba indukcijos, 3 ml kuitos sumaisomi su 3 ml &2 buferio (4 mM EDTA
(pH 8,0), 2 % SDS). Kaitinama verd#am vandenyje 5 min, kol tirpalas
nuskaidgja. Pridedama 6 ml fenolio, prisotinto 0,2 M nataicetato tirpalu (pH
4,8), ir RNR ekstrahuojama 20 °C temparaje. Ekstrakcija 2 kartus
pakartojama fenolio-chloroformo miSiniu (1:1), agfiaiguojama 10 min (9000
aps/min). IS vandenés frakcijos RNR iSsodinama 1/1@rib dalimi 5 M NaCl
ir 25 firio 96 % etanoliu, 2val. laikkoma — 20 °C tempame.
Centrifuguojama 20 min (14000 aps/min) 4 °C temipeoge. Nuosdos
praplaunamos 70 % etanoliu, iStirpinamos 4400dejonizuoto vandens ir
iISsodinimas pakartojamas mazesniame kiekyje. Nubtegdvus RNR,
nuogdos suspenduojamg20 ul DEPC paveikto dejonizuoto vandens. RNR
kiekis bei Svarumasjvertinamas spektrofotometrijos tadu, matuojant

absorbciy UV Sviesoje, esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiams

2.2.6. DNR pradmens zyrgimas

Oligodeoksiribonukleotidinio pradmens 5' galinis klaotidas buvo
Zymimas naudojantyf>?P]JATP ir T4 PNK, pagal gamintgjrekomendacijas.
Po zyngjimo, reakcijos pradmuo iSsodinamas pridedant Hp %l M amonio
acetato ir 2,5irio 96 % etanolio. Laikoma iki 24 val. -70 °C temgi@roje, po
to centrifuguojama 14000 aps/min giai 30 min. 5 °C temperaje.

Nuosdos praplaunamos 70 % etanoliu ir suspenduojamosl ipmolful
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koncentracijos DEPC paveiktame vandenyje.

2.2.7. DNR elektrofore2 denatiruojanciame poliakrilamidiniame

gelyje

Denatiruojantys poliakrilamidiniai geliai naudoti DNR fyment
frakcionavimui. Elektroforez vykdyta 6 % poliakrilamidiniame gelyje 8 M
karbamido denatuojartiomis slygomis. Darbe naudotas firmos "LKB"
vertikalus aparatas. Elektrofogezyko buferiniame tirpale TBE, pH 8,3, esant
1500-2500 Vijtampai 4-6 val. Gelis ruoSiamas stikbustimimo metodu,
suformuojant gelio storio gradientvirSuje - 0,1-0,2 mm, ageje - 0,4 mm.
Gelio ilgis - 55 cm. Po elektroforéz virSutinis stiklas su geliu nuimamas ir
gelis fiksuojamas 10 % actagsties, 10 % metanolio tirpale 20 min., po to
plaunamas 5 min, vandens srove ir iSdziovinamagd(@D°C temperatoje.

Rezultatai vizualizuoti naudojant Fujifilm FLA51@thosphorimagegrang;.

2.2.8. MRNR nukleotidy sekos nustatymas

MRNR nukleotid seka buvo nustatoma dideoksiterminacijos metodu
(Sanger ir kt., 1977), naudojafiP 5' gale Zyrtus DNR pradmenis, AMV
atvirkstine transkriptaz (AMV AT) ir dNTP-ddNTP miSinius santykiu 5:1.
Reakcijai imama 50-100g bendrosiosaktelines RNR, kuri hibridizuojama su
2 pmol zyng¢to pradmens 1@l taryje AMV AT buferyje 60 °C temperatoje
3-4 min, tada staigiai atSaldoma -70 °C tempeoatetanolyje. ktai atSildzius
pridedama 1l (5u) atvirkstires transkriptags ir miSinys iSdalinamas po 2%

1 4 mégintuvélius su 2,5ul dNTP-ddNTP miSinio AMV AT buferyje. Reakcija
vykdoma 48 °C temper@bje 20 min, po to pridedama @ STOP tirpalo.
Reakcijos miSinys frakcionuojamas 6 % poliakrilamidme gelyje 8 M
karbamido denatuojartiomis slygomis. Rezultatai vizualizuoti naudojant
Fujifilm FLA5100 Phosphorimagerang;.
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2.2.9. mRNR 5' galinio nukleotido nustatymas

MRNR 5' galinis nukleotidas buvo nustatomas &gnpradmens ilginimo
metodu pagal modifikugtUzan ir bendraautayimetodily (Uzan ir kt., 1988).
Reakcijai imama 10ug bendrosios RNR, iSskirtos igsteliy, turinciy
rekombinantig plazmid;, po indukcijos su IPTG arba po infekcijos atitinka
bakteriofagu. RNR hibridizuojama su 1 pm8P 5' gale pazyato DNR
pradmens, komplementaraus tam tikro geno mRNR, ARV buferyje.
Hibridizacija vykdoma 60 °C tempetiabje 3-4 min ir staigiai atSaldoma -70
°C etanolyje. ktai atSildzius pridedami % visy dNTP miSinio. Reakcija
vykdoma 48 °C temper@bje 20 min, po to pridedama @ STOP tirpalo.
Reakcijos miSinys denauojamas 3 min 95 ©°C tempeisije ir
frakcionuojamas 6 % poliakrilamidiniame gelyje 8 Marbamido
denatiruojartiomis slygomis TBE buferyje. Rezultatai vizualizuojami

naudojant Fujifilm FLA5100 phosphorimageang;.

2.2.10. Plazmidires DNR iSskyrimas iSE. coli lasteliy

Plazmidire DNR skiriama Sarmis lizés metodu (Maniatis ir kt., 1982).
Plazmidires DNR iSskyrimui auginama 2-10 ml nakisntransformuaj E. coli
lgsteliy kultaros LB tergje, kurioje yra reikiamas antibiotikas. Kitiers, 1,5
ml kultaros centrifuguojama mikrocentrifugoje 1 min 120Qis/ain gretiu.
Nuosdos suspenduojam@sl00 ul I tirpalo ir iS karto pridedama 200 pl Il
tirpalo. Po 2 min pridedama 150 pul Il tirpalo &y sudtys yra pateiktos
medziag apraSyme skyrelis 2.1.2.), palaikoma lede dar 12 imiizatas 5 min
centrifuguojamas mikrocentrifugoje. Supernatantapraoteinizuojamas vien
karty fenolio-chloroformo (1:1) miSiniu. 5 min centrifugjama
mikrocentrifugoje. Supernatante esanti plaznddiNR iSsodinama pridedant
2 ftarius etilo spirito. DNR surenkama centrifuguojar@ inin. Nuogdos
suspenduojamos vandenyje (iki 20, pridedama ug RNazs A ir laikoma 30

min 37 °C temperatoje. Plazmidié@ DNR iSsodinama pridedant @rius etilo
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spirito ir 0,1 tirio 5 M NaCl. DNR surenkama centrifuguojant 10 ra2000
aps/min. Praplaunama 70 % etilo spiritu. Dar kantcentrifuguojama 1 min
1200 aps/min. Gauta numka iStirpinama 10-20 pl vandens. Tokia DNR yra
paruosta restrikcinei analizei, elektroforezei arbasformacijai.

Plazmics, i kurias jterpti tiksliniai genai, DNR sak nustatymui
gryninamos naudojant plazmidzi iSskyrimo rinkin pagal gamintojo

rekomendacijas (Zymo Research).

2.2.11. DNR fragment hidroliz é restrikcijos endoribonukleazémis ir

DNR galy bukinimas

DNR fragmentai buvo hidrolizuojami speciémis restrikcijos
endonukleagmis pagal gamintgj rekomendacijas. Parenkami specifiniai
restrikcijos buferiai atsizvelgiantnaudojam fermeng. Reakcija vykdoma 37
°C, prajus 1 val.j reakcijos miSin jdedamas papildomas kiekis restrikcijos
nukleazs. Restrikcija vykdoma dar 1 val.

DNR galai buvo bukinami naudojant fago T4 DNR pd@ma=. MiSinio
sucktis (20ul): DNR ~1ug, 2 mM dNTP — dul, T4 DNR polimeraz -1 u 1x
buferyje. MiSinys laikomas 5 min. kambario temp@raje, tada reakcija
stabdoma inkubuojant 20 min 75 °C.

2.2.12. DNR fragmeni ligavimas

Ligavimo reakcija atliekama sumaiSant atitinkamomnestriktazmis
paveiktus ir iS5 gelio iSgrynintus plazmidinio vektus ir jterpiamos DNR
fragmentus (1:2) 1x lig&s buferyje ir pridedant 1-2 u fago T4 DNR ligaz
10-20 ul miSinio. Reakcija vykdoma 1-2 val 22 °C temp@raje. Po to

ligavimo misSinys naudojamds. colilgsteliy transformacijai.
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2.2.13.E. colilasteliy transformacija

Imliosios E. coli Igsteks buvo ruoSiamos naudojant 0,1 M Caftipalg
pagal Maniatis ir bendraautgrmetodily (1982). Rekombinantiniams klonams
su sukonstruotomis plazngichis gauti, j 100 ul kompetenting lgsteliy,
pagaming iS E. coli C41(DE3) arba DH& kamieno, suspensijgdedama 1ul
plazmidiress DNR arba 10-2Qul ligavimo miSinio, sumaiSoma ir 20 min
inkubuojama ledo vongk; po to atliekamas tempefiahis Sokas -—
transformacijos misinys perkeliamas 2 mih2 °C temperata. Po to misSinys
grazinamas 1-2 min ledo vone} ir iSstjamas paskleidziant ant agarizuotos
terpes, turirtios antibiotiko (priklausomai nuo plazmidiniuose ki@iuose
koduojamo atsparumo konkiam antibiotikui). LekSteks inkubuojamos per

naki reikiamoje temperatoje.

2.2.14. Rekombinanting baltymy indukcija

E. coli C41(DE3) kamieno gbteliy kultira su transformuotomis
tikslinémis plazmi@&mis auginama skystoje LB tefjp su reikiamu antibiotiku
esant 37 °C temperfati. Pasiekus O&o = 0,6 kultira indukuojama 1 mM
IPTG. Kultiros neginiai imami kas valarginuo indukcijos pradzios. Surinktos
lasteks suspenduojamos galutinio pavyzdzio buferiniammpake (FSB) ir
méginiai analizuojami natrio dodecilsulfato defraijarctios poliakrilamidinio
gelio elektroforegzs (NDS-PAGE) metodu. Dazoma Page Blue Protein i&tain

Solution baltyna dazymo tirpalu pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.15. Rekombinantinyg baltymy modifikavimo tyrimas

E. coli C41(DE3) kamieno gkteks, transformuotos tikslémis
plazmictmis, koduojatiomis su His inkaru sulietus baltymus, auginamos
skystoje LB terpje su reikiamu antibiotiku esant 37 °C tempanat Pasiekus

ODesoo = 0,3 kultira indukuojama 1 mM IPTG. Po valandos ¢ultiros
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infekuojama fagu T4 (MOI 10), o kita pupaliekama neinfekuota. Kulty
méginiai surenkami po 10 min. Surinktogsteks suspenduojamos 1 ml His
suriSimo buferyje. bsteliy ardymas ultragarsu vykdomas Bandelin Sonopuls
HD 2070 aparatu: 30 % galingumas, 30 s pulsas, faug, 6-8 ciklai. Po
lgsteliy suardymo gauta suspensija centrifuguojama 20 mbDOA aps/min.
Surinkta tirpi frakcija naudojama His inkarturinciy baltymy iSskyrimui.
Baltymai skiriami naudojant His suriSdas kolortles (His-Spin Protein
Miniprep, Zymo Research) pagal gamimtegkomendacijas. 1Sskirti baltymai
suspenduojamij galutinio pavyzdzio (FSB) buferintirpalg ir tiriami
elektroforezs gradientiniame 10%/5% ir 17,5%/20% poliakrilamido

sacharo&s gelyje idu, denatruojartiomis glygomis.

2.2.16. Fago T4 seTmutanty konstravimas

GenopseTmutaciy atstatymas fago genome bei delacipse Tmutant
konstravimas buvo atliekamas naudojant 1I/S sistepagal modifikuaf
Kreuzer ir Selick metodik (Selick ir kt., 1988; Selick ir Kreuzer, 1994)SI/
sistemos plazmige pBSPLO+, turitioje supFgeny, sukonstruotopseTgeno
delecijos arba pseT geno mutacijos buvo pervesto$ specialaus
jterpimo/pakeitimo sistemos fago amber mutanto T4K10 genom
homologires rekombinacijosiu.

E. coli MH1 kamieno imliosios gsteks buvo transformuotos gautomis
rekombinantiémis plazmigémis. Plazmides turtios MH1 Rsteks buvo
auginamos LB terge su ampicilinu (4Qug/ml) 37 °C aeruojant iki Of3o= 0.8
ir infekuojamos fagu T4K10 (MOI 3). Kuditos po infekcijos inkubuojamos
tomis p&iomis slygomis dar 2 val. ir lizuojamos 1/10 dalimi chlésano.
Palaikius lizatus 10-15 min lede, jie praskiedziamBiterpsje 1¢ — 1@ karty ir
po 10Qu iSstjama dvisluoksnio agaro metodu ant supresuopa@R63 arba
nesupresuojatio BE BS E. coli kamieny. Petri EkSteks inkubuojamos per
naki 37 °C temperatoje. Fagai-integrantai, surenkami iS kelizés zony ir

naudojami supresuojéi® CR63 kamieno aktely infekcijai. Infekuotos
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kultiros auginamos 37 °C tempdnatje aeruojant 1-2 val. Lizavus kufas
1/10 dalimi chloroformo ir praskiedus jas 16 108 karty, meéginiai iSssjami
ant supresuojaiy kamieny. Po inkubacijos 37 °C tempetabje, per nakt
susiformavusios atskiros fadizés zonos suspenduojamps0 ul LB terpés ir
po 5 ul suspensiy iSlaSinama tiek ant supresuagjan tiek ir ant
nesupresuojay lasteliy ir ékSteks vl inkubuojamos 37°C temperabje per
naki. Reikiamos delecijos arba mutacijos buvimas patEnas atliekant PGR
nuo fag; lizés zonm suspensij naudojant atitinkamgery supaioms T4 DNR

sekoms specifinius pradmenis.

2.2.17. kPGR

RNR skyrimas ir gryninimas

E. coli C41(DE3) kamienogkteks buvo auginamos LB tetje 30 °C iki
ODsoo = 0,8 ir infekuojamos bakteriofagais T4AK10PNK arb4K10APNK
(MOI 10). Pirmas raginys — 500ul kultaros — buvo paimtas 5 min po
infekcijos (0 min pavyzdys), tadaerpe dedamas rifampicinas (12 pg/ml). Kiti
méginiai buvo imami 3, 5, 7, 10 ir 20 min po rifamiio jdéjimo. Toliau
méginiai buvo dedami rinkinio lizés bufef ir bendroji hsteks RNR buvo
skiriama naudojant ZR RNA MiniPrep™Zymo Research) rinkjnpagal
gamintojo rekomendacijas. Likusi geno@miiNR iS5 RNR néginiy buvo
paSalinta inkubuojant RNR éginius su 0,1 wl DNaze | 10x reakcijos
buferyje su 25 mM MgGI30 min 37 °C temper@je, po to reakcija buvo
stabdoma 50 mM EDTA ir inkubuojama 10 min 75 °C.RRkbncentracija bei
Svarumasjvertinamas spektrofotometrijosidu, matuojant absorbgij UV

Sviesoje, esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiams.

kPGR

Vieno zingsnio kPGR reakcija buvo vykdoma naudofa@nsiMix Probe
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One-Step rinkin (Bioline Reagents) pagal gaminjojrekomendacijas,
naudojant ciklgrRotor-Gene 6000 5-plex HRM. Reakcijos miSinys:g2RNR
(2 ul), tiesioginio ir atvirkstinio pradmgnmisinys (1:1) (0,3 pg), SensiMix
Probe One step (7,5 ul), 0,2lbRNazs inhibitorius, DEPC kD — iki 15 pl.
AT zingsnis buvo atliekamas inkubuojant reakcijosSini 30 min 42 °C
temperairoje. PGR buvo vykdomas pagal schemradire denatiracija buvo
vykdoma 95 °C 10 min, toliau 30 reakcijos gildtliekama 95 °C — 5 s ir 60 °C
— 50 s. kPGR reakcija buvo atliekama keturis ka(hsidojant RNR iSskit
skirtingy keturiy eksperimeni metu), esant trigubam pakartojimui.
Kiekvienam transkriptui buvo parinkta neigiama Kkofd, turinti visus
reakcijos komponentus iSskyrus majriGGauti duomenys buvo analizuojami

naudojant Rotor-Gene 1.7.87 progragnirang.

2.2.18. Plazmiding vektoriy p184-21-1 ir p184-16b konstravimas

Plazmidinis vektorius p184-21-1 buvo sukonstrugikeezmidzyy pET21(+) ir
pPACYC184 pagrindu. Plazmidinis vektorius pACYC184uvb Kkirptas
restrikcijos endonuklegmis Eco881 ir Hindlll, bukintas T4 DNR polimeraze
ir defosforilintas verSiuk zarny Sarmine fosfataze (CIAP). Plazmidinis
vektorius pET21(+) buvo hidrolizuotas REass Dralll ir Pael ir bukintas T4
DNR polimeraze. Gauti fragmentai buvo gryninami agarozs gelio ir
liguojami bukais galais (11 pav. Alterpty fragment jsiterpimo kryptis buvo
tikrinama hidrolizuojant gadt konstruk specifitmis REazmis bei PGR
metodu (su specifiniais prie atitinkamos pET21(#jies hibridizuojaiais

pradmenimis).
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Plazmidiniy vektoriy A) p184-21-1 ir B) p184-16b konstravimo schemos

Plazmidinis vektorius p184-16b buvo sukonstruotiazmidzy pET16b
ir pACYC184 pagrindu. Plazmidinis vektorius pACYQCL&uvo kirptas
REazmis Scal ir Hindlll, o pET16b su Hindlll ir PshAGauti fragmentai
buvo gryninami i$ agareég gelio ir liguojami (11 pav. B). Gauti konstruktai
patikrinti PGR metodu.
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11 pav. Plazmidiniy vektoriy A) p184-21-1 ir B) p184-16b konstravimo schemos

2.2.19. Gem koekspresija dviplazmidinése sistemose

Koeskpresija buvo vykdoma nuo dujejskirtingg rekombinanting
plazmidzi;. Tiksliniai genai buvojterpiami j ekspresijos vektorius pET21+
arba pET16b beisu pET ekspresijos vektoriais suderinamas plazmpde8-
21-1 arba p128-16b, Rekombinarign

plazmicts buvo transformuojamog E. coli C41(DE3) kamieno gkteles ir

tudims skirtingus replikonus.

ISsjamos paskleidziant ant agarizuotos #srpsu dviem skirtingais
antibiotikais — ampicilinu ir chloramfenikoliu. ékSteks inkubuojamos per

naki reikiamoje temperatoje. Atsirinktos E. coli C41(DE3) kamieno
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kolonijos su tiksligmis plazmiémis buvo suspenduotos LB téjp@ su
antibiotikais ir auginamos esant 37 °C tempeeat Pasiekus O&o = 0,6 gen
ekspresija indukuojama tuo ga induktoriumi IPTG. Po indukcijos igdteliy

buvo skiriami baltymai arba RNR.

2.2.20. Rekombinantiny T4 ir T4K10 PNK baltymy indukcija ir

gryninimas

Bakteriofagy T4 ir T4K10 pseT geno DNR fragmentai buvgerpti j
plazmidinio ekspresijos vektoriaus pET16b Ndel aniHI taikinius, geno
pseT koduojam baltymy N-gale suliejant su 10 histidjn Buvo gautos
rekombinantigs plazmigés p16b_T4PNK ir p16b_T4K10PNK.

Rekombinantias plazmid¢s pl6b_T4PNK ir pl6b_T4K10PNK buvo
transformuotos; E. coli C41(DE3) kamienoakteles. Po viepn ampicilinui
atspary E. coli kolonija buvo suspenduot@40 ml skystos LB ters, kurioje
buvo 0,05 mg/ml ampicilino. Kuitos buvo auginamos 37 °C iki Gdo= 0,3.
Toliau temperatra buvo laipsniSkai mazinama iki 17 °C, tada ikalt
indukuojama 1 mM IPTG ir auginama 16 vaisteliy kultiros buvo surinktos,
suspenduotog his binding bufer ir lede suardytos ultragarsu. Baltymai
skiriami naudojant His suris&las kolortles (His-Spin Protein Miniprep,
Zymo Research) pagal gaminjojekomendacijas. ISskirti rekombinantiniai
PNK baltymai buvo dializuoti prieS PNK saugojimofé. ISgryninty baltymy
koncentracijos buvo nustatytos Bredfordo metodup lstandari naudojant

jauwcio kraujo serumo albumin
2.2.21. Rekombinanting T4 ir T4AK10 PNK in vitro aktyvumo tyrimas
Reakcijos miSinys (10 ul): 50 mM Tris-HCI (pH 7,80 mM MgCbh, 5
mM DTT, 0,1 mM spermidino, 25 uMy{P*JATP, 10 pmol sintetinio 5’-OH
DNR oligonukleotido d(GTGCTCGATCCAATGCCAGTCAGGACAATT

GCGTAGCTTCTG) ir 100, 75, 50, 25, 10 arba 5 ng fagb arba T4K10
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rekombinantigds PNK buvo inkubuojami 5 min 37 °C tempaéraje. Reakcija
buvo sustabdyt@déjus 6 pl STOP tirpalo. Reakcijos produktai buvdistyti

poliakrilamidiniame gelyje (6 % akrilamido, 8 M URE TBE) ir Image
Viewer FLA-5100 fosfoimager progrands jrangos pagalba buvivertinta,
kiek skiriasi fago T4 ir TAK10 PNK aktyvumai.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Naumy RegB kirpimo taikiniy paieSka fago T4

transkriptuose

Bakteriofagui T4 infekavu€. coli lastek, fago koduojami produktai
palaipsniui sustabdo visus joje vyksiars procesus, a$teks komponentus
pajungia fago vystymuisi. Fagas T4 yra virulentimisusas, kurio infekcinis
ciklas, nuo patekim¢ bakterig-Seimininle iki jos lasteks lizés, optimaliomis
salygomis trunka tik apie 30 min. Tédjam yra svarbu greitai keisti gen
raiSkg laike. Fago T4 transkripcijos reguliacija nuoseklaktyvuojant ir
ISjungiant skirting klasiy promotorius yra svarbi gerraiskai laike ir yra gana
gerai iStirta. Téiau ne maziau svarbu yra laiku sintetinti ir reikglis
baltymus, o Siame procese swanmidmern vaidina jau nereikaling mRNR
degradacija. Manoma, kad fago T4 geniSkos perjungimui i$ ankstyvosips
viduriniagja stadip yra svarbi jo koduojama endoribonuklégkegB, kuri turi
jtakos daugelio fago ankstyw transkripty stabilumui (Sanson ir kt., 2000).
Tai reiSkia, kad dauguma anksiyy transkripty turi Sios nukleags taikinius, o
ties jais kirpty transkripty degradacy turéty vykdyti kitos, gregiausiaiE. coli
nukleazs.

Siekiant geriau istirti jSgen; raiSkos reguliacijos etgppirmiausia buvo
siekiama nustatyti naujus RegB taikinius ir band§siaiSkinti mechanizmus,
kaip RegB kirptos mRNR degraduojamos toliau. Takslti buvo atlikta
prieSreplikacini genomo stiiy anali2 ir numatyti potencids taikiniai,
kuriuos gatty hidrolizuoti endoribonukleg&z RegB. Taikiniai patikrinti
naudojant bendja lasteks RNR, iSskig iS E. coli BE kamieno 4steliy
infekuoty bakteriofagais T4 arba T4regB (T4regBL52). RNR buvo
analizuojama nustatant jos sekas dideoksitermm&cipetodu, naudojant
komplementarius numatytoms mRNR sekorfisZzymetus pradmenis.

Tyrimy eigoje buvo nustatyti 7 nauji RegB taikiniai, ks

endoribonukleaz RegB hidrolizavo nevienodu efektyvumu (12 pav.).
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12 pav. Nauy endoribonukleaz:s RegB taikiniy nustatymas gem ndd.4 segD dmd, sp, mobD.1ir
pin transkript y SD sekose bei tarpgenigje srityje pries gem arn. A) E. coli BE kamieno 4steks
buvo auginamos 30C, infekuojamos bakteriofagu T4rba T4regB ir po 4 min nuo infekcijc
pradzios buvo iSskiriama bendrajsteks RNR. Paveiksle yra pazythgeny ndd.4 segD dmdir sp
transkripty pradzZios nukleotidai bei virSuje pateikti reaksgonaudat dideoksimkleotidy takeliai
Kairéje esantis juodas trikampis Zymi RegB nukisazhidrolizuojamy transkripty 5'-galinius
nukleotidus B) Po nuotrauka pateiktos genomda:isriprieS genusdd.4 segD dmd sp, mobD.1 pin ir
arn nukleotid; sekos. GGAG ir GGAU motyvajra pateikti juodame fone, iniciacijos kodonai
paryskinti ir pabraukti, terminacijos kodonai esa&ntprieS genus yra paryskinti ir pazstr
zvaigzdutmis. Vertikalios juodos sttés rodo RegB sitimy vietas. Ankstyyjy transkripty iniciacijos
nukleotidai yra pateikti kursyvu bei parySkintie Pymi ankstywjy transkripty pradZios nukleotidu
P" rodo wliau Siame darbe nustatyto ankstyvojo promotoridnukuot; transkripty pradzio
nukleotidus.
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Geny ndd.4 mobDir sp transkriptai buvo efektyviai skeliami SD sekoje,
tuo tarpu gen segD pin ir dmdtranskriptai buvo hidrolizuojami neefektyviai.
Be to, buvo nustatyta, kad RegB silpnai hidrolizugenomo srityje prieS gen
arn esant GGAU motyw.

GenassegD buvo apraSytas kaipélyvasis genas (Luke ir kt., 2002).
Nusta&ius jame RegB taikin kilo klausimas, ar tai géty bati iSimtis, nes
vélyvyjy ir viduriniyjy transkripty RNaz RegB paprastai nehidrolizuoja
(Sanson ir kt., 2000). Be to, tiriant fago T4 gesegDtranskripg buvo matomi
transkripto 5' galiniai nukleotidai, esantys tanpigéje srityje prieS geno
pradziy. ISanalizavus Sios srities nukleagidorieS pat § gery selky buvo
numatytas potencialus ankstyvasis promotoriusil todvo nuspgsta patikrinti

jo aktyvung in vivo.

3.2. Bakteriofago T4 potencialaus ankstyvojo promaftiaus

aktyvumo patikrinimas

Nemodifikuota E. coli RNR polimeraz atpazsta tiek bakterijos-
Seimininkes, tiek fago ankstyvuosius promotoriusc¢idal jau péioje infekcijos
pradzioje vykstanti aktyvi fago gertranskripcija rodo, kad fago promotoriai
yra zymiai pranasesni UEZ. coli promotorius. Esminvaidmer Sioje stadijoje
vaidina promoton stiprumas, kurlemia j strukiira. Efektyw Pe atpazining
lemia fagirts DNR savybs ir daugiau jokie fago koduojami veiksniai
nereikalingi ankstyvosios transkripcijos metu (Ml ir kt.,, 2003).
Bakteriofago T4 ankstyyy promotoriy sekos yra zymiai konservatyvésnuz
E. coli promotoriy atitinkamas sekas (Lisser ir Margalit, 1993). Gispfago
promotoriai paprastai atitinka tigirPe sely (Wilkens ir Rlger, 1994).

Palyginus tipig ankstywjy fago T4 promotorj seky su potencialaus
promotoriaus P seka buvo nustatyta, kadégmo promotoriaus —10 srities
seka ir tarpiklio sritis atitinka tipines sekas.oTtarpu jo —35 srities seka
ATTTACA skyrési nuo tipires, dazniausiai labai konservatyvios, 7 nuklaptid
sekos GTTTACA pirmoje patlyje (G—A). Pirmo ir tre&io nukleotido
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pozicijos yra labai konservatyvios T4 anksjyy promotory tarpe (Wilkens ir
Ruger, 1994), tad kilo klausimas ar toks promotorius galiitb aktyvusin

Vivo.

Norint patikrinti potencialaus ’promotoriaus aktyvumin vivo, E. coli

BE kamieno 4steks buvo infekuojamos bakteriofagu T4 papildomai
pridedant chloramfenikolio (Cm) arba be jo. Chlofanikolis slopina baltym

biosintez, toctl jam esant gali vykti tik ankstyvoji transkripcjjeadangi ji yra
nepriklausoma nuo fago sintetinarbaltymy. ISskirta bendrojidsteks RNR

buvo analizuojama dideoksiterminacijos metodu (A& )p

T4  mRNR

—Cm +Cm
'ACGT1T 2 34 567 81015 A CGT

PysegD

GGAG[ = = & & N — s
.
AUG[ & < 4
-35 -10
Fago T4 P, tipiné seka GTTTACa/t| TATTA
P, segD TATAAAGTTETTTACA.AGACCAAAGTAATATGATATTA'I",A;ATCATAT

13 pav. Bakteriofago T4 genosegD transkripto analizé pradmens ilginimo metodu E. coli BE
kamieno 4steks buvo auginamos 30C temperatroje esant terge chloramfenikoliui arba I
chloramfenikolio, infekuojamos bakteriofagu Tt po 3 min nuo infekcijos pradzios buvo iSskirie
bendroji hsteks RNR. Virdije pazyngti reakcijose naudqt dideoksinukleotid takeliai. Tirian
transkripty kinetikg laike E. coli lgsteks buvo infekuojamos bakteriofagu Tt RNR buvo skiriama 1-
8, 10 ir 15 min nuo infekcijos pradzios. VirSujezpaétas RNR skyrimo laikas (min)opinfekcijos
fagu. Taip pat paveiksle pazgth promotoriaus iniciacijos nukleotidai, endoribdtenzs Regt
hidrolizuojamas GGAG motyvas bei iniciacijos koden&o nuotrauka pateiktas fago T4 tis
ankstywjy promotoriy sekos palyginimas suefegD seka.Konservatyvios promotasi seko:
pazynttos pilkame fone. Besiskiriantys nuo tipén sekos nukleotidai pazymn juodame fone
Potencialaugpromotoriaus —10 srities prailginimas parySkintapabrauktas. GensegD transkriptc
pradzios nukleotidai paryskil, parasSyti kursyvu ir pabrauk
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Analizuojant, iSskirtus be chloramfenikolio sintetmus transkriptus,
buvo matomi transkripcijos pradzios nukleotidai BeigB sklimo vietos, tuo
tarpu terpgje esant chloramfenikolio, matomi tik transkripsijopradzios
nukleotidai (13 pav.). Tai rodo, jog tiriamasis guatialus promotorius yra
ankstyvasis ir kad jis yra aktyvus vivo.

AnalizuojantsegDtranskripty kaupimosi dstekje kinetika buvo parodyta,
kad nuo Sio promotoriaus inicijuojami transkripadsiranda iSkart po infekcijos
(matomi jau 1 min) iry kiekis dictja iki 4 min po infekcijos, o po to ima
mazti (13 pav.). Tokia kinetika yraddinga ankstyyjy mRNR sintezei, tod
tai yra papildomagodymas, kad promotorius yra ankstyvasis. Sis ptorius

buvo pavadintasd3egD.

3.3. RNazs RegB kirptus transkriptus hidrolizuojanc¢iu

endoribonukleaziy nustatymas

3.3.1. Naup antrini gy kirpimo taikini y nustatymas

Ankstesni; tyrimy metu buvo nustatyta, kad kai kurie endoribonuldsaz
RegB hidrolizuoti transkriptai, tuoj uz RegB kirppmvietos turintys AU
turtingy sriciy yra toliau kerpami nenustatyhukleazy (Sanson ir Uzan, 1993,
1995). Sios AU turtingos sritys buvo pavadintosriargis endoribonukleagi
skélimo taikiniais. Iki Siol buvo nustatyti keturi, ge cef g39 g43 ir motB
transkriptai, turintys aisSkiai matomus kirpimussitésciusius 6-8 nt uz RegB
kirpimo vietos (Hsu ir Karam, 1990; Sanson ir UzatQ93, 1995).
Endoribonuklea#s, atsakingos uz antrinius éiknus iki Siol nustatytos
nebuvo, tdiau buvo parodyta, kad visais atvejais jie atsieatid po RegB
skélimo. Buvo iSkelta prielaida, kad antriniai &ikno taikiniai gali hiti
hidrolizuojami veikiant fago RegB E. coliendoribonukleaans kartu.

Tesiant RegB taikinj paieSk, tarpgenigse transkripi srityse pries
genusndd nrdC.3ir 55.2 mes taip pat aptikome ne tik pirminius taikinius,

kuriuos hidrolizuoja RNaz RegB, bet ir antrinius gkmo taikinius.
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Pastebtieji antriniai transkripj taikiniai buvo AU turtingose tarpgerise
srityse 5-8 nt uz pirminio skmo vietos. Analizuojant po T4arba T4regB
infekcijos iSskirpy RNR buvo nustatyta, jog antriniai éknai fago T4
tarpgenirse srityse atsiranda tik tada, kai bakterija-Seimkii btina infekuota
bakteriofagu T4. E. coli Iagsteles infekavus fagu T4regBnei pirminiai, nei
antriniai sklimai néra matomi (14 pav.).

Toliau vykdant tyrimus buvo svarbu patvirtinti, kifNaz RegB skelia
transkripy, ir tik po to vyksta antrinis transkripto kirpimaSiam tikslui
pasiekti buvo tiriama transkript kaupimosi kinetika. ISanalizavus gautus
rezultatus buvo nustatyta, kad AMV AT sustojimaiptgenirgje srityje pries
gerg ndd atsiranda @ RegB nukleazs sklimo prieS§ GGAG motyvo A
nukleotidy, ir uz Sedi nukleotidy nuo GGAG motyvo. Pirmieji nustatyti 5'
galiniai nukleotidai, susidar dél papildomo transkripto hidrolizavimo,
atsiranda po 4 min nuo infekcijos pradzios, t.y. 2onin nuo to laiko, kai
transkripto GGAG sek hidrolizuoja RNaz RegB (14 pav. A). Kontrolinis
eksperimentas (transkriptkinetika, esant infekcijai fagu T4regBdar karg
patvirtino, kad antrinj skélimy atsiradimas priklauso nuo pirminio kirpimo,
kurj vykdo RegB.

Tiriant genonrdC.3 transkript, buvo nustatyta, ka€. coli nukleazs
kerpa mMRNR uz 5 ir 8 nt nuo GGAG sekos, ir antrislkglimai matomi jau 3
min po infekcijos pradzios, maksimgmpasiekdami 6-7 min. Antriniai
skélimai atsiranda su vienos mirdgt truknes elavimu lyginant su pirminio
kirpimo atsiradimu, o kontroliniame eksperimenteélishkai néra matomi (14
pav. B).

Analizuojant gend5.2transkripto kaupimosiktekje kinetiky, parodyta,
kad antriniai sklimai atsiranda uz 6-8 nt nuo RegB hidrolizuojamGAiJ
motyvo. Antriniai sklimai pasiekia pig 5-7 min ir taip pat yra priklausomi

nuo pirminy skélimy atsiradimo (14 pav. C).
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14 pav. Fago T4ndd (A), nrdC.3 (B) ir 55.2(C) transkript y analizé Zyméto pradmens ilginima
metodu. E. coli BE kamieno 4steks buvo auginamos 30C, infekuojamos bakteriofagu T4rbe
T4regB ir po 4 min nuo infekcijos @adzios buvo iSskiriama bendrogisteks RNR. VirSuje pazy#ii
reakcijose naudgt dideoksinukleotid takeliai. Tiriant transkript kinetikg, E. coli Igsteks buwvc
infekuojamos bakteriofagu T4rba T4regB Bendroji hsteks RNR buvo skiriama 1-8, 10 i5Imin
nuo infekcijos pradzios. VirSuje pazgtas RNR skyrimo laikas (min) po infekcijos fagai@iréje
esantis juodas trikampis (1) Zymi RegB nukésahidrolizuojany transkripty 5'-galinius nukleotidu:
pilkas trikampis (2) rodo antrigiskelimy 5'-galinius nukleotidus. Stiebo-kilpos straka ndd genc
atveju zymi AT sustojimus ties mMRNR segtuko stivkt Geno55.2 atveju rai@ t Zymi AT sustojim
ties rho-priklausomu terminatoriumi (Miller ir kt2003).(D) Po nuotrauka pateiktos genomo sr
pries genusdd, nrdC.3ir 55.2nukleotid; sekos. GGAG ir GGAU motyvai yra pateikti juodanoaé
iniciacijos kodonai yra paryskinti ir pabrauktirngnacijos kodonai esantys prie$ genus yra parti
ir pazyneti zvaigzduémis. Viery | kita rodarios rodykks zymi palindrominiy seky invertuotu
pakartojimus. Vertikalios juodos étkés rodo RegB skimy vietas, o vertikalios pilkos l€s Zym
antriniy skelimy vietas, efektyviausiai skeliamos vietos pazios tasSku.
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Sie rezultatai rodo, kad tarpgeése srityse pries genusid, nrdC.3 ir
55.2 RegB, hidrolizuojami transkriptai tampa tinkamaigbstratais kitoms
nukleazms tik po pradinio kirpimo, kyrvykdo endoribonukle@&zRegB. Kaip
ir ankgiau nustatytais atvejais (Sanson ir Uzan, 19935}, %ntriniai taikiniai
yra issiéste AU turtingose srityse uz RegB taikipikurie yra tarpgenise, bet
ne SD, srityse. Be to, prieSéikno taikinius yra invertuotos sekos, Sis bruozas
taip pat mdingas visiems iki Siol nustatytiems antriniamslisko taikiniams.
Kartu su Siame darbe pateiktais naujais RegBirek taikiniais, bakteriofago
T4 genome yra nustatyti 74 endoribonukisaRegB taikiniai, iSy 38 yra
koduojargiose sekose, 26 — SD sekose ir 10 — tarpgsaisrityse (Sanson ir
kt., 2000; Durand ir kt., 2006; Zajékauskait ir kt., 2008; Sis darbas). Reikia
pazyneti, kad visi iki Siol nustatyti taikiniai yra nuo ePindukuotuose
transkriptuose.

3.3.2. E. coli endoribonukleazy E ir G poveikio RegB kirptiems

transkriptams tyrimas

Dar 1993 metais buvo nustatyta, kad antriniakliskai atsiranda
transkriptuose, turitiuose AU turting sriciy, kurie prieS tai buvo Kkirpti
endoribonukleass RegB (Sanson ir Uzan, 1993, 1995). Buvo tikrinauao
coli koduojamos endoribonuklezg kurios gaity bati atsakingos uz antrini
skélimy atsiradim. Tatiau bakterijos koduojamendoribonukleazi poveikis
faginiy transkripty hidrolizavimui jrodytas nebuvo. Kadangi RNaE kerpa
viengrandes AU turtingas sekas ir yra pagriadimei gausiausieE. coli
endoribonukleaz (Ehretsmann ir kt., 1992; Lin-Chao ir kt., 199diymiausiali
nusprendme patikrinti  Sios RNaz poveill RegB hidrolizuotiems
transkriptams.

RNazs E poveikio patikrinimui bendrojgsteks RNR buvo skiriama is
E. coli laukinio tipo [N3433] bei jam izogeniniorne3071 [N3431]
(temperairai jautrus kamienas, kurio RNazE Zemesée (~30 °C)

temperairoje yra aktyvi, o perddus j aukStesa (~42 °C) temperata tampa
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neaktyvi) kamien po infekcijos fagu T4 esant 30 °C ir 43 °C tempeahaims.
Atlikus transkripty analiz, antriniai kirpimai buvo stebimi abiem atvejaiai t
rodé, kad RNaz E arba visiSkai nedalyvauja T™id nrdC.3ir 55.2transkript
antrinio sklimo procese, arba Sios nukléazaktyvumas yra maskuojamas
kitos nukleazs, turirtios panag specifiSkum (duomenys nepateikti).

Buvo nuspgsta patikrinti RNags G, kuri yra strukiriné RNazs E
homolog bei kaip ir Si, skelia viengrandes RNR AU turtisgcsrityse, galim
poveikj minétiems bakteriofago T4 transkriptams. Bdami suzinoti, ar
sutrumpgjusios @l skélimo antriniuose taikiniuose mMRNR yEa coli RNazs
G veiklos produktai, bendrojiag$teks RNR po infekcijos fagu T4 buvo
skiriama iSE. coli laukinio tipo kamieno GW10 bei jam izogeninio GW11
kamieno, turidio defektyvg RNaz G (rng::cat). ISskirtoji mRNR buvo
analizuojama naudojant®*®zymétus pradmenis, komplementarius gemdd,
nrdC.3 55.2mRNR, bei pradmenis, komplementarius gendB)snotB cefir
39, kuriy transkriptai, taip pat turi nuo RegB priklausonargrinius sklimo
taikinius (Hsu ir Karam, 1990; Sanson ir Uzan, 199995). Analizuojant
transkriptus, iSskirtus iS laukinio tipo kamieno GUVbuvo aptikti trumpesni
transkriptai, susidartiek d:l RegB, tiek ir @l antriniy skélimy (15 ir 16 pav.).
Tuo tarpu iS defektygi RNaz G turircio kamieno GW11 iSskigt transkripty
antriniai AMV atvirkstires transkriptags sustojimai tarpgendfe srityje pries
genusndd nrdC.3 43, motBir 39 aptikti nebuvo (15 pav.).
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Geno ndd mRNR Geno nrdC.3 mRNR
GW10 (wt) GW11 (rng::cat) GW10 (wt) GWI11 (rng::cat)
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15 pav. Endoribonukleazs G jtakos antriniy skélimy atsiradimui prieS genusndd (A), nrdC.3
(B), 43(C), 39(D) ir motB (E) tyrimas. Pradmens ilginimo reakcijai buvo panaudota bendssfeks
RNR, iSskirta iSE. coli GW10 (wt) ir GW11 (ng::cat) kamieny 6 min (30°C) ir 4 min (43°C) pc
infekcijos bakteriofagu T4 VirSuje pazyniti reakcijose naudqtdideoksinukleotid takeliai. Kaigje
esantis juodas trikampis (1) Zymi RegB nuktssahidrolizuojang transkripty 5'-galinius nukleotidu:
pilkas trikampis (2) rodo antrigiskelimo taikiniy 5'-galinius nukleotidus. Stiebo kilpos strakbs
geny ndd, 43 ir motB atvejais Zymi AT sustojimus ties segtuktrukiromis. Ry simboliu pazynati
viduriniosios transkripcijos pradzios nukleotidéi) Po nuotraukomis pateiktos genomo srities |
genusndd, nrdC.3, g43, g39r motB nukleotid; sekos. GGAG motyvai yra pateikti juodame f
iniciacijos kodonai yra paryskinti ir pabrauktiytgnacijos kodonai esantys prieS genus yra parti
ir pazyneti Zvaigzduemis. Viery j kita rodartios rodykks zymi palindominiy seky invertuotu
pakartojimus. Vertikalios juodos 8&tés rodo RegB sKimy vietas, o vertikalios pilkos sfés zym
antriniy skélimy vietas, efektyviausiai skeliamos vietos paétes tasku. P zymi ankstywjy, 0 R -
viduriniyjy transkript; pradZios nukleotidus.
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Sis faktas rodo, kad Sias RegB kirptas mRNR sKetiteks-Seimininks
koduojama RNaz G. Tuo tarpu mRNR, iSskirtoje iS GW11 kamieno riaidi
AMV atvirkstinés transkriptaZs sustojimai tarpgenése srityse prieS genus
55.2ir cefvis tiek buvo stebimi, nors ir maziau rysk(ypa& geno55.2 atveju)
nei transkripg, iSskiry i$ laukinio tipo kamieno atvejais (16 pav.). Sis
rezultatas pardg kad Sy dviejy genj mMRNR skaldo ne tik RN&zG, bet ir kita
nukleaz.

Norédami jsitikinti, ar ribonukleags E ir G gali kirpti tuos paus
taikinius, buvo analizuota bendrogskeks RNR, iSskirta iSE. coli GW21
(GW10, rne-1 rng::ca) kamieno, infekavus fagu T430 °C ir 43 °C
temperairose. Kamienas GW21 turi tiek defektyviRNaz G, tiek ir
temperairai jautrp RNaz E. Dvigubo mutanto atvejur(e-1 rng::ca), esant
30 °C temperatai, buvo matomi labai nery8k AMV atvirkstines
transkriptazs sustojimai tarpgendie srityje prieS gen55.2 (16 pav. A). Tuo
tarpu 43 °C temper@atoje, buvo matomi tik pirminiai RegB &kmai.

Sis tyrimas patvirtino, kadastekje nesant RNas G, ribonukleaz E
skelia § pai 55.2 transkripto taikip Taigi, 55.2 transkript ties antriniais
taikiniais skelia abiE. coli RNazs — E ir G. AnalogiSkagef transkripto
tyrimas taip pat parag kad visos trys endoribonuklesz(RegB, RNaz E ir
RNazG) hidrolizuoja ir jo prieSgeninsrit (16 pav. B). Svarbu pamit, kad
visais tirtais atvejais endoribonukléakegB isliko aktyvi, nepriklausomai nuo
to, kuri E. colikoduojama RNag E, G arba abi kartu, buvo inaktyvuotos.

Apibendrinant Sio tyrimo rezultatus galima teigkiad RNaz G yra
atsakinga uz antrigi skélimy atsiradim AU turtingose sekose prieS
bakteriofago T4 genusdd nrdC.3 43, motBir 39, tuo tarpu RNa&s E ir G abi
kartu gali atpazinti tuos paus taikinius, esafius mMRNR prieS genuS5.2 ir
cef Tatiau sprendziant pagal AMV atvirksSéis transkriptazs sustojimo vieg
blankum, panasu, kad RNé&z E vaidmuo antriniamestranskript; skaidyme
yra nedidelis, ir kad RN&zG yra pagrindia nukleaz, skelianti antrinius

taikinius visuose iki Siol tirtuose transkriptuose.
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Geno 55.2 mRNR
GW10 (wt) GW11 (rng::cat)
30°C 43°C 30°C 43°C
ACGTACGTACGTACGT

Geno 55.2 mRNR
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16 pav.Endoribonukleaziy G ir E jtaka antrini y skélimy atsiradimui genomo srityje prieS genu
55.2(A) ir cef (B). Pradmens ilginimo reakcijai buvo panaudota bendgsjeks RNR, iSskirta i&.
coli GW10 (wt), GW11ng::cat), GW20 ¢ne-1) ir GW21 (ng::cat rne-1) kamieny 6 min (30C) ir 4
min (43C) po infekcijos bakteriofagu T4 VirSuje pazyniti reakcijose naudqtdideoksinukleotid
takeliai. Kaigje esantis juodas trikampis (1) Zymi RegB nukésahidrolizuojam transkripty 5'-
galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodo ramty skelimy 5'-galinius nukleotidus. Geng5.2
atveju rai@ t zymi AT sustojim ties rhopriklausomu terminatoriumi (Miller ir kt., 2003)C} Pc
nuotraukomis pateiktos genomo srities prieS geghis2ir cef nukleotid; sekos. GGAG ir GGA!
motyvai yra pateikti juodame fone, iniciacijos kodo yra parySkinti ir pabraukti, terminaci
kodonai esantys prieS genus yra paryskinti ir pafiyavaigzduemis. Viery  kita rodargios rodykks
Zymi palindrominiy seky invertuotus pakartojimus. Vertikalios juodosébis rodo RegB siimy
vietas, o vertikalios pilkos sfies Zzymi antrinij skélimy vietas, efektyviausiai skeliamos vie
pazynetos tasku. PZymi ankstywjy transkript; pradzios nukleotidus.

Iki Siol RNazs G poveikis fago T4 transkriptams buvo tirtas mialiai.
Ueno ir Yonesaki nustat kad fago infekcijos metu padid paios E. coli
MRNR jautrumas RNazei G (Ueno ir Yonesaki, 2004i fiodo, kad ji
dalyvauja E. coli mRNR degradacijoje fago infekcijos metuitar T4

transkriptuose jos taikini iki Siol nustatyta nebuvo, téd misy nustatyti

79



taikiniai yra pirmieji fago T4 transkriptuose nustaRNazs G taikiniai.

3.4. Plazmictje koduojamy fago T4 transkripty jautrumo E. coli

endoribonukleazms tyrimas

Ankstesni tyrimy metu paroé@me, jog nuo RNagi E/G priklausantys
skélimai fago T4 tarpgenise srityse atsiranda tik po to, kai juos jaind
skélusi RNaz RegB. Ta&iau yra zinoma, kad RegB palieka -OH gyrup
transkripto 5' gale, ajturinti mMRNR rera tinkamas substratas RNars E/G.
RNazs E ir G teikia pirmenyp tiems RNR substratams, kurie 5' gale turi
monofosfatig grupge. Tuo tarpu, substratai, 5' gale turintys hidraksdrba
trifosfatine grupes, yra hidrolizuojametai ir labai neefektyviai (Jiang ir kt.,
2000; Jiang ir Belasco, 2004). ®duvo iSkelta hipotez kad tam tikri fago
T4 baltymai infekcijos metu gali téti jtakos RNazj E/G aktyvumui arba
specifiSkumui. Siems tyrimams toliau buvo naudojamalazmidzi-fagy
sistemos.

3.4.1. Plazmiagse koduojamy gemy nrdC.3 motB ir 55.2transkript y

jautrumo E. coli endoribonukleazms tyrimas plazmidziy-fagy sistemose

Norédami nustatyti, ar fagin infekcija turi jtakos RNazj E ir G
aktyvumui, buvo nusgsta sukonstruoti rekombinantines plazmides, kuriose
biuty fago T4regB genas bei gennrdC.3 motBir 55.2 pradzios kartu su 5'
sritimis, kuriose yra pirminiai ir antriniai endbonukleazj skélimo taikinial.
Rekombinantias plazmia@s buvo konstruojamogerpiant nuo fago T4PGR
metodu amplifikuotus DNR fragmentysplazmid: p.rT4regB (4 lenta, psl.
50).

Sukonstruotos rekombinanés plazmiads pT4regB-T4g55.2", pT4regB-
T4nrdC.3' ir pT4regB-T4motB' buvo transformuotpst. coli C41(DE3)
kamieno jsteles. Indukavus gerraiSky plazmidirgje sistemoje induktoriumi

IPTG (1 mM), kultira padalintg dvi dalis, viena dalisabtely kultiros buvo
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infekuota bakteriofagu TAregB ir po 6 min iSskirta bendrojadteks RNR.
Kita Igsteliy kultiros dalis nebuvo infekuota ir RNR buvo skiriamaépra 30,
40 arba 50 min nuo indukcijos pradzios. ISskirtddRRbuvo analizuojamos
MRNR sekoskaitos metodu séf Rymetais nrdC.3 motBir 55.2transkriptams
komplementariais pradmenimis. Palyginimui buvo em@jama RNR iSskirta
i§ C41(DE3) kamienmgsteliy po infekcijos bakteriofagais T4r T4AregB (17

pav.).
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17 pav. RegB skeli fago T4 nrdC.3 (A), 55.2 (B) ir motB (C) transkripty jautrumo E. coli
endoribonukleazms tyrimas plazmidziy-fagy sistemoje. Pradmens ilginimo reakcijai bu
panaudota bendrojastebs RNR, iSskirta i¥E. coli C41(DE3) kamienoakteliy, turiniy plazmies
pT4regB-T4nrdC.3', pT4regB-T4g55.2' arba pT4regBad®B' be fagids infekcijos arb& min (3(
°C) po infekcijos bakteriofagu T™egB. Transkriptainuo atitinkamy rekombinantini plazmidzy
buvo indukuotijneSant 1 mM IPTG 30 min prie$ infekcifagu. Neinfekuot lgsteliy méginiai buvc
imti 30, 40 ir 50 min po indukcijos IPTG. Kontrolams eksperimentams buymanaudoti faginiz
transkriptai iSskirti iE. coli C41(DE3) kamienogbkteliy 6 min (30°C) po infekcijos bakteriofagu T4
arba T4regB. VirSuje @zyntti reakcijose naudgt dideoksinukleotid takeliai, laikas (min) f
indukcijos IPTG arba infekcijos fagu. Kéje esantis juodas trikampis (1) Zzymi RegB nukés
hidrolizuojamy transkripty 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodotramy skeélimy 5'-
galinius nukleotidus. Geng5.2 atveju raié t Zymi AT sustojing ties rhopriklausomu terminatoriur
(Miller ir kt., 2003). Stiebo kilpos struitos genanotBatveju Zymi AT sustojimus ties mMRNR segt
strukfira.
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Analizuojant geg nrdC.3, 55.2ir motB transkriptus, iSskirtus is
neinfekuot; kultary, buvo nustatyta, kad visi jie yra efektyviai hitizaojami
pirminiy (RegB) taikiny vietose. Téiau gem nrdC.3ir 55.2 atvejais antriniai
AMV atvirkstinés transkriptagZs sustojimai, net ir p&us 50 min po
plazmidzy indukcijos, aptikti nebuvo (17 pav. A ir B). Pajoimai infekavus
fagu T4AregBE. colilasteles, turitias rekombinantines plazmides, iSskirtuose
tirlamyjy geny transkriptuose buvo nustatyti 5' galiniai nukldaii susiday
tiek dl RegB, tiek ir @l antriniy skélimy (17 pav.). AMV atvirkstigs
transkriptags sustojimai yra matomi tose {ase Vvietose, kaip ir
transkriptuose iSskirtuose bakterijultira infekavus fagu T4

Plazmictje koduojanmy nrdC.3 transkripty hidrolizé yra pavaizduota

schema (18 pav.).
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18 pav. Rekombinantirgje plazmidéje pT4regB-T4nrdC.3' koduojamy nrdC.3' transkript y
hidrolizavimo schema.

Tiriant genomotB transkriptus, buvo matomi aigk AMV atvirkstires
transkriptagzs sustojimai tiek pirminj, tiek ir antrinip skélimy srityse,
jrodantys, kad nuo plaznésl indukuotas transkriptas yra skeliamas Siose
vietose tiek vykstant, tiek ir nevykstant fago kdgai (17 pav. C). Téau
esant infekcijai fagu, skimai antriniuose taikiniuose yra ryskesni, nei
plazmidiniuose transkriptuose, iSskirtuose be ioifjek. Taigi atlikti tyrimai
plazmidzi-fagy sistemose pamé ank<iau iSkely idéja, kad fago infekcijos
metu yra sintetinami tam tikri fago T4 baltymai,rieuturi jtakos antring

skélimo taikiniy atsiradimui RegB kirptuose transkriptuose.
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3.5. Bakteriofago T4 koduojamy veiksniy, turin ¢iu jtakos E. coli

ribonukleaziy E ir G aktyvumui, nustatymas

Ankstesniuose darbo etapuose nuéstat, kad fagas T4 savo anksiyy
transkripty brendimui panaudojd&. coli endoribonukleas E ir G, be to
stimuliuoja j3 aktyvumy RegB kirpty transkripty atzvilgiu. Siekiant iSsiaiskinti,
kokie fago koduojami veiksniai tuitakos RNazj aktyvumui, buvo iskeltos
dvi hipotezs: RNazs fago infekcijos metu yra modifikuojamos ir gali
atpazinti transkripto 5' OH grgparba kiti fago T4 baltymai infekcijos metu
keicia jy funkcija. Tockl toliau tyrimai buvo vykdomi dviem kryptimis: RNag
galimo modifikavimo tyrimas ifvairiy fago T4 delecinj mutant; transkript
tyrimas, siekiant rasti tokius mutantus, kuriuosatriné RegB Kirpt

transkripty hidrolizé nelity stebima.

3.5.1. RNa2s G modifikavimo galimybés tyrimas plazmidziy-fagy

sistemose

Ankstywajame bakteriofago vystymosi ciklo etape yra simt@tha daug
nedideés molekulits mass peptid, kurie modifikuoja bakterijos-
Seimininkés baltymus, t&au dar daugiauyj gakty dalyvauti pertvarkant
bakterijos-Seimininés metabolizrg. Potransliacinj modifikacijy buvimas gali
keisti baltymo vied lastekje, stabilum ir funkcijas. Zinoma, kad kai kurie
fagai modifikuoja ribonukleazes,¢iau fago T4 infekcijos metu Sis reisSkinys
néra istirtas. Siame darbe, RNaznhodifikavimo tyrimams pasirinkome RNaz
G, nes anksau nustatme, kad ji yra pagrindinuz RegB kirpi ankstywjy
transkripty brendimy atsakinga nukle&z ir fago T4 infekcija keiia jos
aktyvuny in vivo.

Siekiant iSsiaiskinti, ar RN@zG yra modifikuojama fagiss infekcijos
metu, buvo sukonstruota rekombinaatiplazmicc pET16b_rnag (4 lentgl

psl. 50), turintiE. coli rnag gemy koduojani baltymy sulie N-gale su 10
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histiding. Plazmi¢ pET16b_rnag buvo transformuofaE. coli C41(DES3)
kamieno 4steles, auginama ikigdo = 0,3.rnag geno raisSka indukuota IPTG (1
mM) ir po valandos, puskultaros buvo infekuota bakteriofagu T4o likusi
kultiros dalis neinfekuota. Po 10 min, Kulf lasteks buvo surinktos,
suardytos ultragarsu, ir panaudojant histidinusSaufias kolortles buvo
gryninamas baltymas RnaG. ISgryninti baltymai btiviami denaiiruojartios
baltymy elektroforezs gradientiniame poliakrilamidiniame gelyjeidu (19
pav.).
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19 pav. Rekombinantires RNazs G elektroforetinio judrumo tyrimas denatiaruojan ¢ios baltymy
elektroforezés budu. Pirmame takelyje pazyitas RnaG baltymas iSskirtas po indukcijos IPTG, 2 -
RnaG baltymas iSskirtas po indukcijos IPTG ir irdighs fagu T4, 3 -pazynetas baltyny molekulires
masgs standartas — PageRU&Plus Prestained Protein Ladder.

Nustatyta, jog rekombinaniitbaltymy turin¢ias E. coli Igsteles infekavus
fagu T4, ketiasi iSgryninto RnaG baltymo elektroforetinis judras. Po
infekcijos baltymas RnaG tampa nevienalytis, jutizkteoforetiniame lauke
kaip trys atskiri, Siek tiek dideés molekulits mags baltymai. Baltymo
RnaG molekulid mag gakty pakisti &l tam tikny papildony funkciniy grupiy

prijungimo kovalentiniu rySiu. Baltym modifikacijos gali tuéti jtakos
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baltymo fizikiniy savyby pokyiams — ne tik keisti baltymo molekutimas,
bet ir kiivj, elektroforetin judrumy, ssveikas su kitomis molekémis (Farley
ir Link, 2009).

Nustaius, kad endoribonukleazG gali hiti modifikuojama, buvo
bandoma nustatyti modifikagijprigimti. Siuo metu yra zinoma labai daug
potransliacing modifikacijy atmain;. Pagrindigs iS j yra fosforilinimas,
acetilinimas,  glikozilinimas, = ADP-ribozilinimas ir ubikvitilinimas.
Bakteriofago T4 atveju yra zinomas tik vienas faggkdomas baltym
kovalentinio modifikavimo bdas — ADP-ribozilinimas (Miller ir kt., 2003). Sis
fagas koduoja 3 riboziltransferazes: Alt, ModA irob¥B, kurios ribozilina
jvairius E. coli baltymus. Fagui T4 infekavus gstek-Seiminink
riboziltransferags veikia ankstyvajame infekcinio ciklo periode ([pew ir
kt., 2005), todl buvo nuspgsta patikrinti, kuriame fago T4 infekcinio ciklo
etape RNaz G gali kiti modifikuojama.

Tikrinant iSkely prielaidh, kad RNazs G modifikacija vyksta
ankstyvojoje fagias infekcijos fagje, E. coli lagstekse nuo plazmies
indukavomernag geno raisk ir infekavome jas fagu T4. &fjiniai buvo imti
prajus 1, 3, 5 ir 10 min nuo infekcijos pradzios. Taupt buvo paimtas ir
neinfekuotos kultros kontrolinis néginys. Rekombinantiniai baltymai buvo
skiriami analogiSku metodu ankstesniems tyrimanmenapdojant histidino
liekanas suriSaty koloreliy rinkinj. 1Sgryninti baltymai buvo tiriami

denaiiruojartios baltymy elektroforezs bidu (20 pav.).
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20 pav. Rekombinantiress RNazs G modifikavimo kinetika fago T4 infekcijos metu. Pirmame
takelyje pazynatas baltymy molekulints mags standartas — PageRdMerPrestained Protein Ladc
Plus, 2 - RnaG baltymas iSskirtas po indukcijos BPB-6 takeliuose RnaG baltymas iSskirtas
indukcijos ir infekcijos fagu T4 po 1, 3, 5 ir 1rmJuods rodykes Zymi atsiradusius baltymo nia
pokytius po infekcijos.

Buvo nustatyta, kad, pias tik vienai minutei nuo infekcijos pradzios,
RNazs G elektroforetinis judrumas pakinta, baltymaktetdoretiniame lauke
juda tarsi du skirtingos molekuia mass baltymai. Prgus penkioms
minuttms nuo infekcijos pradzios, RN&z G elektroforetinis judrumas
daugiau nebekinta, ir baltymas juda elektroforatime lauke trimis atskiromis
juostekmis. Taigi galima teigti, jog ribonukleég G modifikavimas prasideda
ankstyvuoju infekcijos periodu, téd buvo nuspgsta iStirti atskig
riboziltransferazij jtaka RNazs G modifikavimui.

Norédami patikrinti iSkeld prielaich, jog modifikaving vykdo
riboziltransferags, E. coli lagstekse indukavomernag geno raiSk ir
infekavome jas T4 giminingais bakteriofagais, kumetugjo vieno iS
riboziltransferazes koduojam geny. Buvo nustatyta, kad infekavus bakterin
kultirg T4 giminingais bakteriofagais RB49 ir RB42, RNaz G
elektroforetinis judrumas iSlieka toks pats, kaip hfekcijos (rezultatai

nepateikti). IS literatros duomen yra Zzinoma, kad fagaRB49 neturi geno
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modA o RB42 neturi genalt. Kita vertus, abu bakteriofagai priklauso labiau
nuo fago T4 nutolusiai pseudo T-lyginbakteriofag grupei, todl jy RNR
hidrolizéje gali nedalyvauti RN&zG. Norint patikrinti RNags G ribozilinimo
galimyke, buvo nuspgsta prielaid patikrinti dviplazmidirtse koekspresijos

sistemose.

3.5.2. RnaG modifikavimo tyrimai dviplazmidinése sistemose.

3.5.2.1. Fago T4 riboziltransferags genomodA koekspresija surnag

ir ef-tu

Mono-ADP-riboziltransferazs katalizuoja ADP-ribo¥ks pernag nuo
substrato ADP-ribozil-nikotinamido (NAD+) ant arguo arba histidino liekan
modifikuojamame baltyme (Rohrer ir kt., 1975; Ball Eisenberg, 1996).
Vienos ADP-ribozs prijungimas gali padidinti baltymo mamazdaug 540 Da,
be to pakinta jos modifikuojamo baltymgvgbés (Laing ir kt., 2011).

Atskiry riboziltransferazj jtakos RNags G aktyvumui nustatymui
pasirinkome jterpty geny koekspresijos metad kai lagstekje nuo vienos
plazmicts indukuojama RN&zG, o nuo kitos — viena iS riboziltransfenazi
Tam tikslui pirmiausia sukonstravome su pET eksppesektoriais suderinagn
plazmicc pl28-21-1, turitia pl5A replikora ir indukuojamy tuo p&iu
induktoriumi — IPTG. Si plazmigd buvo sukonstruota i$ plazmidinivektoriy
PACYC184 ir pET21+ (2.2.18 sk., 63-65 psl., 11 pAy. RnaG indukcijai
naudojome ¢ paiag ankgiau sukonstruat plazmid — pET16b rnag, o
bakteriofago T4 genasodA buvo jterptasj rekombinantin koekspresijos
plazmidk p128-21-1. IS literaros duomen yra Zzinoma, kadE. coli elongacijos
faktorius EF-Tu fagiés infekcijos metu yra ribozilinamas (Ravel ir Kt969).
Jrodyta, kad tai vykdo fago koduojamos riboziltrarazs Alt ir ModB
(Depping ir kt.,, 2005), taau neatmetama galimyb kad gali ribozilinti ir
ModA. D¢l Siy priezasiy, jterppme E. coli gemy ef-tu kontroliniam

eksperimentuiBaltymas EF-Tu yra bakterijos elongacijos faktor{&avel ir
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kt., 1969), taiau taip pat ir nuo ATP nepriklausomas Saperonakjvdujantis
bakteriofago replikaciniame cikle (fago galésikonstravime) (Ang ir kt., 2000;
Snyder ir kt., 2003).

Siekiant iSsiaiSkinti, ar RN&z G yra ribozilinama baltymo ModA,
rekombinantigs plazmigs pET16b_rnag ir p128 21 1 modA (4 leétqdsl.
50) buvo transformuotosg E. coli C41(DE3) kamienoakteles, gew raiSka
buvo indukuota IPTG (1 mM). Po indukcijos, koeksiee buvo vykdoma 2
val. Po to dsteliy kultaros buvo surinktos, suardytos ultragarsu, ir paopund
histidinus suriSatiy koloreliy rinkinj buvo gryninamas rekombinantinis
baltymas RnaG. Tuo pa metu buvo vykdomas ir kontrolinis tyrimas: coli
C41(DE3) kamienoakteks buvo transformuotos plazrémis pET-16b_ef-tu
ir p128-21-1_modA (4 lent&| psl. 50), ir tomis paomis glygomis vykdoma
koekspresija. Be to, buvo siekiama patikrinti k&@iciasi baltymo EF-Tu
elektroforetinis judrumas po infekcijos bakteriafat4. ¢l to, E. coli lgsteks
turin¢ios rekombinantia plazmidc pET-16b_ef-tu, buvo infekuotos fagu T4
po indukcijos ir buvo iSskirtas rekombinantinis tgalas EF-Tu. ISgryninti
rekombinantiniai RnaG ir EF-Tu baltymai buvo tiriardenatiruojartios

baltymy elektroforezs bidu (21 pav.).
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21 pav. Rekombinantiny baltymuy RnaG bei EF-Tu elektroforetinio judrumo tyrimas po
koekspresijos su ModA. Pirmame takelyje pazytas baltyng molekulits masgs standartas —
PageRule™ Prestained Protein Ladder, 2 - RnaG baltymasijriéskpo indukcijos IPTG, 3 RnaC
baltymas iSskirtas po indukcijos ir T4 infekcijo§,- RnaG baltymas iSskirtas po koekspresijo
baltymu ModA, 5 - EF-Tu baltymas iSskirtas po indijgs IPTG, 6 - EF-Tu deymas iSskirtas f
indukcijos ir T4 infekcijos, 7 - EF-Tu baltymask#itas po koekspresijos su baltymu ModA.

ISanalizavus baltymm elektroforezs denairuojartiomis glygomis
rezultatus buvo nustatyta, kad, po infekcijos bastagu T4, ketiasi tiek
RNazs G, tiek EF-Tu elektroforetinis judrumas — jie gudlektroforetiniame
lauke trimis juostémis. Tuo tarpu, baltymo ModA poveikis koekspresijos
metu nei ribonukleas G, nei baltymo EF-Tu elektroforetiniam judrumui
nebuvo stebimas. Sie duomenys rodo, kad ribozéfexaz ModA gretiausiai

nevykdo mirkty baltymy modifikavimo.

3.5.2.2. Fago T4 riboziltransferaay gemy alt ir modB koekspresija su

rnag bei ef-tu

Kadangi buvo nustatyta, jog rekombinaniinRNazs G ir EF-Tu

elektroforetinis judrumas po infekcijos bakteriofa@4 pakinta labai panasiali,
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ir ModA buvo atmestas kaip nevykdantis modifikavimtoliau buvo

tikrinamos kitos dvi fago koduojamos riboziltrard&ss: Alt ir ModB, kurios,

kaip mirgta anksiau, vykdo EF-Tu ribozilinim in vivo. Yra nustatyta, kad
baltymas Alt turi pldiausg modifikuojamy baltymy spekty iS trijy fago

koduojamy riboziltransferaaj (Depping ir kt., 2005).

Genaialt ir modB buvo jterpti j rekombinantig koekspresijos plazmid
p128-16b (4 lentél psl. 50). Si plazmid buvo sukonstruota i§ plazmidini
vektoriy pACYC184 ir pET16b (2.2.18 sk., 63-65 psl., 11.@\V

Sukonstruotos rekombinangs plazmigs buvo transformuojamosg E.
coli C41(DE3) 4steles ir vykdoma koekspresija gerptu rnag genu tomis
paiomis glygomis, kaip apraSyta ankau. ISgryninti RnaG baltymai buvo

analizuojami denatuojartios baltym elektroforezs bidu (22 pav.).
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22 pav. Rekombinantinés RNazs G elektroforetinio judrumo tyrimas po koekspresijos st
riboziltransferazeémis ModA, ModB ir Alt. Pirmame takelyd pazynétas baltyna mags mass
standartas — PageRUl¥rPlus Prestained Protein Ladder, RraG baltymas iSskirtas po indukc
IPTG, 3-6 takeliuose RnaG baltymas iSskirtas palkagos ir ir T4 infekcijos po 1, 3, 5 ir 10 min-&
takeliuose RnaG koskresija su riboziltransferamis. Juoda rodykl Zymi atsiradusius analogisk
baltymo mass pokyius po infekcijos prgus 3 min ir po koekspresijos su baltymu ModB.
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Buvo nustatyta, kad po koekspresijos su geall RNazs G
elektroforetinio judrumo pokytis nestebimas, tuapta riboziltransferaz
ModB keckia Sh sgvybe. Tatiau po dviey koekspresijos valamg baltymas
elektroforezs lauke juda tik dviem juostahis (22 pav.). Toél buvo nuspgsta
prailginti koekspresijos laik ir patikrinti ar koekspresavumag su modB
ilgiau, baltymo judrumo paitdis pasikeis. AnalogiSkas kontrolinis tyrimas
buvo atliktas sLE. coli elongacijos faktoriumi EF-Tu. Klonuotnag ir ef-tu
genai buvo koekspresuoti su riboziltransfésamodB genu 5 val 37 °C
temperairoje, isgryninti naudojant standaitinmetod, ir analizuojami

denaiiruojartios baltymy elektroforezs bidu (23 pav.).
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23 pav. Rekombinantiny baltymuy RnaG bei EF-Tu elektroforetinio judrumo tyrimas po
koekspresijos su riboziltransferaze ModB Pirmame takelyje pazyétas baltyna molekulires mass
standartas — PageRUI¥rPlus Prestained Protein Ladder, RraG baltymas iSskirtas po indukc
IPTG, 3 — RnaG baltymas iSskirtaspo indukcijos # inhfekcijos, 4 —RnaG koekspresija

riboziltransferaze ModB, 5 — EF-Tu baltymas iSsidrtpo indukcijos IPTG, 6 — ER4 baltyma
iSskirtas po indukcijos ir T4 infekcijos, 7 — EF-Kaekspresija su riboziltransferaze ModB.

ISanalizavus gautus duomenis buvo nustatyta, kadoekspresijos su

modB tiek RNazs G, tiek EF-Tu atvejais atsiranda parsapakitimai. Téiau,
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net ir pailginus koekspresijos laikModB ketia jy elektroforetin judrumg
maziau nei po infekcijos fagu T4. Apibendrinus geutrezultatus, galima
daryti prielaidy, kad ir RNaz G fagirés infekcijos metu galiidi ribozilinama
baltymo ModB, téiau taip pat panasSu, kad abu baltymai gaiti me tik
ribozilinami, bet ir gali patirti ne vieno tipo mibttacija. Iki Siol buvo
parodyta, kad riboziltransferaz ModB ribozilina susijusius arba
dalyvaujaiius transliacijoje baltymus (baltymai taikiniaiigerinis veiksnys,
baltymas S1, EF-Tu) (Depping ir kt., 2005).ciBa Sio reiSkinio detak
mechanizmai ir modifikavimo biologén reikSme néra istirti.  Tyrimus
apsunkina tai, kad modifikagij tyrimai yra sudtingi ir gana brangs
(baltymy/peptid; masiy spektrometria analiz). Siame darbe taikomas
metodas leidzia greitai ir nebrangiai atlikti praids modifikavimo tyrimus ir
suzinoti, ar baltymas apskritai yra kovalentiSkaodifikuojamas fagias
infekcijos metu.

Rekombinantiniai baltymai RnaG ir EF-Tu, indukuokartu su
riboziltransferaze ModB, net po 5 val. pakinta maigi, lyginant su tais
pakitimais, kurie fago infekcijos metu atsiranda p€l0 min. Tai rodo, kad ir
kiti kol kas nenustatyti fago baltymai gali é&tir jtakos tiek ribonukleagi
modifikavimui, tiek ir transkripi metabolizmui fagias infekcijos metu. Tod,
lygiagretiai su baltyny modifikavimo tyrimais, buvo tiriamjvairiy fago T4
deleciniy mutanty transkriptai. Tyrimams pasirinkti tokie mutantiiirie tugjo
delecijas nezinomos funkcijos gensrityse. Tokiu bdu tikéjomés rasti
mutant, kurio RegB kirpti transkriptai nély hidrolizuojami antring skélimo

taikiniy vietose.

3.5.3. Bakteriofago T4 delecinj mutanty transkript y tyrimas

Siekiant nustatyti, koks fago T4 koduojamas veiksggli tugti jtakos
RegB kirpty ankstywjy transkripty antriniams s&imams, buvo nuspgsta
infekuoti E. coli Igsteles laboratorijoje esd&ais jvairiais fago T4 deleciniais

mutantais, o esant poreikiui sukurti ir daugiau antif bei atlikti jy ankstywjy
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MRNR tyrimus. Tyrimm modeliu pasirinkomenrdC.3 transkriptus, kug
antriniai kirpimai lina gana rysks ir priklausomi tik nuo RNas G. Tyrimai
buvo vykdominrdC.3 mRNR sekoskaitos metodivairiy fago T4 mutang
transkripty tyrimo eigoje buvo pastéta, kad uzkétus hsteles mutantiniu fagu
T4K10, RegB Kkirpg transkripty antriniai sklimai neatsiranda (24 pav.).
Mutantinis fagas T4K10 buvo gautas iS vieno |/$esis autorj — dr. K. N.
Kreuzer. I/S sistema buvo sukurta tikslingam myiaeiedimuij fago genorg
(Selic ir kt., 1988). Yra zinoma, jog Sio fago gem®yra litinyjy geny 38ir 51
amber mutacijos, genuosdenAir denB yra juos inaktyvuojatios taskirs
mutacijos bei delecijarllPT8, ¢l kurios fago genomeéna dvylikos gen,
kuriy daugumos funkcijos nezinomos. Buvo padaryta pdalakad vienas iS
paSalingjy geny gakty koduoti veiksit, darang jtaka RNaziy aktyvumui. Misy
laboratorirgje kolekcijoje yra keletas T4 mutantinifagy, iS kuriy genomo
buvo pasalinti kai kuria\rlIPT8 srities genai. Vienas iS takfagy - delecinis
mutantas T4_H88, neturintidlB geno. E. coli Be kamieno 4steks buvo
infekuotos bakteriofagais T4, T4K10 arba T4 H8&kida bendroji RNR
buvo analizuojama su specifiniu gemudC.3 pradmeniu. Buvo nustatyta, kad
genasrlIB nedarojtakos RNazj aktyvumui fagini transkripty atzvilgiu (24
pav.). Klonuojant ir atliekant komplementacijos ityus, taip pat buvo
patikrinti ir kiti Sios srities genai, &au rezultatai irgi buvo neigiami (rezultatai
nepateikiti).
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24 pav. Fago T4 ir jo mutanyy nrdC.3 transkript y analizé. Pradmens ilginimo reakcijai buvo panaut
bendroji hsteks RNR, iSskirta i¥E. coli C41(DE3) kamieno 5 min (3%C) po infekcijos bakteriofage
T4_H88, T4K10 arba T4 VirSuje pazyniti reakcijose naudqtdideoksinukleotid takeliai. Kaigje esanti
juodas trikampis (1) zymi RegB nuklesz hidrolizuojamy transkripty 5'-galinius nukleotidus, pilk:
trikampis (2) rodo antrimi skelimy 5'-galinius nukleotidus.

IS literatiros duomen buvo zinoma, jog T4K10 mutantas buvo
sukonstruotas kryzminant atskigen; mutantus, gautus chenés ar UV
mutagenezs kbidu (Selick ir kiti, 1988). Bl to jis gali tuéti ir daugiau
nenustatyy mutaciy kituose genuose. Vienas iS kandigagalintiy turéti
jtakos antrini kirpimy atsiradimui gadty bati fago T4 gengpseTkoduojamas
fermentas polinukleotidkingz (PNK), kuri geba fosforilinti tRNR®
antikodono 5' OH grup paliky po nukleazs PrrC sklimo (Amitsur ir kt.,
1987). Tai buvo vieninteéliki Siol zinoma biologig T4 PNK funkcija.

Fago T4 ankstyvojo gemqmseTkoduojamas baltymas PNK (Sirotkin ir kt.,
1978) katalizuojay-fosfatines grugs pernag nuo adenozintrifosfato (ATP)
arba nuo kij nukleozidtrifosfat (Novogrodsky ir kt., 1966) ant polinukleotid
5'-hidroksilo grups (Richardson, 1965). Be to, PNK turi 3'-fosfataz
aktyvumy, kuris yra nepriklausomas nuo ATP (Cameron ir dhexk, 1977;
Sirotkin ir kt., 1978) ir gali hidrolizuoti 2',3'#dines fosfodiesterines jungtis.

Buvo iSkelta hipotez kad PNK gali fosforilinti ir informacinj RNR 5'-
OH grug taip, kad monofosfatus turintys transkriptai tgptinkamais
substratais RNams E ir G. Tokiu atveju, fago T4K10 PNK & bati
defektyvi. To@dl pirmiausiai nusprengne nustatyti fago T4K10 genpseT
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selq ir patikrinti, ar jis neturi mutaaij Nust&ius gengpseTnukleotidire selg,
buvo rastos dvi tasSkés mutacijos, k€lan¢ios aminofigstis: glicinas keiasij
asparto ©igsi (G14D) bei argininas histiding (R229H). Pirmoji pakaita yra

jvykusi konservatyvioje patlyje, o antroji — nekonservatyvioje (25 pav.).

T4 MKKI | LTI GCPGSCKSTWAREFI AKNPG- FYNI NRDDYRQSI MAHE- ERDEYKYTKKKEG 58
T4K10 MKKI | LTI GCPGIBKSTWAREFI AKNPG- FYNI NRDDYRQSI MAHE- ERDEYKYTKKKEG 58
RB69 MKKI | LTVGCPGSCKSTWAREFI AKNPG- FFNI NRDDYRQSI MGHE- ERDEYKYTKKKES 58
AeHl MPYI ELTVGVSSSCKSTYARSEVKKSRGLLVEVNRDNTRKSLFAI G- GACEYKFNNDREN 59
RB43 - MNLI | TVGVPGSGKTTV\AKEKARENGN— TLTVSRDDI RRTLYCAGGDLTGY RFTEEKEN 58
. . * * * * * * . * * L
T4 I VTGMQFDTAKSI LYGGDSVKGVI | SDTNLNPERRLAVWETFAKEYGWKVEHKVFDVPWE 118
T4K10 | VTGMQFDTAKSI LYGGDSVKGVI | SDTNLNPERRLAVETFAKEYGAKVEHKVFDVPWE 118
RB69 I VTYMOHDAAHM LCQ- DGTKGVI | SDTNLNPERRL GNVEKYANQWGHEVVYQVFDVPWE 117
AeHl LVS- - - AANEAM VAAI NAKKNI | | SDTNL SPVYRKQNEL AAVEGYEYRELWFNVELDE 116
RB43 LVT- -- KLQADI VLNALASGKN\/I VHNTHLKKGDHVYV\KEI AKYTKVDFHI EV\NDADI VE 115

DR L
T4 LVKRNSKRGTKAVPI DVLRSMYKSMREYLG - - - - ------- - - LPVYNGTPGKPKAVI F 164
T4K10 LVKRNSKRGTKAVPI DVLRSMYKSMREYLG - ------------ LPVYNGTPGKPKAVI F 164
RB69 LVKRNAKRGTKTVPI DVPRSMYSRMREYKG- - - - - - - - - --- - - LPVYKGTPGKPKAVI F 163
AeHl LLARNKTRGPVKL DPERVKSVHERFVEQFNPEVHT SYVPDFAAETEL YEPSTALPTAVMF 176
RB43 LLKRNHKRGVNAL PVSRLV\EI\/FEQYRKLRG ----------- WWPAMQFADPSKPKCVI F 163
* - * % * % . * * - %
T4 DVDGTLAKIMNGRGPYDL EKCDTDVI NPMWVEL SKMYALMGYQ VWWSGRESGTKEDPTKY 224

T4K10 DVDGTLAKINGRGPYDLEKCDTDVI NPMWEL SKMYALMGYQ VVWSGRESGTKEDPTKY 224
RB69 DLDGTLALHVARGPYEL DKL STDAPNPMVWEYVKMLHQAGYTI | TVSGRESGTKEDSMCY 223
AeHl DTDGT TAHVHNRGPFEWDKVGQDL PKYNVI NHAKDLKARGVTI | NLSGRDGCCKEATAEW 236
RB43 DVDGTLTKVGQ?SPYDFTKVI DDPANPPVQEL F RMYKAAGY ACVVVSGREGT E@AHDTK 223

* k*k%k -***

T4 YRMIRKWEDI AGVPLVMQCQREQGDTRKDDVVKEEI FWKHI APHFDVKLAI DDRTQVVE 284
T4K10 YRMIKWEDI AGVPLVMQCQREQGDTRKDDVVKEEI FVWKHI APHFDVKLAI DDRTQWWE 284
RB69 YEATKKWVDSFS- | PWEMHI QRNQGDTRKDDVVKEEL FWNCI APYYDVKLAVDDRNQVVE 282

AeHl YKKVG- - - ----- MPCDFHFQREAGDQRPDDVI KKEI FFRDI APKFNVL YAVDDRKKVVD 288

RB43 ASLTAYDVD- - - - - LSDA FI\/REEGDHRHDFYVKEQ LVEKI LDKYYPVLAVDDRDTPVG 278
* . **x * % . * * k% *

T4 MARRI GVECWQVASGDF 301

T4K10 MARRI GVECWQVASGDF 301

RB69 MARRI GLECWQVNHGDF 299

AeHl MARSL GLECVEVQDSNF 305

RB43 MARMNG PCFQVDYGDF 295
* . ko k -k

* k%

25 pav. Bakteriofago T4 natyvaus genopseT koduojamy aminorag&iy palyginimas st
mutantinio fago T4K10 bei kitu T4 giminingy bakteriofagy koduojamuy PNK sekomis.Juodam
fone pazymitos T4K10 PNK aminag&Ziy pakaitos. Sekos agiaje pateikiamas aminoug&iy
palyginimas programa ClustalW, karigalima rasti internete adresu www.ebi.ac.lig@lw/
Zvaigzdute (*) Zymimos identikos amimgstys, dvitadkiu (:) funkciSkai panaSios amimgdtys
tasku (.) maZiau panasios amifgstys.

Batinosios aminargstys, formuojadios kinazs domeno aktyyji centg
yra K15, S16, D35, R38, D85 ir R126 (Wang ir Shup#002). G14D pakaita
yra vadinamojoje A ézutje, kurios motyvas GXXGXGKS (pazyta ar. fago

95



T4K10 atveju yra pakitusi), o Si glicino amimgstis yra itin konservatyvi net
tarp labai nutolusi organizmy koduojamose nuo NTP-priklausomose
fosfohidrolazse ir fosfotransferaése (Wang ir Shuman, 2002), tdikétina,
kad jos pakaita G14D gali pazeisti PNK kiaazaktyvum. Antroji mutacija
R229H gali ti nereikSminga, nes ji yrivykusi toli nuo fermento aktyyjy

centry ir néra konservatyvi net tarp giminiggl4 bakteriofag (25 pav.).

3.5.4. Fago T4 PNKijtakos RegB Kkirpty transkripty degradacijai

tyrimas

3.5.4.1. Tyrimas dviplazmidirése sistemose

Ankstesny tyrimy metu buvo parodyta, kad nuo plazésd
pT4regB-T4nrdC.3' indukuotirdC.3transkriptai yra efektyviai hidrolizuojami
pirminiy taikiniy vietose, taiau antriniai sklimo taikiniai aptikti nebuvo. Jie
atsirasdavo tik plazmidin sistema turincias hsteles infekavus fagu T4.
Siekiant nustatyti, ar tikrai PNK yra atsakinga ReégB kirpt; transkript; 5'
OH grugs fosforilinimg ir ar nustatytos mutacijos tujtakos jos aktyvumui,
jterggme fago T4 bei mutanto T4K1(yseTgenusj plazmidinius ekspresijos
vektorius p184-21-1 (4 lenteglpsl. 50).

Gautos rekombinantés plazmigs pT4PNK arba pT4K10PNK buvo
transformuotos; E. coli C41(DE3) kamieno gbteles kartu su pT4regB-
T4nrdC.3' ir vykdoma koekspresija. Indukavus yeaiSky dviplazmidirese
sistemose, buvo iSskirta bendrojgsteks RNR ir nustatomosnrdC.3
transkripty sekos dideoksiterminacijos metodu, naudojant?-Zpmeta

pradmef komplementay nrdC.3transkriptui (26 pav.).
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26 pav. Fago T4 arba T4K10 PNKijtakos antriniy skélimy atsiradimui tyrimas dviplazmidin ése
sistemosePradmens ilginimo reakcijai buvo panaudota bendgejebs RNR, iSskirta i&. coliC41(DE3
kamieno 4steliy, turinciy plazmides pT4regB-T4nrdC.3' arba pT4rebdardC.3' ir pT4PNK, art
pT4regB-T4nrdC.3' ir pT4K10PNK. Transkriptai nuoitiakamy rekombinantiiy plazmidziy buvc
indukuotijneSant 1 mM IPTG. dsteliy méginiai buvo imti 30 min po indukcijos IPTGirSuje pazynéti
reakcijose naudqtdideoksinukleotid takeliai. Kaigje esantis juodas trikampis (1) Zymi RegB nukés
hidrolizuojamy transkripty 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodotramy skélimy 5'-galinius
nukleotidus.

Nustatyta, kad sistemoje esant rekombinants plazmidms pT4PNK ir
pT4regB-T4nrdC.3', AMV atvirkStiés transkriptagzs sustojimai yra matomi
tose paiose vietose kaip ir transkriptuose, iSskirtuosektérdy kultiirg
infekavus fagu T#4 (26 pav.). Dviplazmidigie sistemoje esant plaznéits
pT4K10PNK ir pT4regB-T4nrdC.3' antriniai &knai taip pat atsiranda, d&u
ne tokie rySks kaip esant infekcijai fagu T4 arba koekspresijapT4PNK (26
pav.). Taigi, panasu, kad iSlieka dalinis T4K10 Plktyvumas, kurio esant
baltymo pertekliui uztenka funkcijai atlikti.

Apibendrinus gautus rezultatus galima teigti, kaKPyra fago T4
koduojamas veiksnys, lemiantis antgirskelimo taikiniy atsiradim. Net ir be
faginés infekcijos, tik plazmidigje sistemoje sintetinamos PNK uztenka, kad
geno nrdC.3 transkriptai Ity fosforilinami ir &l to atpaistami bakterijos
koduojamy endoribonukleaxi bei hidrolizuojami antrinj taikiniy vietose. Sie

tyrimai taip patjrodé, kad RNazs G modifikavimas fago T4 infekcijos metu
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neturi jtakos antriniams kirpimams, nes plazmigin sistemoje ji buvo

nemodifikuota, bet kirpo RegB hidrolizuptranskript; antrinius taikinius.

3.5.4.2. Fago T4K1(seTgeno mutaciyg atstatymas genome

IS atlikty tyrimy nebuvo aiSku, kuri iS mutagijlemia dalin fago T4K10
polinukleotidkinazs funkcijos netekimpy dél to buvo nuspysta sukurti
viengubus fago T4K1(@seT mutantus, kug PNK turty ar. pakay vien 14
arba 229 paityje, o taip pat gauti T4K10 fagsu pilnai atstatytu natyvipseT
genu.

Norint pakeisti mutacijas turinfago T4K10pseTgers nhemutuotu fago
T4 pseTvariantu, buvo naudojamgerpimo/pakeitimo (I/S) sistema (Selick ir
kt., 1988). I/S sistemsudaro specialus plazmidinis vektorius pBSPLO+ bei
fagas T4K10]Jterpimo/pakeitimo sistemos vektorius — plazépBSPLO+ yra
2638 bp vektorius, turintis pBR322 ori, atsparummpgilinui genr,
daugybinio klonavimo regian bei suliey p235upF geny, reikalingy fago
ambermutaciy supresijai. Fago T4K10 genome aSas hitinyjy geny 38 ir
51 amber mutacijos reikalingos fag j kuriy genom jsitergz pBSPLO+
plazmict su supF genu, atrankaE. coli nesupresuojaiuose kamienuose.
T4K10 genome es#éms nukleaai denA ir denB mutacijos apsaugo
nemodifikuoy DNR (t.y. ir plazmidig DNR) nuo degradacijos Sio fago
infekcijos metu (Selick ir kt., 1988; Selick ir Kreer, 1994).

I plazmidini vektory pBSPLO+jterpus natyy fago T4 gen pseTsu
aplinkinemis sekomis (4 lentél psl. 50), gauta rekombinantinplazmick
pBSPLO_T4PNK, kuri buvo transformuot&. coli MH1 kamieno dsteles bei
infekuota fagu T4K10. Homologis rekombinacijos ddu tarp plazmiéie
esartio fago T4 gengpseTDNR sek ir fago T4K10 genome esé&n geno
pseTDNR sek (27 pav.), pavyko atskirppseTgene esaflas mutacijas, t.y.
buvo gauti T4K10 fagai, kuyi PNK tugjo tik po viery ar. pakay arba 14
(fagas T4K10M14), arba 229 (fagas T4K10M229)ébge.
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27 pav. Fago T4 geun jterpimo/pakeitimo (I/S) sistemos panaudojimo schemaA) ] pBSPLO-
plazmid; klonuojamas natyvus fago TpseTgenas. Bakterijogi$teks, turirtios rekombinantigplazmid;
yra infekuojamos bakteriofagu T4K1B) Wkstant homologinei rekombinacijai tarp plazgjel esagio
fago T4 geno DNR sekir fago T4K10 genome es&n geno DNR sek plazmid integruojasii fagc
genom. Kadangi fago T4 itinyjy gerny amber mutacijos yra supresuojamos plazéjdesadio SupF
integrantai gali bti atrinkti pagal § gelejima vystytis nesupresuojéinoseE. colikamienuose. Neturint
isiintegravusios plazméd fagai vystytis negalC-D) Fagams integrantams vystantis supresuigameE.
coli kamiene plazmidinis vektorius su geno DNR sekantaipkulints rekombinacijos éka segreguoja
fago genomo, kuriame lieka arba buvusi, arba ngee kopija (Selick ir kt., 1988).

p23/supF

Naudojant I/S sistegnnatyvaugpseTgeno atstatyti nepavykog¢ldo buvo
nuspesta naudoti fag kryzminimo metodik. E. coli MH1 kamieno dsteks
buvo infekuotos fagais T4K10M14 ir T4AK10M229 (MO) B kultara buvo
auginama 2 val. Infekcijos metu homologirekombinacija vyko tarp mutupt
pseT DNR, kurios metu atsist@atlaukinio tipo genopseT seka. Gautas

mutantinis fagas buvo pavadintas T4AK10PNK+.

99



3.5.4.3. Vienguly T4K10 pseT geno mutany nrdC.3 transkript y

analizé

Norint nustatyti, kuri mutacija yra atsakinga uz KNfunkcijos
susilprejima, buvo tiriami sukonstrugtvienguly pseTgeno mutani nrdC.3
transkriptai.E. coli Iasteks buvo infekuojamos bakteriofagais *T#ontrok),
T4K10 (kontrok), T4AK10M14, T4AK10M229 ir TAK10PNKH+, ir po 6 min au
infekcijos pradzios buvo iSskiriama RNR, kuri po bmvo analizuojama
nustatant jos sekas dideoksiterminacijos metodudajant P>-zyméta genui
nrdC.3 specifin pradmen Buvo nustatyta, jog antriniai dkmai nrdC.3
transkripto prieSgenéje srityje atsiranda tik tada, kai bakterija-Seimié
buna infekuota bakteriofagais T4T4K10M229 ir T4K10 PNK+.E. coli
lasteles infekavus fagais T4K10 bei TAK10M14 antrisk&limai néra matomi
(28 pav.).

T4 L T4KI10 T4 KIOMI4 T4KIOM229 T4 KIOPNK+
'ACGTACGTACGTACGTACG T

1> 900000000088t n0 o0

D - -
20 - . TIYTY

28 pav. Fago T4 ir jopseTgeno mutanyy nrdC.3 transkript y tyrimas. Pradmens ilginimo reakcij
buvo panaudota bendrojjstebs RNR, iSskirta iSE. coli C41(DE3) kamieno 6 min (30Cy pc
infekcijos bakteriofagais T4 T4K10, T4K10M14, T4K10M229, T4K10PNK+. VirSuje Dareti
reakcijose naudat dideoksimukleotidy takeliai. DeSigje esantis juodas trikampis (1) zymi Re
nukleazs hidrolizuojany transkripty 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodo ramiy
skélimy 5'-galinius nukleotidus.
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Gauti duomenys rodo, kad G14D mutaciprinti PNK nestimuliuoja
RNazs G aktyvumo. Si mutacija yra PNK 5'-kiaz domene, tod
grekiausiai yra pazeista 5' kingzfunkcija.

IS literatiros duomen yra zinoma, kad PNK esanti ATP prisijungimo
kiSere formuojama elektrostatini 3veiky pagalba. Ankstesmityrimy metu
buvo nustatyta, kad mutacija G14takos kinaziniam aktyvumui neturi (Wang
ir Shuman, 2002), tuo tarpu aming&iy K15A, S16A ir R126A pakaitos
veikia PNK aktyvum, nes suardo ATP prisijungimo wvie{Galburt ir kt.,
2002). T&iau T4K10 PNK esanti pakaita G14D tytakos PNK aktyvumui.
Taip gali liti dél to, kad tiek glicinas, tiek alaninas yra nepéiimeutralios ar.,
tuo tarpu aspartaigstis yra polig ar., turinti neigiam kravj ir didesr Sonirg
grandirg. Be to, Salia esantis K15 (lizinas) yra péliteigiany krav;j turinti
aminofgstis, o elektrostatiniai rySiai susidaro ir tgpauty Soniny ar. grupi.
Taigi susidariusi elektrostatinsgveika tarp aspartougsties bei lizino ar.
liekany gali suardyti ATP prisijungimo vietir taip paveikti fago T4K10 PNK
5' kinazs aktyvum, nes net labai mazi baltymo konformacijos pasikeit
gali sukelti fermento funkcijos pokys. Tuo tarpu, R229H pakaita yiraykusi
PNK 3'-fosfatazs nekonservatyvioje patyje, toctl greiciausiai nesutriké
Sios funkcijos arba ji yra nesvarbi RNaz5 stimuliavimui.

Ankstesni tyrimai rod, kad fago T4K10 PNK funkcijos netekimas yra
dalinis, ir esant baltymo pertekliui, PNK gali &tlisavo funkcig, toctl buvo
nuspesta gauti rekombinantinius T4 ir T4AK10 PNK baltymiugstirti jy 5'
kinazin aktyvumng in vitro.

3.5.4.4. Rekombinanting T4 PNK ir T4K10 PNK in vitro aktyvumo

tyrimai

Siekiantjsitikinti, kad tikrai yra pazeista T4K10 PNK 5' kirés funkcija,
nusprendme iSgryninti rekombinantinius T4ir T4K10 PNK baltymus ir
patikrinti jy 5' kinazin aktyvumy in vitro. Tam tikslui fag T4 ir T4K10pseT
geny jterpcme j plazmidinj ekspresijos vektoyi pET16b, N-gale suliedami jo
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koduojam baltymy su 10 histidin (4 lentet, psl. 50), nes pagal litetabs
duomenis His inkaras netufiakos PNK struktrai bei funkcijoms (Wang ir
Shuman, 2002).

Rekombinantias plazmigs pET16b_T4PNK ir pET16b_T4K10PNK
buvo transformuotosE. coli C41(DE3) kamieg, atliktajterpty geny produkt
indukcija, bsteliy kultiros surinktos, suardytos ultragarsu, ir iSgryniNt
galinése dalyse 10 His turintys baltymai. Rekombinantifd bei T4K10 PNK
baltymy koncentracija buvgvertinta Bredfordo metodu.

Rekombinantini baltymy 5'-polinukleotidkinagzs aktyvumas buvo
tikrinamas atliekant oligonukleotido, tutim 5' gale OH grug in vitro
fosforilinimo reakcij. Fosfato donoru buvo naudojama$®?Zymetas ATP.
Kontrole buvo pasirinktas fago T4 PNKSigytas iS Thermo Scientific.
Fermentiis oligonukleotido Zyrgjimo [y-P*?ATP reakcijos atliktos naudojant
kelias iSskirg rekombinantini baltym; koncentracijas, siekiant iSvengti
baltymo pertekliaus, kuris maskuotrezultatus. Reakcijos produktai buvo
iSfrakcionuoti poliakrilamidiniame gelyje ivertinta, kiek skiriasi fago T4 ir
T4K10 PNK aktyvumai (29 pav.).
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29 pav. Bakteriofagy T4 ir TAK10 PNK 5' kinazinio aktyvumo palyginimas. A) T4 ir T4AK10 PNk
aktyvumo tyrimas atlikus pradmens Zjimo P2 reakcip. B) Fago T4 ir T4K10 PNK 5' kinazin
aktyvumojvertinimo grafire iSraiSka.

Atlikus tyrima, buvo nustatyta, kad nesant baltymo pertekliauguota
fago T4K10 PNK turi liekangj 5' kinazs aktyvum, taiau jis siekia tik apie 5
% natyvios T4 PNK aktyvumo. Tai pgd suprasti, kod j E. coli
transformavus plazmides pT4K10PNK ir pT4regB-T4nR1Cir vykdant
koekspresy, antriniai kirpimai taip pat atsiranda, nors imagi silpnesni nei
infekuojant bakteriofagu T4 arba sistemoje esardzmidei T4PNK (zr.
3.5.4.1. sk. 98 psl. 26 pav.). Indukavus @eaiSky nuo plazmids, susidaro
perteklinis PNK kiekis, é to uztenka ir liekamojo T4K10 PNK aktyvumo, kad
turinti mutacij polinukleotidkinaz gakty fosforilinti transkript; 5' OH grug
ir taip stimuliuoti RNazs G funkcig.
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3.5.4.5. Fago T$seTdeleciniy mutanty konstravimas ir PNK jtakos

RegB kirptiems transkriptams tyrimas

Ankstesni tyrimy metu nustaime, kad septyni fago T4 gen, ndd
nrdC.3 55.2 cef motB g43 ir g39 transkriptai yra hidrolizuojami veikiant
fago RegB irE. coliRNazms E ir G kartu. Be to, RNag G aktyvum RegB
kirpty nrdC.3 transkripty atzvilgiu lemia T4 PNK 5' kinazinis aktyvumas.
Norint nustatyti, ar polinukleotidkinazturi jtakos vigy minéty transkript
kirpimui RNaziy E/G pagalba, buvo sukurti deleciniai fago' T4T4K10 PNK
mutantai (TAPNK ir TAK10APNK), ir atlikti Siy fagg minéty ankstywjy
transkripty tyrimai.

Deleciny mutant; konstravimui buvo naudotgerpimo/pakeitimo (1/S)
sistema (Selick et al., 1988). Delecijos buvo kamgamos sujungiant
pBSPLO+ plazmidje PGR ldu gautus T4 genomo fragmentus, sujpas
norima panaikinti gea pseT Sios fago T4 DNR sekos reikalingos homologinei
rekombinacijai tarp plazméd ir fago genomo. Gautos plazrsd(4 lented,
psl. 50) buvo naudotos delecij@iestij genoma homologires rekombinacijos
tarp plazmidje esadiy T4 DNR sely ir fago T4K10 genomotiau. Taip buvo
gautas fagas TAKIWPNK, kui kryzminant su T4 kelis kartus, buvo prarastos
T4K10 mutacijos ir atsirinktas fagas ARNK.

Tikrinant, ar PNK turijtakos antrini skélimy atsiradimui migtuose
septyniuose transkriptuosé&. coli C41(DE3) 4steks buvo infekuojamos
bakteriofagu T4AK10PNK+ ir TAKIOPNK, o tiriant genondd transkripg —
fagu T4 ir TAAPNK (nes T4K1QArlIPT delecija apima indd gemny), ir po 6
min nuo infekcijos pradzios buvo iSskiriama bendrggteks RNR, kuri po to
buvo analizuojama nustatant jos sekas dideoksitertijos metodu, naudojant
P32 zymetus ndd nrdC.3 55.2 cef motB g43 ir g39 transkriptams
komplementarius pradmenis. Buvo nustatyta, jog ir@atr skélimai Siy
transkripty prieSgeniase srityse atsiranda tik tada, kai bakterija-Seimhin

buna infekuota fagu, turiiu veikly pseTgeny. E. colilgsteles infekavus fagais
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TAK10APNK bei TAPNK, antriniai sklimai nematomi (30 pav.).

Geno ndd mRNR

Infekuota fagu

T4 T4APNK

Geno g39 mRNR

Geno cef mRNR Geno g43 mRNR

Infekuota fagu

T4K10 PNK+ T4K10APNK

Infekuota fagu
T4K10 PNK+ T4K10APNK
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30 pav. TdseT ir T4ApseT faguy transkript w ndd, 39, cef, 43, 55.2, nrdC.3 ir motB tyri mas
zyméto pradmens ilginimo metodu. E. coli C41(DE3) kamienoaktebs buvo auginamos 36C,
infekuojamos bakteriofagu T4AK10PNK+ arba T4AKENK ir po 6 min nuo infekcijos prdtbs buvt
iSskiriama bendrojiglsteks RNR. Genadd atveju bendrojigsteks RNRbuvo iSskirta po infekcijc
fagu T4 arba TAPNK. VirSuje paZyriti reakcijose naudgt dideoksinukleotid takeliai. Kaigje
esantis juodas trikampis (1) Zzymi RegB nukksahidrolizuojany transkript; 5'-galinius nukleotidu:
pilkas trikampis (2) rodo antrigiskélimy 5'-galinius nukleotidus. Genb5.2 atveju raié t zymi R1
sustojimy ties rho-priklausomu terminatoriumi (Miller ir ki2003). Stiebo kilpos struktos gem ndd,
43, ir motB atveju zymi AT sustojimus ties segtuko stiukt R simboliu pazymti ankstywjy
transkripty pradzios nukleotidai, onPsimboliu pazynati viduriniyjy transkripty pradzios nukleotidai.

Tiriant genomotB transkriptus, antriniai kirpimai buvo pastebimiesant
infekcijai fagu T4K1APNK. Taiau esant infekcijai fagu T4K10PNK+,
skélimai antriniuose taikiniuose yra zymiai rySkesmei transkriptuose,
iSskirtuose IS fagu TAKMUPNK infekuot; Igsteliy. Tai rodo, kad fago T4 geno
motBtranskriptas galiiti hidrolizuojamas ir kitokiu, nepriklausomu nuo RN
budu. Geresp prieinamung RNazei G gali lemti Sio taikinio bei visos jo

MRNR strukiira ar silpnests gveikos su kitais baltymais.
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Apibendrinant gautus rezultatus, galima daryti dgya kad fago
koduojama PNK turijtakos vig tirty transkripty hidrolizei ties antriniais
skélimo taikiniais. Ji fosforilina vig tirty fago ankstyyjy geny transkript; 5'
OH galines grupes, likusias po endoribonukésaRegB kirpimo, ir taip
sukuria substratusE. coli koduojamoms RNa&ms GJ/E, kurios toliau

hidrolizuoja monofosforilintus transkriptus.

3.5.4.6. PNKjtakos ankstywjy fago T4 transkripty degradavimui

tyrimas

Bakteriofagy koduojany mMRNR apykaita yra labai greitagldo fagai gali
efektyviai keisti gen raiSkos pobd; skirtingy infekcinio ciklo stadiy metu.
Priklausomai nuo struiktos, mRNR pasizymi skirtingu stabilumu. Jos
degradacijos greitis priklauso nuo ribonuklgazkoncentracijos, mMRNR
struktiroje apspgsty atpazinimo viaj bei veiksny, galintiy daryti jtaka
RNazy ir mMRNR gveikoms.

Norint nustatyti, kaip fago koduojama PNK daitaka ankstywjy
transkripty degradacijai, buvo tiriamay kaupimosi 4stekje kinetika.Analizei
buvo pasirinktosnrdC.3 motB ir g39 mRNR. E. coli C41(DE3) kamieno
lasteks buvo infekuojamos bakteriofagais *T4 TAK10PNK+ arba
T4K10APNK, ir buvo skiriama bendroja$teks RNR. RNR buvo skiriama 1,
3, 5 7, 10, 12, 15 ir 20 min nuo infekcijos pra¥;i po to pasirinkti
transkriptai buvo analizuojami®*PZzyméto pradmens ilginimo metodu. Kaip
kontrok buvo naudotos 6 min po fago Tiafekcijos iSskirtos mRNR.

Pagal elektroforeés duomenis buvo nustatyta, kadélsk MRNR
endoribonukleazei RegB (1-3 min nuo infekcijos [rad), ties antriniais
taikiniais kirpti transkriptai pastebimi nuo 5 mipo infekcijos pradzios), pik
pasiekdami 7-10 min (po infekcijos pradzios) (33, 34 pav. A). Be to,
elektroforezs duomenys rodo, kad fago T4KAPNK infekcijos eigoje RegB
Kirpti transkriptai yra stabilesni. T&u Sis tyrimas buvo netikslus ir atskleid

tik pat degradacijos paldj, tod:l buvo nuspgsta transkripf degradacy laike
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tirti kiekybinio tikro laiko PGR metodu (kPGR).

Kiekybinis PGR metodas yra labai jautrus ir tiksldd to galima tirti net
labai nezymius genraiskos pokyius. Iki Siol yra labai mazai duomerapie
KPGR panaudojim tiriant bakteriofag geny raiSky. Taip yra @l keliy
priezasiy. Viena svarbiausi yra tinkamos vidias kontroés arba vidinio
standarto nebuvimas. Kontrolinei RNR keliami regkainai yra Sie:

a) ji turi turéti tokj pat kopijy skatiy visose dstekse;

b) Ji turi baiti ekspresuojama visosgstekse.

Bakteriofagy genome @éra tokio geno, Kuris iy ekspresuojamas viso
infekcinio ciklo metu. Tiriant bakteriofag geny raisSks, vidine kontrole
dazniausiai renkamasi 16S rRNRGiga jos transkripf yra Zymiai daugiau nei
bet kury Kkity tiriamy bakteriofago arba bakterijos-Seimindsk gem
transkripty (Clokie, 2009). Daugys tyrimy duomenys parag kad net ,nam
akio* (hous-keeping) genai yra reguliuojami ir vaonja eksperimentigi
salygy metu (Bhatia ir kt., 1994; Bereta ir kt., 1995;a00 ir kt., 1998; Thelin
ir kt., 1999). Kadangi sy tikslas buvo ne nustatyti tiksltranskripty kopijy
skatiy, o palyginti kaip kinta transkript kiekiai laike esant skirtingoms
salygoms, t.y. esant PNK veiksniui arba jam nesanmtyobnuspgsta kaip
kontrok panaudoti mMRNR, iSskigtiS bakteriofag, turiniy veikly pseTgeny
(TAK10PNK+), tuo tarpu tiriamieji transkriptai yréskirti iS bakteriofag
neturirtiy pseTgeno (T4K1APNK).

Yra du kiekybirés analizs kidai: absoliuti kiekybia analiz ir santykire
kiekybire analiz. Siame tyrime transkriptkiekiai buvoijvertinti santykirs
kiekybinés analizs metodu, kai vertinamas pokytis tarp geno raiSkos
skirtingomis glygomis (pvz. esant PNK baltymui (standartas) isaré PNK
(tilamasis)). Santykiakiekybiné analiz parodo, kaip pasikeittiriamojo geno
raiSka lyginant su kontrolinio varianto raiSka. Be santykig kiekybine
analiz nereikalauja Zinom koncentraciy standani ir kontrole gali liti bet
kuris transkriptas, jei tik jo nukleotidseka yra zinoma.

Naudojant kPGR metaditin svarbu tiksliai iSskirti analizuojagnRNR,
kadangi ji yra labai nestabiliE. coli C41(DE3) kamieno gbkteks, buvo
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auginamos 30 °C iki Odgp = 0,8, tada buvo uzkimmos bakteriofagais
T4AK10PNK+ arba T4K1APNK (MOI 10). Pirmieji pavyzdziai buvo imami
pra&jus 5 min po infekcijos pradzios (0 mikat pavyzdys), po ta terpe
dedamas rifampicinas (12g/ml). Rifampicinas stabdo nawjtranskripty
sintez prisijungdamas prie RNR polimeksz3 subvieneto (Calvori ir kt.,
1965; Campbell, 2001). Nayjtranskripty sintez buvo stabdoma tam, kad
buty galima stebti transkripty degradacy laike, nemaskuojant rezultat
kitiems naujai sintetinamiems transkriptams. Kitvpzdziai buvo imami
pragjus 3, 5, 7, 10 ir 20 min po transknpsintezs sustabdymo rifampicinu.
Surinktos 4stebs buvo suardomos ir bendrojistely RNR buvo skiriama
naudojant ZR RNA MiniPrep™ rinkjnpagal gamintaj rekomendacijas.
Likusi genomig DNR iS tirlamyjy méginiy buvo paSalinta inkubuojant
méginius su DNaze |I. RNR koncentracija bei Svarumasobjvertinamas
spektrofotometrijos ddu, matuojant absorbgijuV Sviesoje, esant 260 nm ir
280 nm bangos ilgiams.

kPGR amplifikacijos signalui nustatyti buvo nusgia naudoti dviej
pradmen ir zondo sistem nes toks metodas yra specifiSkesnis, nei hautlojan
du pradmenis ifsijungiani daz. Pradmen ir zond; kirimo schema pateikta

31 pav. Pradmenys buvo patikrinti naudojant standd?GR metodl.

Genas nrdC.4 \4 Genas nrdC.3
ARAAUUUAAAGCCAAGGAYGGCUCHENEUAUARAUCAUUARCCAAGUGAGAAGAACAUGAARACUCGUARACAUUAUAGUU

GAUUAUUUUGACAGUCUUAUUACUAABRCAUCGUGAUUAUCAGAAAGGACAUAGAGAAGUAAUCAAUAAUAUUCUUCGUGAUU

UUUUAGACUAUAUUGGAUGGGAAAACCAUAUUUGUAAAGAUAC ACEANAUGCEUAUUCACAUUCUCUDGEY | C

l)I\I
Genas 39.1 v > Genas 39
ggAAAGGccUUcGGGcCUUUAGCUUUAUGAUUACC@EUAUAAUAUUCCCGAAACCAAACGAGGAUAAGUGAUGAUUAAGA
AUGAAAUUAAGAAUUCUGAGCCAUAUUGAACAUAUCAAAAAGCGUAGUGGCAUGUACAUUGGCUCUUCUGCUAAUGAAACGC

AUCAGCGCUUUAUGUUUCCUAAAUGGGAAAGUGUUCACDAUCUACCUCCUCUDGUUARGEN~

P,
Genas motB.1 l_t’ v Genas motB
UGA.83.0 ACUCUUGGGACCAGAGUAUAAUGGUCCC GUEENEUAUAAAAUCUUUUUAACAAGUGAGAGAUAACUAUGAUUAUY
AAUAUUGGUGAAUUAGCUCGUGUAUCUGAUAAAUCCCGUUCUARAGCAGCAGGAAAAUUGGUCGAAGUUGUAAGCAUUCAGC
UUAAGCAUGGUGUUAAAGAUGAAGAUUCUGAAGUAAAAGUCEUAUCAUUCCUARACAUCCARAGUGH ~ A

31 pav. kPGR naudoty pradmeny ir zondy kiirimo schema. Paveiksle pateiktos griy prieS gent
nrdC.3 g39ir motBnukleotid; sekos. GGAGmMotyvai yra pateikti juodame fone, iniciacijos ko
yra pazynéti raudonai ir pabraukti, terminacijos kodonai dgarprieS genus yra paryskinti ir paztr
Zvaigzduemis. Viery j kita rodartios rodykks Zymi palindromini seky invertuotus pakartojimu
Vertikalios juodos stiés rodo RegB skimy vietas, o vertikalios pilkos stés zymi antrinig skelimy
vietas. B simboliu pazyniti ankstyvosios transkripcijos iniciacijos nukletsi, o Ry simboliL
pazyneti viduriniosios transkripcijos iniciacijos nuklédai. Geltonai pazygtas tiesioginis, o #lynai
atvirkstinis pradmenys. Zaliai pazytas zondas.
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kKPGR reakcija buvo atliekama keturis kartus (naamcioRNR, iSskig
skirtingy keturiy eksperiment metu), esant trigubam pakartojimui. Gauti
duomenys buvo analizuojami Rotor-Gene 1.7.87 prograjranga.

Pirmiausia buvo nustatytas PNK poveikisdC.3 geno transkriptams.
Kaip jau buvo migata, 5 min po infekcijos bakteriofagu T4K10PNK+ arba
T4AK10APNK, | terp buvo jdéta rifampicino. RNR polimeraz elongacijos
metu susijungusi su DNR ir RNR yra atspari rifanmpcprisijungimui. Kai
RNR polimerag baigia transkripcy ir atsijungia nuo DNR ir RNR, prie jos
gali prisijungti rifampicinas, kuris trukdo nawj atviry transkripcijos
kompleks, susiformavimui (Herring ir kt., 2005). dDSios priezasties, nuo O
iki 3 min dar yra stebimas transknpkiekio padi¢jimas (32 pav. B). Tuo
metu vis dar sintetinami nauji transkriptaigitas kartu prasideda ir RNR
degradacija. Transkriptdegradacija, esant veikliai PNK yra greitesi¢l to
skiriasi transkripi, iSskirty iS TAK10PNK+ ir TAK1APNK, kiekiai.

ISanalizavusnrdC.3 transkripto KkPGR duomenys (32 pav. B) buvo
nustatyta, kad transkriptai, iSskirti gsteliy turin¢éiy T4AK10PNK+, degraduoja
grekiau nei transkriptai, skirti iS TAKPNK infekuot; Iasteliy. Taigi, nesant
PNK nrdC.3 transkriptai tampa stabilesni. Sie rezultatai rollad nrdC.3
transkripto degradacija yra priklausoma nuo PNKiata ilgainiui jie gali uti
degraduojami ir nuo PNK nepriklausomidoi.
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(A)
Geno nrdC.3 mRNR
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32 pav. PNK jtakos genonrdC.3 transkripto degradacijai nustatymas. A) Zyméto pradmens
ilginimo metodas. E. coli C41(DE3) kamieno gbteks buvo auginamos 30C iki ODgyo = 0,8
infekuojamos bakteriofagu T4MOI 10) ir po 6 min nuo infekcijos pradZios bugskiriama bendrc
lastebs RNR, kuri panaudota sekoskaitdiiriant transkripy kinetika, E. coli lasteks buwc
infekuojamos bakteriofagais T4AK10PNK+ arba TAKPINK. Bendroji steks RNR buvo skiriama
3, 5,7, 10, 12, 15 ir 20 min nuo infekcijos pramZipo to ji buvo analizuojama&®2ymeto pradmer
ilginimo metodu. VirSuje pazyati reakcijose naudaqtdideoksinukleotid takeliai ir RNR skyrim
laikas (min) po infekcijos fagais. Kg&je esantis juodas trikampis (1) Zymi RegB nukds
hidrolizuojamy transkript; 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodotramy skélimy 5'-
galinius nukleotidusB) kPGR metodas.E. coli C41(DE3) kamienogkteks, buvo auginamos 30
iki ODeoo = 0,8, tada buvo uZkémmos bakteriofagais TAK10PNK+ arba T4KKENK (MOI 10).
Bendroji Bsteks RNR buvo skiriama 0, 3, 5, 7, 10, ir 20 min, pkeena DNaze | ir naudojar
kPGR. Gauti duomenys buvo analizuoti Rotor-Gene8Z.programingranga.

Geno motB mRNR degradavimo tyrimui pasirinkomesldo, kad jos

degradacija skiriasi nuo kittirtyjy transkript;, jos hidroliz gali vykti tiek
dalyvaujant PNK, tiek ir be jos (33 pav. A).
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A)
Geno motB mRNR
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33 pav. PNK jtakos genomotB transkripto degradacijai nustatymas: A) Zyméto pradmens
ilginimo metodas. E. coli C41(DE3) kamienoaktebs buvo auginamos 30C iki ODeoo = 0,8
infekuojamos bakteriofagu T4MOI 10) ir po 6 min no infekcijos pradzios buvo iSskiriama benc
lasteks RNR, kuri panaudota sekoskaitaliriant transkripy kinetika, E. coli Igsteks buwvc
infekuojamos bakteriofagais T4AK10PNK+ arba T4AKPINK. Bendroji 4steks RNR buvo skiriama
3,5, 7,10, 12, 15 ir 20 min nuo infekcijos pradZipo to ji buvo analizuojam&dZyméto pradmer
ilginimo metodu. VirSuje pazyéti reakcijose naudaqtdideoksinukleotid takeliai ir RNR skyrim
laikas (min) po infekcijos fagais. Kg&je esantis juodas trikampis (1) zymi MBegiukleazs
hidrolizuojany transkripty 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodotramy skelimy 5'-
galinius nukleotidusB) kPGR metodas.E. coli C41(DE3) kamienoakteks, buvo auginamos 30
iki ODeoo = 0,8, tada buvo uzkimmos bakteriofagais TAK10PNK+ arba T4KKENK (MOI 10).
Bendroji hsteks RNR buvo skiriama 0O, 3, 5, 7, 10, ir 20 min, pkiaena DNaze | ir naudojar
kPGR. Gauti duomenys buvo analizuoti Rotor-Gene8Y.programingranga.

Gauti rezultatai rodo, kad gemaotBtranskripty, iSskirty iS TAK10PNK+,
degradacija vyksta tik Siek tiek gé&iu nei transkripf, iSskiryy iS
TAK10APNK infekuoty Igsteliy (33 pav. B), téiau skirtumai yra labai nedideli.
Apibendrinus visus Siame darbe atliktus tyrimusnsoiB transkriptu, galima

teigti, kad motB transkriptas degraduojamas tiek nuo PNK priklausotiek
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nuo PNK nepriklausomu keliu, gaibveikiant ir kitems fago arba bakterijos
koduojamiems veiksniams.

IS literatiros duomen yra zinoma, kad gend9 yra nurasomas tiek nuo
ankstyvojo promotoriausj ilgus policistroninius transkriptus, tiek nuo
viduriniojo promotoriausj monocistroninius transkriptus (Stitt ir Hinton,
1994). Abu transkriptai baigiasi stipriu terminawoni. Policistronin
transkripy tarpgenigje srityje kerpa endoribonukleazRegB, tuo tarpu
monocistroninis transkriptas yra atsparus jos pgoueiDél to buvo tikslinga
iStirti, kaip tai atsispinés KPGR rezultatuose. Taigi, buvo nuspa iStirtig39
transkripto degradacijos priklausomgybuo PNK veiksnio (34 pav. A ir B).

Gauti rezultatai rodo, kad39 transkriptai iSskirti iS5 TAK10PNK+ yra
degraduojami gréiau nei skirti iS TAK1APNK, ta&iau skirtumas tarpyj
kiekio bégant laikui yra panasSus (34 pav. B). Tai galintdylpaaiskinti tuo,
kad Sio transkripto degradacijos kreivyra sumig policistroniny ir
monocistroning transkripty degradavimo iSraiSka. Galima daryti prietgidad
policistroniniai transkriptai yra degraduojami giau (nuo RegB ir PNK
priklausomu kdu), tuo tarpu monocistroniniai transkriptai kiaika iSlieka
stabiis ir yra degraduojami nuo RegB ir PNK suderinto kieod

nepriklausomu &du.
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A)
Geno g39 mRNR
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34 pav. PNKjtakos geno39 transkripto degradacijai nustatymas: A) Zyméto pradmens ilginimo
metodas.E. coli C41(DE3) kamienogkteks buvo auginamos 38C iki ODseo = 0,8, infekuojamc
bakteriofagu T4 (MOI 10) ir po 6 min nuo infekcijos pradzios bu\&skiriama bendrojigkteks RNR
kuri panaudota sekoskaitaiTiriant transkripy kinetika, E. coli lasteks buvo infekuojamc
bakteriofagais TAK10PNK+ arba T4KABNK. Bendroji 4steks RNR buvo skiriama 1, 3, 5, 7,

12, 15 ir 20 min nuo infekcijos pradzios, po tdjivo analizuojama® Zymito pradmaes ilginimc
metodu. VirSuje pazyti reakcijose naudqtdideoksinukleotid takeliai ir RNR skyrimo laikas (mi
po infekcijos fagais. Katje esantis juodas trikampis (1) zymi RegB nukésahidrolizuojany
transkript; 5'-galinius nukleotidus, pilkas trikampis (2) rodatramy skélimy 5'-galinius nukleotidu:
B) kPGR metodas.E. coli C41(DE3) kamienoakteks, buvo auginamos 30 °C iki @Qf = 0,8, tad
buvo uzkréiamos bakteriofagais T4K10PNK+ arba T4KENK (MOI 10). Bendroji 4steks RNF
buvo skiriama 03, 5, 7, 10, ir 20 min, paveikiama DNaze | ir ngjatiea kPGR. Gauti duomenys bt
analizuoti Rotor-Gene 1.7.87 programjnenga.

Siame darbo etape atlikti tyrimai patvirtino fagd PNK jtaka RegB
kirpty transkripty degradacijai. Taigi galima daryti iSvgadkad tiek T4 RNags
RegB, tiek ir PNK slygotas E. coli RNaziy E ir G veikimas yra skirtas
ankstywjy transkripty degradacijai pagreitinti.
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Rezultaty apibendrinimas

Sio darbo tikslas buvo istirti bakteriofago T4 aiyksjy transkript
degradacijos mechanizmus, nustatyti Siame procakealjartius fermentus
ir jy tarpusavio veikimo priklausomyb Iki Siol buvo zinoma, kade. coli
RNaz E dalyvauja fago mRNR degradacijos procese visekamio ciklo
metu (Mudd ir kt., 1990), o fago koduojama RBdegB yra atsakinga uz
daugelio ankstyyjy transkripty degradacy§j. RegB nukleass taikiniai, kuri
esminis motyvas yra GGAG, buvo nustatyti iSimtinankstyvuosiuose
transkriptuose, efektyviausi — SD sekose (Uzant.ir 3088; Ruckman ir kt.,
1989; Sanson ir Uzan, 1993, 1995). Kirpdama SikasseRegB iSjungiayj
transliacig ir pagreitina degradagij taip uztikrindama sklandgen; raiskos
perjunging iS ankstyvosio$ viduriniaja faze (Sanson ir kt., 2000).

Akivaizdu, kad RegB taikinius gr&@ausiai turi dauguma ankstypn
transkripty, taciau buvo siiy su nepatikrintais galimais taikiniais. Be to buvo
neaiSku, kaip RegB hidrolizuoti transkriptai degrag@ toliau ir kaip Siame
procese galy dalyvauti RNagz E, kurios taikiniai buvo nustatyti tik
pavieniuose fago transkriptuose. tbdirmas Sio darbo uzdavinys buvo
nustatyti naujus endoribonukleész RegB sklimo taikinius ankstyvuosiuose
fago transkriptuose bei patikrinti kai kuriuos galis taikinius, iSsiés¢iusius
viduriniyjy ar wlyvyjy geny srityse. Siame darbo etape pavyko patvirtintissesi
naujus RegB hidrolizuojamus taikinius, esas gem ndd.4 segD dmd sp,
mobD.1ir pin SD srityse, ir vieq taikinj, esant prieS gen arn. Analizuojant
segD transkriptus, kurie buvo laikomiélyvaisiais (Luke ir kt., 2002), buvo
aptiktas iki Siol nenustatytas vivo aktyvus ankstyvasis promotoriugsegD,
kurio —10 srities seka ir tarpiklio sritis atitikgpines fago T4 P promotoriaus
sekas, 0 —35 srities seka (ATTTACA) buvo netipiBarbo metu patvirtinta,
kad Sis promotorius yra aktyvus ir pakankamai g8gn vivo, taigi RegB
hidrolizuojamisegDtranskriptai yra ankstyvieji.

Toliau ieSkant nauj endoribonukleas RegB taikiny, buvo aptikti 3

transkriptai dd nrdC.3ir 55.2), kurie tugjo antrinius sklimo taikinius AU
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turtingose sekose, esamse uz RegB taikini Siy taikiniy ypatyl buvo ta,
kad jie buvo iSsiéste uz 5-8 nt nuo RegB skeliaplGGAG motyw, esagiy
tarpgenigse, bet ne SD sekose. Papasikiniy (prieScef g39 motBir g43
genus) buvo aptikta ir anéau (Hsu ir Karam, 1990, Sanson ir Uzan, 1993,
1995), t&iau endoribonukleas, atsakingos uz antrinius éiknus nustatytos
nebuvo. Siame darbe patvirtinome, kad visi iki $iotatyti antrinius taikinius
turintys transkriptaitampa tinkamais substratais kitoms nukésag tik po
pradinio kirpimo, kui vykdo endoribonukleazRegB. Sie transkriptai buvo
pasirinkti kaip modelis RegB kirpttranskript; degradacijos tyrimams.

Analizuojant mRNR, iSskigt iS RNazs E ts jautuw E. coli kamieny,
nustaéme, kad RNaz E arba visiSkai nedalyvauja gendd, nrdC.3 ir 55.2
transkripty degradavime, arba nukleész aktyvumas maskuojamas Kkitos
nukleazs, turirtios panag specifiSkumg. Tockl buvo patikrintas panasius
taikinius atpajstartios RNazs G galimas poveikis fago T4 RegB kirptiems
transkriptams. ki Siol RN&s G poveikis fago T4 transkriptams buvo tirtas
minimaliai. Ueno ir Yonesaki nustatkad fago infekcijos metu padid paios
E. coli mRNR jautrumas RNazei G, be to, ji dalyvadga coli mRNR
degradacijoje fagiss infekcijos metu (Ueno ir Yonesaki, 2004)¢ital jos
taikiniai nustatyti nebuvo. Sio darbo metu, naudbjgRNazs G mutantinius
kamienus, nustatyta, kad RNa3 yra atsakinga uz antrinskélimy atsiradim
AU turtingose sekose prieS bakteriofago T4 gamd nrdC.3 43, motBir 39.
Tuo tarpu RNa&s E ir G kartu gali atpazinti tuos gas antrinius taikinius,
esartius MRNR prie$ genusb.2ir cef Apibendrinus tyrim rezultatus galima
teigti, kad RNags E vaidmuo antriniame tit transkripty skaldyme yra
nedidelis, ir RNaz G yra pagrindia nukleaz, skelianti visus iki Siol Zinomus
RegB kirpty transkripty antrinius taikinius. Sie taikiniai yra pirmieji da T4
transkriptuose nustatyti RNez G taikiniai.

Ankstesniy tyrimy metu nustatyta, kad tiek RNaE, tiek RNaz G teikia
pirmenyle tiems RNR substratams, kurie 5' gale turi moneafosf grupe
(Mackie, 1998, 2000; Baker ir Mackie, 2003; Jiangti, 2000). Be to, RN&z

G yra jautresé 5-monofosforilintam galui nei RN&zE (Tock ir kt., 2000).
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Taciau po endoribonukleéaz RegB sklimo, transkripto gale lieka 5" OH gréip
(Saida ir kt., 2003), o tokie transkriptai éra geri substratai
endoribonukleazms E bei G. To#él buvo siekiama iSsiaiskinti kas gali &tr
jtakos RNazj E/G aktyvumui.Jterpus T4regB gery bei RegB ir antrinius
taikinius turirtius genus ir indukavug jaisks nuo plazmidai, buvo pastedia,
kad antriniai mRNR kirpimai plazmidiése sistemose neatsiranda. Jieldvo
stebimi tik plazmidines sistemas papildomai infekawr bakteriofagu T4 Tai
parod, kad papildomi fago koduojami veiksniai tgiakosE. coli RNazi E ir
G aktyvumui. Tolimesni tyrimai buvo skirti nustatykokie fago baltymai
veikia RNazy aktyvumy RegB kirpty ankstywjy fago transkripi atzvilgiu.
Tyrimy modeliu buvo pasirinkta pagrindirsio proceso RN&zG ir tik jos
hidrolizuojami transkriptai. Buvo tikrinama RN&z G modifikavimo
galimyké, o taip pat panaudojant delecinius T4 mutantusobbandoma
nustatyti fago baltymus, daréos jtakg antriniy skélimy atsiradimui.

Tikrinant RNazs G modifikavimo galimyb, genasrnag buvo jterptas;j
plazmidin vektoryy, indukuota jo raiSka ir iSgrynintas rekombinargini
baltymas. Dalis indukugtlasteliy buvo infekuojama fagu T4orie$ baltymo
iISgryninimg. Analizuojant baltymus NDS PAGE nustatyta, kadciesi po
faginés infekcijos isgryninto RnaG baltymo elektroforédinudrumas. Po
infekcijos, rekombinantinis baltymas RnaG tampa iemalytis, juda
elektroforetiniame lauke kaip trys atskiri, didésnmolekulis mass
baltymai. Atlikus rnag koekspresijos su T4 riboziltransfenazgenais &lt,
modAir modB tyrimus, nustaime, kad RNaz G fagireés infekcijos metu gali
bati ribozilinama baltymo ModB. T@au taip pat panasu, kad infekcijos metu,
RNaz G gali liti ne tik ribozilinama, bet ir patiria ne vieno dipnodifikacip.

Lygiagretiai su RNazs G modifikavimo tyrimais buvo tiriami
laboratorijos kolekcijoje esén T4 delecinip mutant; transkriptai, siekiant
rasti tol§ mutang, kurio infekcijos metu RegB kirpttranskripty antriniai
skélimai nehkity stebimi. Tyrimp modeliu naudojantnrdC.3 transkriptus
nustatyta, kad I/S sistemos (Selick ir kt., 1988yd T4K10 infekcijos metu

ties antriniais taikiniais jie éra karpomi. Patikrinus Sio fago delegsnsrities
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ArlIPT geny jtaka antriniams s&limams, buvo parodyta, kad wienas is tinj
delecires srities genn nebuvo atsakingas uz RNazE/G aktyvumo RegB
Kirpty transkripty atzvilgiu susilpgjima. Fagas T4K10 buvo sukonstruotas
kryzminant atskiy geny mutantus, gautus bendrosios cheminar UV
mutagene&s bidu (Selick ir kiti, 1988), toél buvo didet tikimybé, kad gali
buti pazeisti ir kiti jo genai. Vienas iS kandidagalirciy turéti jtakos antriny
kirpimy atsiradimui, buvo fago T4 gen@seT koduojamas fermentas
polinukleotidkinaz (PNK). PNK fosforilina tRNR® antikodono 5' OH grugp
palikta po nukleags PrrC sklimo (Amitsur ir kt., 1987). Tai buvo vienintel
iki Siol zinoma biologie T4 PNK funkcija. Buvo nuspsta patikrinti fago
T4K10 pseTgeno nukleotidia seky. Nust&ius jg, buvo pastelia, jog Siame
gene yra dvi taskiis mutacijos, kélancios aminotigstis — G14D ir R229H.
Pirmoji buvo konservatyvioje patyje ir arti PNK 5' kinags aktyviojo centro,
o0 kita — nekonservatyvioje pétgje ir toli nuo aktyvijjy cent.

Jterpus T4 ir T4AK10pseT genusj ekspresijos vektorius, indukavug |
raiSkg ir iSgryninus rekombinantinius baltymus, buvo Kiliin vitro 5'-
kinazinio aktyvumo tyrimai. Nustatyta, kad T4K10 RMktyvumas siekia tik
apie 5 % natyvios PNK aktyvumo. Taip pat buvo #dlék koekspresijos
eksperimentas ir nustatyta, kad plazmigen sistemoje koduojamos PNK
uztenka, kad nuo plaznis indukuotinrdC.3 transkriptai laty fosforilinami ir
dél to atpazstami RNags G bei efektyviai hidrolizuojami antripitaikiniy
vietose. Sis tyrimas paneighipotez, kad RNazs G modifikavimas T4
infekcijos metu yra reikalingas antnnskelimy atsiradimui, tam uztenka nuo
plazmicks indukuoto PNK baltymo.

Sukonstravus T4K10 viengubus mutantus ir iStyrusRegB kirptus
transkriptus, buvo nustatyta, kad G14D mutatyrinti PNK nestimuliuoja
RNazs G aktyvumo. Si mutacija yra PNK 5'-kitaz domene, tod
greciausiai yra pazeista 5' kingz funkcija. Tuo tarpu, R229H pakaita yra
jvykusi PNK 3'-fosfata#ds nekonservatyvioje patyje, toctl greiciausiali
nesutriké Sios funkcijos arba ji yra nesvarbi RNazG stimuliavimui. \éliau

buvo sukonstruoti TApseTir T4AK10ApseTdeleciniai mutantai ir iStirtiy visi
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septyni antrinius taikinius turintys, RegB hidralggami transkriptai.
Patvirtinta vig septyny transkripty antrires hidrolizs priklausomyb nuo

fago T4 koduojamos PNK. Buvo padaryta iSvada, kegbfkoduojama PNK
fosforilina vigy tirty fago ankstyyjy RegB kirpty transkripty 5° OH grupes ir
taip sukuria palankius substratds. coli RNazms E/G, kurios toliau
hidrolizuoja mirétuosius transkriptus.

Darbo pabaigoje, kiekybinio tikro laiko PGR metdoiuvo jvertinta fago
koduojamos PNKijtaka ankstyyjy geny nrdC.3 motB ir g39 transkript
degradacijai. Tyrimams naudoti {ag4K10ApseTir T4K10pseF infekcijos
eigoje iSskirti transkriptai. Vistirty transkripty degradacija yra greiteSmesant
PNK, taiau ilgainiui jie degraduojami ir nuo PNK neprikiamu keliu. Buvo
padaryta iSvada, kad tirtranskripty stabilumas sumaja esant veikliai PNK,
taciau sumagjimas priklauso nuo konkretaus transkripto endariddeolitinés
hidrolizés ypatuna.

Disertacijos rengimo metu buvo iSspausdintas stregp(Durand ir kt.,
2012), kuriame pateikti duomenys iS dalies pergidesu ntisy gautais
duomenimis. Naudodami kitus metodus Durand ir bagughoriai tyé geny cef,
motB g39, g43ir g30.8transkripty hidrolize esant arba nesant veikliai PNK. J
gauti rezultatai taip pajrode PNK vaidmem fago T4 ankstyyjy mRNR
degradacijai.

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, ket T4 RNazs RegB,
tiek ir PNK slygotasE. coli RNazy E ir G veikimas yra skirtas anksiyv
transkripty degradacijai pagreitinti. Dabar yra Zinoma, kad KPNe tik
dalyvauja tRNRs antikodono kilpos reparacijoje, bet ir yra susijgis mMRNR
degradacija, nes fosforilina 5' OH grupes, kuriakusia endoribonuklea&z
RegB, ir taip stimuliuojay karpymy RNaziy E ir G pagalba. Siame darbe buvo
parodyta, kad nesant veiklios PNK, fago T4w@edd nrdC.3 55.2 cef motB
g43ir g39 RegB kirpt; transkripty antrinis skaldymas sutrinka. diau 5' galo
fosforilinimas gali skatinti degradagipet ir  transkript;, kurie neturi aiskiai
matomy antriniy Kirpimy, nes jie gali vykti tolimesniu atstumu nuo RegB.

Todkl PNK kinazs aktyvumas galiidi svarbus daugelio ankstywy mRNR,
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skeliamy RegB ar kitos nukle&s paliekagios 5' OH grup, degradavimui. Be
to, PNK gali tuéti dar ir kity neidentifikuoty funkcijy fago T4 vystymosi ciklo
metu, kadangi nukleag<iy 5' galo fosforilinimas yra labai svarbus veiksnys

kity fermenty veiklai (DNR arba RNR ligaans, polimeragms ir nukleazms).

119



ISvados

1. Bakteriofago T4 ankstyyy transkripty ndd.4 mobD sp, segD pin ir
dmd SD sekose bei prieS gerarn rasti nauji endoribonukleéz RegB
taikinial.

2. GenassegD yra nuraSomas nuo ankstyvojo promotoriaeseBD, —35
srityje turirtio skirtumy nuo tipirés sekos.

3. T4 nrdC.3 ndd ir 55.2 transkriptai uz RegB taikigituri AU turtingas
sritis su antriniais endoribonuklegzaikiniais.

4. RNazs RegB perkirpt transkripty antrinius taikinius hidrolizuojde.
coli koduojamos endoribonuklez E ir G. Pastaroji yra pagrindinrRegB
Kirptus transkriptus skelianti RNaz

5. E. coli RNaz G gali lti modifikuojama fago T4 infekcijos metu,
taciau tai neturitakos jos aktyvumui RegB kinptranskript; atzvilgiu.

6. Bakteriofago T4 K1(seTgenas turi dvi mutacijas, lemigas G14D ir
R229H pakaitas koduojamoje polinukleotidkig@z G14D pakaita sutrikdo
fermento 5'-kinazipaktyvum.

7. Fago T4 RNa&s RegB ir PNK glygotask. coliRNazi E ir G veikimas

yra skirtas ankstyyy transkripty degradacijai pagreitinti.
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