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IVADAS

Bakterijas infekuojantys virusai, arba bakteriofagai, formuoja
skaitlingiausia virusy grupg biosferoje ir yra aptinkami ten, kur gyvuoja
bakterijos. T4 giminingi bakteriofagai yra vieni i§ labiausiai gamtoje paplitusiy
bakteriniy virusy. Nepaisant to, lig Siol yra nustatyta tik 25 T4 giminingy
bakteriofagy genomy seka, kas itin riboja ju prisitaikymo gamtoje genetiniy
aspekty bei skirtingy pogrupiy evoliuciniy ry$iy tyrima.

Remiantis palyginamaja struktiiriniy baltymy sekos analize, T4
giminingi bakteriofagai yra skirstomi | keturis, didéjanciu filogenetiniu
atstumu nuo T4 nutolusius filogenetinius pogrupius: T-lyginius, pseudo T-
lyginius, egzo T-lyginius ir Sizo T-lyginius fagus. Bakteriofagas T4 yra T-
lyginiy bakteriofagy pogrupio atstovas. Tipinio T-lyginio fago DNR
nukleotidy seka, lyginant su T4, skiriasi iki 10%. Tuo tarpu gretutinés
filogenetinés grupés atstovy, pseudo T-lyginiy fagy, genominés DNR
nukleotidy seka skiriasi Zenkliai ir tik ~1/3 ju genome koduojamy baltymy yra
homologiski atitinkamiems fago T4 baltymams nuo 20% iki 70%. Kity dviejy
filogenetiniy pogrupiu virusai, lyginant su fagu T4, yra dar labiau pakite —
skiriasi ne tik $iy bakteriofagy genetiné sandara, bet ir struktirinés ypatybés
bei infekuojamy Seimininky ratas.

Fagas T4 yra tyrin€¢jamas jau daugiau nei penkiasdesimt mety, taciau lig
Siol tik Siek tiek daugiau nei pusés Sio fago genome koduojamuy baltymy
funkcijos yra nustatytos, taciau daugelio ju veikimo principai bei vaidmuo fago
vystymosi metu néra iki galo Zinomi. I§ dalies taip yra dél to, kad struktiiriniy
tokiy baltymy varianty kituose T4 tipo faguose aptikta labai mazai, arba visai
neaptinkama. Biochemijos instituto Geny inzinerijos skyriuje jau eile mety yra
tiriama bakteriofago T4 ir jam giminingy fagy genu raiskos reguliacija bei
atlickami su §iuo procesu susijusiy baltymy (pvz., ModB, ModA, MotA ir
RegB) aktyvumo tyrimai. Taciau dél itin didelio genetinio atotriikio tarp
skirtingiems pogrupiams priklausanc¢iy T4 tipo virusy, kai kuriy i§ iSvardinty

fago T4 baltymy bei geny raiSkai svarbiy signaly kity pogrupiy bakteriofagy



DNR néra, kas itin apriboja auk$¢iau paiminéty procesy i$samius tyrimus.

Tokiu biidu, tarpiniy bakteriofagy pogrupiy iSaiSkinimas galéty ne tik padéti

atskleisti skirtingus $iy virusy adaptacijos gamtoje désningumus, bet ir

pagelbéty tiriant jvairius geny raiskos reguliacijos principus.

Sis darbas skirtas fagy, uzimangiy tarping filogeneting padéti tarp T-

lyginiy bei pseudo T-lyginiy, paieskai bei tyrimui.

Tyrimy tikslas ir uzdaviniai:

Disertacinio darbo tikslas — tarpinio, tarp T-lyginiy ir pseudo T-lyginiy

bakteriofagy, filogenetinio pogrupio virusy paieska bei pasirinkto Siy faguy

atstovo genomo sekos ir geny raiskos principy iSaiskinimas.

1.

Siam tikslui pasiekti buvo idkelti tokie uzdaviniai:

Istirti pasirinktos bakteriofagy grupés genomo srities tarp ligazés geno
30 ir kapsidés baltyma koduojanCio geno 3/ struktiira. Remiantis
gautais tyrimy rezultatais, atrinkti potencialy tarpinio filogenetinio
pogrupio bakteriofaga tolimesniam genomo sekos bei geny raiskos
tyrimui.

Klonuoti tyrimams atrinkto bakteriofago DNR fragmentus, sudaryti
DNR fragmenty genoteka. Nustatyti klonuoty DNR fragmenty sekas ir
atlikti Sio fago genomo sekos rekonstrukcija.

Atlikti tyrimams pasirinkto bakteriofago reguliaciniuy DNR seky
paieska, palyginamaja seku analiz¢ ir eksperimentinius juy aktyvumo

tyrimus.

. Istirti pasirinkto fago fiziologines savybes bei ji klasifikuoti.



Mokslinis naujumas:

Disertacijoje pateikti visos bakterinio viruso genomo sekos nustatymo
bei geny organizacijos tyrimo rezultatai yra pirmas genominis projektas
atliktas Lietuvoje. ApraSyty tyrimy metu buvo nustatyta bei detaliai iSnagrinéta
visa fago vB_EcoM-VR7 genomo seka. Aptikti 293 hipotetiniai ASR, viena
tRNR™T keturiasde§imt trys hipotetiniai  ankstyvieji ~ promotoriai,
keturiasdeSimt trys vidurinieji promotoriai, keturiasdeSimt keturi vélyvieji
promotoriai bei 40 potencialiy, nuo baltymo Rho nepriklausomy, terminatoriy.
Darbo metu buvo nustatyti labiausiai pakitusiy, lyginant su fago T4,
promotoriy aktyvumai bei nustatyti fago VR7 promotoriy tipinés sekos
motyvai. Nustatyty seky analizé bei tyrimas leido irodyti naujos T4 tipo
bakteriofagy filogenetinés grupés egzistavima.

Disertacinio darbo metu taip pat buvo charakterizuoti bei klasifikuoti
trys psichrofiliniai T4 giminingi bakteriofagai, kuriy fiziologinés savybés yra
nebtuidingos jokiam literatiroje apraSytam, E. coli infekuojanCiam T4 tipo

bakteriofagui.

Ginamieji disertacijos teiginiai:
e Nepaisant aptikty pakitimy, bakteriofagy LZ, LZ1 bei LZ9 genomo srities
30-31 pirminé struktira pilnai atitinka T-lyginiy bakteriofagy pogrupiui
budinga struktira.
e Bakteriofago VR7 genomo srities 30.4 — 30.2 struktirinés ypatybés yra
nebidingos jokiam Zinomam T-lyginiam fagui.
e Bakteriofago VR7 genominéje DNR (169,285 bp) yra 293 hipotetiniai
ASR, 1§ kuriy 211 yra nuo 27% iki 97% homologiski atitinkamiems fago T4
baltymam:s.
e Fago VR7 transkripcijos metu yra aktyvuojami trijy skirtingy klasiy
promotoriai: ankstyvieji (Pg), vidurinieji (Py) ir veélyvieji (PL).
e Viduriniosios bakteriofago VR7 transkripcijos aktyvatorius MotA atstato
fago T4motAA gyvybinguma.



e Bakteriofagy VR7, VRS bei VR20 fiziologinés savybés yra nebiidingos
jokiam zinomam T-lyginiam bakteriofagui.

e Bakteriofagas VR7, kartu su VR grupés fagais bei fagu JS98, formuoja
atskira T4 giminingy bakteriofagy pogrupi. Sio pogrupio fagai skiriasi ne tik

genetine sandara, bet ir fiziologinémis savybémis.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. T4 giminingi bakteriofagai: jvairové, klasifikacija bei ekologija

Bakteriofagai (fagai) — bakterijas infekuojantys virusai — yra vieni
skaitlingiausiy bei placiausiai paplitusiy organizmy biosferoje. Aptinkami
giluminiuose vandenyse, vandenyny ekosistemose, dirvoje, geriamo vandens
telkiniuose ir net maiste kuri vartojame, bakteriofagai virSija bakterijy
populiacija santykiu 1:5 bei formuoja skaitlingiausia virusy grupg (Balter,
2000; Ackerman, 2001; Filée ir kiti, 2005; Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Nuo
1959 m. buvo iSskirta daugiau nei 5400 bakteriofagy, i§ kuriy maziausiai 4950
buvo priskirti ,,uodeguotyjy” fagy buriui Caudovirales (Ackerman, 2003; Fujii
ir kiti, 2008). Vyrauja nuomoné, kad uodeguotieji fagai, kuriy kilmés istorija
siekia 3,5 milijardy mety, yra vieni seniausiy i§ Zinomy virusy (Schopf, 1992;
Ackerman, 1999; Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Atsizvelgiant | uodegélés
struktiira uodeguotieji bakteriofagai yra skirstomi { tris Seimas: Myoviridae
(25% tirty fagu), Siphoviridae (61%) bei Podoviridae (14%). Gausiausia
Myoviridae Seimos gent] formuoja { faga T4 panasiy (T4-like) bakteriofagy
grupé, kitaip dar vadinama T4 tipo bakteriofagy gentimi. T4 tipo bakteriofagai
(1 pav.) yra virulentiski, dvigrandinés DNR (dsDNR) genomus turintys fagai.
Ju viriong sudaro: pailgos ikosaedrinés formos galvuté, susitraukianti uodegélé
(kurios apatiné praplatéjusi dalis vadinama bazine plokstele), nelankscCios
trumposios bei lankscios ilgosios ataugélés (Ackerman ir kiti, 1997).

Siuo metu literatiiroje yra aprasyta ~ 300 T4 tipo fagy, kuriy didZioji
dalis T4 panaSiy bakteriofagy grupei buvo priskirti remiantis vien tik
morfologiniais kriterijais (Ackerman ir Krisch, 1997; Klausa, 2003; Chibani-
Chennoufi, 2004; Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Pastaryjy mety tyrimai rodo,
kad Sios grupés fagai yra itin placiai paplite¢ visame pasaulyje, o iSskirti bei
literatiiroje minimi bakteriofagai téra tik maza T4 tipo fagy jvairovés dalis.
Nepaisant to, tarptautinis Virusy Taksonomijos Komitetas (International
Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV) T4 giminingy fagy genciai

priskiria tik SeSis bakteriofagus, t.y. Escherichia coli faga T4, Acinetobacter
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faga 133, Aeromonas fagus Aehl, 65 ir 44RR2.8t bei Vibrio faga nt-1 (Lavigne
ir kiti, 2009).
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1 pav. Bakteriofago T4 viriono struktiira (i§ Arisaka, 2005).

Dauguma T4 giminingy fagy buvo iSskirta i§ nutekamyjy vandeny
pavyzdziy ar sruty, todél vyrauja nuomoné, kad nattrali Siy fagy vystymosi
aplinka yra Zinduoliy Zarnynas (Abedon, 1989, 1992). Literaturoje aptinkami
keli tokia nuostata patvirtinantys duomenys: 1) didzios dalies T4 tipo fagy
optimali vystymosi temperatiira yra 37-40°C (artima Zzarnyno temperatiirai); 2)
iy fagy vystymasi teigiamai veikia 0,1-0,2 M koncentracijos vienvalenciai
kationai (zarnyne btna 0,1-0,15 M); 3) kai kuriy T4 tipo fagy adsorbcijai prie
lastelés pavirSiaus biitinas laisvas triptofanas, kuris taip pat aptinkamas Zarnyne
(Kutter ir kiti, 1994a).

Remiantis trijy pagrindiniy viriono strukttriniy baltymy (gp18; gpl9 ir
gp23) seky palyginimu T4 tipo fagai yra skirstomi | 4 pogrupius: T-lyginius

(Siam pogrupiui priskirtas ir fagas T4), pseudo T-lyginius, Sizo T-lyginius ir
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egzo T-lyginius (2 pav.) (Hambly ir kiti, 2001; Tétart ir kiti, 2001; Desplats ir
Krisch, 2003).

Minétas skirstymas atitinka ir morfologines Siy bakteriofagy ypatybes:
T-lyginiai ir pseudo T-lyginiai yra labai panasis i T4, Sizo T-lyginiy
akivaizdziai didesné galvuté bei didesnis genomas, tuo tarpu egzo T-lyginiai
skiriasi nuo fago T4 galvutés dydziu, forma bei susitraukiancios uodegelés

ilgiu (Hambly ir kiti, 2001).

{ T-ovens

+ PseudoT-evens

— 01

2 pav. T4 tipo bakteriofagy filogenetiné diagrama, gauta atlikus 19 T4 tipo fagy g23 sekos
palyginima (Desplats ir Krisch, 2003). Atskiros grupés pateiktos skirtingai nuspalvintame fone (T-
lyginiai baltame; pseudo T-lyginiai juodame, Sizo T-lyginiai tamsiai pilkame ir egzo T-lyginiai §viesiai

pilkame fone).

Manoma, kad did¢jantis morfologinis variabilumas T4 giminingy fagy
pogrupiuose yra susijes su Seimininky, kuriuos jie infekuoja, didéjanciu
filogenetiniu atstumu nuo E. coli (Tétart ir kiti, 2001; Desplats ir Krisch,
2003). T-lyginiai bakteriofagai buvo isskirti iSimtinai i§ enterobakterijoms
(Enterobacteriaceae) priklausanéiy risiy, tuo tarpu pseudo T-lyginiai, §izo T-
lyginiai bei egzo T-lyginiai bakteriofagai buvo iSskirti i§ genetiskai labiau nuo

E. coli nutolusiy bakteriju rasiy, atitinkamai:  -proteobakteriju (pvz.,
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Aeromonas), o-proteobakterijy (pvz., Acinetobacter, Burkholderia) bei
cianobakteriju (pvz., Synechococcus).

Reikia paminéti, kad autoriai, pasitle $i T4 tipo bakteriofagy
klasifikacijos metoda pastebéjo, jog gp23 palyginamoji analizé visiskai atitinka
tiek gpl8, tiek ir gp19 palyginamosios analizés rezultatus ir yra pakankama
siekiant priskirti naujai iSskirta faga kazkuriam i§ minéty T4 tipo fagy
pogrupiy, vadovaujantis nuostata, jog gp23 aminoriig§¢iy sekos panasumas,
lyginant su fago T4 gp23, pogrupiuose varijuoja atitinkamai 90% (T-lyginiai),
60% (pseudo T-lyginiai), 50% (Sizo T-lyginiai) ir 30% (egzo T-lyginiai)
(Hambly ir kiti, 2001; Tétart ir kiti, 2001; Desplats ir Krisch, 2003). Tokiu
bidu, remiantis vien tik palyginamaja gp23 analize, véliau buvo klasifikuota
visa eilé naujai iSskirty bakteriofagu, pvz.: Stenotrophomonas maltophilia
fagas Smp14 (Chen ir kiti, 2007) ar Escherichia coli fagas CEV1 (Raya ir kiti,
20006).

Istyrus T-lyginiy bakteriofagy RB69 ir Tula bei pseudo T-lyginio fago
SV14 genomus buvo pastebéta, kad ju genomai yra chimeriniai t.y. sudaryti i$
segmenty, kuriy dalis galéty buti kildinama i§ T-lyginiy, o kita dalis — i§
pseudo T-lyginiy bakteriofagy, pvz.: fago RB69 DNR polimerazés geno 43
panasumas atitinkamai fago T4 geno nukleotidy sekai tesiekia 65% (kas
budinga pseudo T-lyginiy fagy pogrupiui), tuo tarpu g23 nukleotidy seka
maziau nei 10% tesiskiria nuo T4 g23 (budinga T-lyginiy fagy pogrupio
bakteriofagams) (Tetart ir kiti, 2001). 2003 metais Dr. H. Krisch pasiilé tokius
fagus i8skirti { atskirg “mezo-T-lyginiy” fagy pogrupi (citata i$ laisko hab. dr.
R. Nivinskui), tadiau Sis pogrupis jokioje mokslinéje publikacijoje véliau
nebuvo minétas, galbiit dél to, kad naujy bakteriofagy, kurie filogenetiskai
uzimty tarping padétj tarp T-lyginiy bei pseudo T-lyginiy fagy, i§skirta nebuvo.

Metagenoming¢ jvairiy jiry vandens (Filée ir kiti, 2005) bei Japonijos
dirvos pavyzdziy (Jia ir kiti, 2007; Fujii ir kiti, 2008) analizé, panaudojant
degeneruotus diagnostinius g23 pradmenis, parodé, kad T4 tipo bakteriofagy

ivairovés keturi pogrupiai neatspindi. Pasak Fujii ir kolegy, be jau minéty
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keturiy pogrupiy, T4 tipo fagy grup¢ formuoja dar maZiausiai vienuolika

filogenetiniy pogrupiy (3 pav.).
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3 pav. Filogenetiné¢ g23 diagrama (Fujii ir kiti, 2008), sudaryta palyginus jvairiy jiry vandens
pavyzdziy bei Japonijos dirvos pavyzdziy g23 diagnostiniy PGR fragmenty sekas su
atitinkamais g23 seky fragmentais fagy, kuriy DNR sekos aptinkamos geny banke.

Tuo tarpu Zuber ir bendraautoriai (2007), surink¢ gausia kolekcija
bakteriofagy, iSskirty i§ klinikiniy pavyzdziy Bangladese bei nutekamujuy
vandeny Sveicarijoje, dél nenurodyty priezas¢iy nusprendé nepaisyti T4 tipo
fagy grupés klasifikacijos principus pasiiiliusiy autoriy rekomendacijy. Atlike
surinktos fagy kolekcijos filogeneting diagnostiniy g23 PGR fragmenty analize
autoriai teigia, kad T4 giminingi fagai yra skirstomi { jau minétas keturias
grupes (ne pogrupius), o T-lyginiy fagy grupé turéty buti skirstoma | tris
pogrupius, atstovaujamus atitinkamai T4, RB69 bei JS98 bakteriofagy.
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Apibendring Filée ir bendraautoriy gautus rezultatus bei atlikg
metagenoming analiz¢ pavyzdziy, surinkty pasaulinés vandenyny vandens
tyrimo ekspedicijos (Global Ocean Sampling (GOS) metu, Comeau ir Krish
(2008) teigia, kad T4 giminingi bakteriofagai yra superSeima (superfamily)
fagy, kurie turéty buti skirstomi i tris grupes: 1) Artimg T4 (Near T4), kuriai
priskirtini T-lyginiai, pseudo T-lyginiai bei Sizo T-lyginiai fagai, 2) Tolima T4
(Far T4), atstovaujama egzoT-lyginio fago RM378, kuriai priskirtini visi buve
egzo T-lyginiai, bet ne i§ cianobakterijy iSskirti fagai ir 3) Ciano-T4 (Cyano
T4), formuojamg visy lig Siol i§ cianobakterijy iSskirty faguy (pvz.,
Synechococcus fagas S-PM2).

Po mety Lavigne ir bendraautoriai (2009) pasiiilé dar viena nauja T4
tipo bakteriofagy klasifikavimo sistema. Pasak autoriy, T4 giminingy
bakteriofagy genciai galima priskirti ir { smulkesnius taksonominius vienetus
skirstyti tik tuos fagus, kuriy genominés DNR seka yra visiskai nustatyta.
Oponuodami lig Siol placiai paplitusiam T4 tipo fagy klasifikavimo principui,
naudojant palyginamaja didZiojo viriono baltymo gp23 analizg, autoriai sitilo
Siuos fagus klasifikuoti naudojant viso genomo DNR sekos lyginima. IStyre
Simto dvieju Myoviridae Seimos bakteriofagy, aptinkamy NCBI bei Tulano
Universiteto duomeny bazése, Lavigne ir kiti teigia, kad norint jog T4
giminingy bakteriofagy klasifikacija atspindéty Siy fagy gamting ivairove,
bitina isteigti nauja Teequatrovirinae poSeimi. Sis pofeimis turéty biti
skirstomas i ,,T4-panasiu“ (T4-like) bei ,,KVP40-panasiy“ (KVP40-like) virusy
gentis, o ,,T4-panaSiy” fagy genties atstovai (t.y. fagai, kuriy genomuose
aptinkamas tam tikras skai¢ius (>70%) homologinius baltymus koduojanéiy
geny) turéty biiti suskirstyti i keturias grupes: T4-tipo, 44RR-tipo, RB43-tipo
bei RB49-tipo bakteriofagai. Taip pat teigiama, kad i$ cianobakterijy iSskirty
bakteriofagy panasumas i faga T4 yra diskutuotinas, todél Sie fagai neturéty
bati priskiriami T4 giminingy bakteriofagy grupei ar, juo labiau, naujai
pasitilytam Teequatrovirinae poseimiui.

Siandien yra sunku numatyti kiek pastarieji T4 giminingy bakteriofagy

klasifikavimo sitilymai sulauks mokslo visuomenés pripazinimo ateityje.
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Bakteriofagy tyréjuy pripazinimo sulauk¢ keturi T4 tipo fagy sistematiniai
pogrupiai, be abejonés, neatspindi realios Siy fagy ivairovés gamtoje.
Nepaisant to, Ackermann ir Krisch (1997), Hambly ir kiti (2001), Tétart ir kiti
(2001) bei Desplats ir Krisch (2003) pasitlytas klasifikavimo principas yra gan
efektyvus ir ekonomiskas siekiant klasifikuoti naujai i$skirtus kultivuojamus

bakteriofagus.

1.2. Bendra T4 giminingy bakteriofagy genomy apzvalga

Kaip jau buvo minéta, T4 giminingi bakteriofagai yra itin heterogeniska
bakteriniy virusy grupé. Be abejo, i§ visy Sios grupés fagy geriausiai ir
nuodugniausiai yra iStirtas bakteriofagas T4, kurio 168,9 kb dydzio genomo
nukleotidy seka taip pat buvo nustatyta pirmiausiai (Miller ir kiti, 2003a).
Intaktinés bakteriofago T4 DNR molekulés yra linijinés, taciau galinése dalyse
jos yra cikliskai permutuotos , todél, kartiruojant visa bakteriofago genoma,
sudarytas ziedinis fago T4 genolapis (Streisinger ir kiti, 1964; Kutter ir kiti,
1994b).

Bakteriofago T4 DNR sudétyje esantis citozinas pakeistas 5-
hidroksimetilcitozinu (HmC). Hidroksilinés 5-hidroksimetilcitozino grupés gali
biti monogliukozilintos, digliukozilintos arba negliukozilintos. T4 fage beveik
100% HmC liekany yra monogliukozilintos o ir B padétyje (30% ir 70%
atitinkamai) (Miller ir kiti, 2003a), o pavyzdziui T-lyginiy fagy T2 ar T6 DNR
ne visos HmC liekanos yra monogliukozilintos (Lehman ir Pratt, 1960; Rifat ir
kiti, 2008). Tokio pobudzio modifikacijos saugo bakteriofago DNR nuo
endonukleaziy, dalyvaujanciy lastelés-Seimininkés DNR degradavime, taipogi
nuo lastelés-Seimininkés restrikcijos endonukleaziy (Carlson ir kiti, 1994;
Monod ir kiti, 1997). Reikia paminéti, kad §i fago T4 DNR ypatybé néra
universali ne tik T4 giminingy, bet ir T-lyginiy fagy tarpe. Pavyzdziui,
tyrinéjant T-lyginiy fagy pogrupiui priklausancius fagus RB69 bei JS98 ar
pseudo T-lyginius fagus RB42, RB43 ir RB49 buvo nustatyta, kad ju DNR
sudétyje esantis citozinas néra pakeistas hidroksimetilcitozinu. Todél $iy fagy

DNR hidrolizuoja restriktazés, kurios nekarpo g-HmC turin¢ios DNR. Tuo
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tarpu pseudo T-lyginio fago 44RR DNR nehidrolizuoja restriktazé EcoRV,
kuri puikiai karpo tiek T4, tiek ir fagy RB69, RB42, RB43 ar RB49 DNR. Gali
biti, kad Sio fago DNR yra dar kitaip modifikuojama, negu T4 (Monod ir kiti,
1997). Nenustatytos prigimties modifikacijy buvo aptikta ir fagy Smp14 (Chen
ir kiti, 2007) bei Kpp95 DNR (Wu ir kiti, 2007). Ko gero désninga yra tai, kad
genomuose fagy, kuriy DNR sudétyje vietoj HmC yra citozinas, neaptinkama
tokiy T4 genu analogy, kaip a-gf bei b-gt (HmC gliukozilazes koduojantys
genai), g42 (dCMP hidroksimetilazés genas), transkripcija nuo citozing
turin¢ios DNR blokuojanti baltyma Alc koduojancio geno bei endonukleazés
IV geno denB (Miller ir kiti, 2003a,b; Chibani-Chennoufi ir kiti, 2004b; Petrov
ir kiti, 2006; Lavigne ir kiti, 2009).

Manoma, kad T4 genome i$ viso yra apie 300 baltymus koduojanciy
geny, i§ kuriy apie 150 yra identifikuoti ir apibidinti. Be Siy geny aptiktos 8
tRNR, kurios atpazjsta retai E. coli pasitaikancius kodonus, bei maziausiai 2
genai, koduojantys mazas, bet stabilias RNR, kuriy funkcija lig Siol nezinoma
(Kutter ir kiti, 1996; Miller ir kiti, 2003a). Pasak Miller ir bendraautoriy
(2003a), T4 genome aptinkamy tRNR kiekis gali biiti susijes su akivaizdziu
A+T/G+C santykio skirtumu, lyginant su lastelés Seimininkés A+T/G+C
santykiu. Tam, kad genetiné informacija buty realizuojama efektyviai, t.y. biity
panaudoti visi imanomi aminoriigS§tis koduojantys tripletai, yra bitinas
A+T/G+C santykis 50%/50%, tuo tarpu T4 §is santykis yra 64.7%/34.3%. llga
laika buvo manoma, kad panasi nukleotidy santykio ir tRNR skaiciaus
koreliacija tuéty iSlikti ir kity T4 tipo fagy genome, taciau §i prielaida
nepasitvirtino, pvz. fago RB49 genominéje DNR aptinkama tik 40% G+C, tuo
tarpu tRNR neaptikta (Nolan ir kiti, 2006). Akivaizdu, kad ne tik baltymus
koduojanciy, bet ir tRNR geny kiekis genome yra individuali kiekvieno T4
giminingo fago genomo charakteristika, taciau Comeau ir bendraautoriai
(2007) pastebéjo, kad ne enterobakterijas infekuojantys T4 giminingi fagai
paprastai turi daugiau tRNR geny, nei E. coli infekuojantys fagai. Neseniai
buvo nustatyta, kad uz tRNR geny pernesima tarp T4 giminingy fagy gali bati
atsakinga faginé endonukleazé SegB (Brok-Volchanskaya ir kiti, 2008), o
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didesnis tRNR geny kiekis gali teigiamai jtakoti fago virulentiSkuma (Bailly-
Bechet ir kiti, 2007).

Fago T4 genome yra nedaug esminiy geny - lig Siol tik apie 60 fago T4
geny yra apibiidinami kaip esminiai. TradiciSkai esminiai genai nustatomi
pagal salyginai letalius §iy geny mutantus (Epstein ir kiti, 1963), kurie gali
vystytis tik supresoriniuose E. coli kamienuose, arba esant atitinkamai
temperatirai. Tuo tarpu deleciniai esminiy geny mutantai gali vystytis tik
tuomet, kai S$iy geny produktai lasteléje sintetinami nuo rekombinantiniy
plazmidziy, turinciy atitinkamus genus (Selick ir kiti, 1988; Engman ir
Kreuzer, 1993). Didziaja esminiy geny dali (~40) sudaro fago viriono
struktiirinius baltymus koduojantys genai bei genai, kuriy produktai dalyvauja
viriono susidaryme (Saperonai bei DNR supakavimo baltymai). Tarp esminiy
taip pat yra 17 replikacijos baltymus koduojanciy geny bei 3 nukleotidy
metabolizmo fermenty genai. Dvieju esminiy geny produktai reikalingi
transkripcijai, o dar du koduoja endonukleazes, dalyvaujancias Seimininko
DNR degradacijoje (Miller ir kiti, 2003a).

T4 tpo fagy genomuose aptinkami tiek esminiy, tiek ir neesminiy fago
T4 geny atitikmenys. Manoma, kad laboratorinémis salygomis neesminiai
genai gali biiti itin svarbiis tam tikras ekologines niSas uzimantiems fagams
natiiralioje aplinkoje (Kutter ir kiti, 1996; Miller ir kiti, 2003b; Nolan ir kiti,
2006; Zuber ir kiti, 2007). Sj teigini puikiai iliustruoja viriono kapsidés (1
pav.) baltymus koduojanciy geny konservatyvumo pavyzdys. Bakteriofago T4
viriono kapsidé yra daugiamolekulinis darinys, kurio struktira formuojama
triju esminiy (g23, g24 ir g20) bei dvieju neesminiy (soc ir hoc) fago geny
koduojamy baltymy (Ishii and Yanagida, 1977; Leiman ir kiti, 2003; Fokine ir
kiti, 2004). T4 gp23, kuris sudaro 55% visos kapsidés masés, yra svarbiausias
viriono galvutés komponentas, o ji koduojanio geno analogai aptikti
absoliuciai visuose tirtuose T4 gimininguose faguose. Tuo tarpu, fago T4 genas
24 — ne itin konservatyvus, o egzo T-lyginio S-PM2 genome T4 g24 analogo
netgi néra (Comeau ir kiti, 2007; Comeau ir Krisch, 2008). Abiejy neesminiy

geny soc bei hoc paplitimas T4 gimininguose faguose yra skirtingas. Manoma,
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kad Hoc padeda fagui T4 “apgauti” zinduoliy imuning sistema (Dabrowska ir
kiti, 2006), o $i baltyma koduojanCio geno analogai aptikti daugelyje T4
giminingy fagy (Petrov ir kiti, 2006). Kapsidés pavirSiaus baltymas Soc saugo
viriona nuo ivairiy zalingy aplinkos faktoriy (pvz., osmotinio Soko, Sarminiy
medziagy ar aukstos temperatiiros poveikio), taciau ji koduojantis genas, i§
visy struktiiriniy galvutés baltymy, bene reciausiai aptinkamas kituose T4 tipo
bakteriofaguose (Comeau ir Krisch, 2008).

Lyginant T4 giminingy fagy genomus, nustatyta, kad didziausia
homologija pasizymi dvi funkcinés genu grupés: viriono struktiriniai bei
replikacijos ir su ja susijusius procesus koduojantys genai. Bakteriofago T4
viriono struktira formuojan¢iy baltymy genai yra iSsidéste dvejose
sankaupose. Dauguma struktiiriniy geny sudaro didziaja sankaupa,
iSsidéscCiusia centringje genomo dalyje, o ~27 kb atokiau esanti, penkiy
ataugéliy baltymus koduojanciy genuy grupé (g34 — g38), formuoja mazaja
struktiiriniy geny sankaupa (Revel, 1981; Coombs ir Arisaka, 1994; Miller ir
kiti, 2003a).
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4 pav. T4 giminingy bakteriofagy konservatyvaus struktiiriniy geny modulio palyginimas
(Comeau ir kiti, 2007). Raudona spalva pazyméti fago T4 geny homologai; geltona — translokuoti
fago T4 homologai; mélyna — genai neaptinkami T4, bet homologiski kity fagy genams; juoda —

bakterinés kilmés ASR; balta — nezinomos kilmés ASR.
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Didziosios struktiiriniy geny sankaupos konservatyvumas skirtingy T4
tipo fagy genomuose yra nevienodas (4 pav.), taciau daugumos T-lyginiy bei
pseudo T-lyginiy fagy genominéje DNR Sios sritys yra daugmaz kolinearios.
(Desplats ir Krisch, 2003; Nolan ir kiti, 2006; Zuber ir kiti, 2007). Sizo T-
lyginiy fagy maziausiai konservatyvis yra didziosios struktiiriniy geny
sankaupos galiniai segmentai (Miller ir kiti, 2003b; Nolan ir kiti, 2006). Tuo
tarpu egzo T-lyginiy fagy (pvz., S-PM2) strukttiriniai genai labiau issklaidyti, o
fago T4 genominei DNR kolineari téra genomo sritis g13 — g23 (Mann ir kiti,
2005).

T4 giminingy fagy struktiiriniy geny grupéje didziausia seky jvairove
pasiZymi tie genai, kurie koduoja tiesiogiai su lastele Seimininke
kontaktuojanciy viriono daliy baltymus, t.y. tam tikrus bazinés plokstelés
segmentus, viriono ataugéles, IP ir pan.. Minéti genai neretai dar biina ir
mozaikiski, t. y. susideda i§ jvairiy fagy DNR fragmenty. Manoma, kad tokia
seky ivairove apsprendzia itin didelis $iy hipervariabiliy sri¢iy rekombinacijos
daznis, kas yra ypac pravartu bakteriofagui pleCiant savo Seimininky ratg bei
konkuruojant dél ju su kitais fagais (Repoila ir kiti, 1994; Tétart ir kiti, 1998;
Miller ir kiti, 2003b; Sullivan ir kiti, 2005; Comeau ir kiti, 2007). Puikus tokio

kintamumo pavyzdys yra viriono ataugéliy geny sankaupa (4 pav.).
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5 pav. T4 giminingy bakteriofagy maZojo struktiiriniy geny modulio palyginimas (Comeau ir
kiti, 2007). Pilka spalva nuspalvinti atitikmens fago T4 genome neturintys, bet kituose T4 tipo faguose
identifikuoti genai; balta spalva — genai, neturintys analogy kituose T4 tipo fagy genomuose; kitos
spalvos atitinka homologinius genus.
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T4 tipo bakteriofagy genomy analizé parodé, kad Sios genuy grupés
koduojamy baltymy panaSumas i atitinkamus T4 baltymus, pradedant gp34,
nuosekliai mazéja, o §ia panaSumo mazéjimo tendencija galima iliustruoti:
gp34>gp35>>gp36>>gp37>>gp38 (Comeau ir kiti, 2007; Zuber ir kiti, 2007).

Priesingai nei struktiiriniai genai, replikacijos bei su replikacija susijusiu
procesu baltymus koduojantys genai formuoja nedideles, po visa genoma

iSsibarsCiusias genu sankaupas, kuriy sudétyje dar yra aptinkami ir kity

funkcijy genai.
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6 pav. T4 tipo bakteriofagy replikacijos bei su replikacija susijusiy procesy baltymus

koduojanciy geny struktiirinés organizacijos palyginimas (i§ Petrov ir kiti, 2006).
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Petrov'o ir bendraautoriy (2006) metais atlikta palyginamoji T4
giminingy fagy replikacijos—reparacijos—rekombinacijos (RRR) geny analizé
parodé, kad Sios funkcinés grupés geny iSsidéstyma minéty fagy DNR galima
bty suskirstyti i kelias grupes. Daugumos T4 tipo bakteriofagy RRR genu
i$sidéstymas bei struktiira yra panasiis | T4, o didziausi skirtumai aptinkami
nezinomos funkcijos (o kartais ir kilmés) ASR pozicijose. Dvieju pseudo T-
lyginiy fagy RB43 bei RB16 RRR genai yra labiau koncentruotai i$sidéstg
viename genomo segmente, o kai kuriy i§ Siu genuy (pvz., g47 — g45.2)
nuraSymo kryptis skiriasi nuo T4. Be to Siy fagy genomuose néra tam tikry
fago T4 RRR geny homology (pvz., endonukleaz¢ V koduojanéio geno denV).
Sizo T-lygininiy fagy nt-1 bei KVP40 genominéje DNR fago T4 RRR geny
homology iSsidéstymas bei skaicius dar labiau skiriasi, o egzo T-lyginiy S-
PM2, PSSM-2 bei P-SSM4 genomuose fago T4 replikacijos-reparacijos-
rekombinacijos geny homology aptikta maziausiai, taciau ju iSsidéstymas
atitinka T4.

Apibendrinus palyginamosios bei mutacinés jvairiy T4 giminingy fagy
replikacijos baltymy analizés rezultatus, buvo pastebéta, kad ganétinai
konservatyvios yra tos aminortigStys, kurios formuoja kataliziskai aktyvius Siy
baltymy centrus. Tuo tarpu sritys, kuriomis minéti baltymai saveikauja su
kitais replikacijos komplekso baltymais — itin variabilios. Buvo suformuluota
hipotezé, kad vieno replikacijos baltymo struktiiriniai pokyciai salygoja
poky¢ius kituose replikacinés sistemos baltymuose taip, kad §iy baltymy
tarpusavio i$sidéstymas bei saveika su DNR (RNR) pakinta, bet komplekso
biologinés funkcijos yra i§saugomos (Yeh ir kiti, 1998; Borjac-Natour ir kiti,
2004; Petrov ir kiti, 2006).

Siuo metu internetinése duomeny bazése galima aptikti dvidesimt
penkiy T4 tipo bakteriofagy genomy sekas besiskiriancias tiek dydziu, tiek ir
genetine sandara. Visus keturis T4 tipo bakteriofagy pogrupius atstovaujanéiy

fagu genolapiai pateikti 7(I) ir 7(II) pav.
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7 (I) pav. T-lyginio bakteriofago RB69 (A) bei pseudo T-lyginio fago RB49 Ziediniy genolapiy
schema bei palyginimas su T4 (i$ http://phage.bioc.tulane.edu). Alyvine spalva nuspalvintos T4

fagui homologinés sritys, zalia — unikalios sekos, geltona spalva Zymi genus, kuriy duotame fage

neaptikta.
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genolapio schema bei palyginimas su T4. Alyvine spalva nuspalvintos T4 fagui homologinés sritys,
zalia — unikalios sekos, geltona spalva zymi fago T4 genus, kuriy $io fago genome neaptikta.
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Nepaisant jvairiy skirtumy, visiems tirtiems T4 tipo fagy genomams yra
budingos kelios ypatybés:

1. T4 tipo bakteriofago genomas yra didelé (>160-250 kb) dvigrandiné
dsDNR molekulé. Didziaja dali genomo (>90%) sudaro genai, kurie yra
i§sidéste bei nurasomi tiek nuo I-DNR, tiek ir nuo r-DNR grandiniy (Comeau ir
kiti, 2007);

2. Absoliutus T4 tipo bakteriofago genominés DNR G+C nukleotidy
kiekis yra maZesnis nei lastelés-Seimininkés kas, kaip manoma, teigiamai
itakoja fago transkripcijos bei replikacijos procesus (Miller ir kiti, 2003b;
Mann ir kiti, 2005; Lavigne ir kiti 2009);

3. Daugelis T4 tipo bakteriofago genuy yra susitelke { funkcinius
modulius. Genai tokiuose moduliuose neretai yra i$sidést¢ viena kryptimi ir
turi bendras reguliacines sekas (Revel, 1981, Nolan ir kiti, 2006; Comeau ir
kiti, 2007). Manoma, kad toks genu iSsidéstymas padeda koordinuoti ju
produkty sintez¢ (Coombs ir Arisaka, 1994; Hsu ir Karam, 1990);

4. T4 tipo bakteriofago genome aptinkamas tam tikras kiekis fago T4
ASR homology. Tokiy ASR skaiCius koreliuoja su fago giminingumu
bakteriofagui T4, pvz. T-lyginio kolifago RB69 genome aptikta 211 (78% visu
Sio fago geny) T4 ASR atitikmeny (Nolan ir kiti, 2006), tuo tarpu egzo T-
lyginiame Synechococcus fage S-PM2 nustatyta tik 40 (17%) fago T4 geny
homology (Mann ir kiti, 2005).

1.3. T4 giminingy bakteriofagy geny raiskos reguliacija
Sio skyriaus pradzioje pirmiausia deréty paminéti, kad tik fago T4
atveju buvo atlikti detaliis bei gan iSsamiis geny raiskos tyrimai. Tuo tarpu kity
T4 giminingy fagy atveju apie geny raiSkos ypatumus dazniausiai sprendziama
“analogijos principu”, t.y. ieSkant fago T4 reguliacines sekas atitinkanc¢iy sekuy
arba atliekant palyginamaja aminortig§iy sekos analiz¢ baltymy, kuriy
vaidmuo fago T4 geny raiSkoje yra pilnai arba bent dalinai iSaiskintas.
Bakteriofago DNR patekus | baktering lastele palaipsniui sustabdomi

visi joje vykstantys procesai, o lastelés komponentai pajungiami fago
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vystymuisi. Sékmingam fago vystymuisi reikalinga nuosekli geny raiska,
salygota makromolekuliy jungimosi | sudétingas struktiiras, todél evoliucijos
eigoje i8sivysté daugiapakopiai mechanizmai, leidziantys, pasitelkus santykinai
mazu fago geny skaiciumi, efektyviai kontroliuoti Siuos procesus.

Fago T4 genomo organizacija atspindi fago vystymosi programa, kurios
esmé — atitinkamy geny produktai yra sintetinami reikiamu laiku bei reikiamais
kiekiais. Geny raiskos kontrolé laike yra realizuojama daugiausia transkripcijos
iniciacijos lygyje nuosekliai aktyvuojant vis kitas promotoriy klases (Mosig ir
Hall, 1994; Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Fago T4 vystymosi stadijas
infekcinio ciklo metu kontroliuoja trys promotoriy klasés — ankstyvieji (Pg),
vidurinieji (Py) ir vélyvieji (Py) — nuo kuriy yra inicijuojama fago genuy
transkripcija. Skirtingas promotoriy stiprumas turi itakos transkripty, o tuo
paciu ir koduojamo baltymo kiekiui (Wilkens ir Riiger, 1996), tac¢iau kiekybiné
reguliacija daugiausia vyksta potranskripciniame lygyje. Daugelis fago genuy
yra nuraSomi nuo keliy klasiy promotoriy, todél transkripcijos laikas negali
biti pagrindiniu vertinimo kriterijumi nustatant geno produkto pasireiskimo
pradzia. Nemazai geny, kuriy produktai sintetinami tik vélyvojo periodo metu,
gali biti nuraSomi ir nuo ankstyvyjy ir nuo viduriniyjy promotoriy, bet Siame
etape ju transliacija yra vienu ar kitu biidu inhibuojama. Taip pat yra Zinomi
keli fago T4 genai, kurie yra transkribuojami nuo visy tipy promotoriy ir
ekspresuojami per visa fago vystymosi cikla.

Visuose fago T4 vystymosi etapuose dalyvauja tiek Iastelés Seimininkeés,
tiek paties bakteriofago DNR koduojami baltymai. Prading transkripcija, tuoj
po fago DNR patekimo | lastelg, vykdo nemodifikuota bakteriné RNR
polimerazé, kuri atpazista tiek bakterinius promotorius, tiek faginius
promotorius. Infekcijos eigoje §i polimerazé yra kryptingai pakei¢iama taip,
kad specifiskai atpazinty naujas fago promotoriy grupes. Transkripcijos
terminacijoje, transkripty brendimo bei transliacijos procesuose taip pat
dalyvauja ir lastelés Seimininkés, ir fago koduojami baltymai. Tuo tarpu
bakteriofago T4 DNR metabolizmas, ypac replikacija, yra gana autonomiskas

procesas (Drake ir Kreuzer, 1994; Kutter ir Sulakvelidze, 2005). [domu tai, kad
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visuose be iSimties lig $iol tirtuose T4 tipo bakteriofaguose koduojami savi —
faginiai — replisomos baltymai (Petrov ir kiti, 2006; Filée ir kiti, 2006; Zuber ir
kiti, 2007). Fago T4 atveju, DNR replikacija yra tarsi pagrindinis procesas,
koordinuojantis geny raiSkos reguliacija. PrieSreplikaciniame periode yra
sintetinami baltymai, reikalingi pajungiant Iastelés resursus fago naudai, DNR
metabolizmo bei modifikacijos baltymai, transkripcijos aktyvatoriai bei
transliacijos reguliatoriai ir fago tRNR. Vélyvyjy genu transkripcijai yra
tinkama tik besireplikuojanti DNR. Sio periodo metu yra sintetinami fago
viriono struktiiriniai komponentai, DNR pakavimo fermentai bei lastelés lizés

fermentai (Mosig ir Hall, 1994).

1.3.1. Geny raiskos reguliacija transkripcijos metu

Kaip jau buvo minéta, transkripcijai nuo faginés DNR vykdyti bet
kuriam i§ T4 giminingy bakteriofagy yra biutina bakteriné RNR polimerazé
(RNRP). Bakterinés RNRP Serding dalelg¢ sudaro keturi polipeptidai: 3, ', o
subvienety dimeras ir @ subvienetas, kurie kartu su specifiSkuma tam tikrai
promotoriy klasei apsprendzianciu ¢ sveiksniu formuoja RNRP holofermenta
(Eo) (Maeda ir kiti, 2000). RNRP Serdiné dalelé¢ yra fermentiskai aktyvi t.y.
gali vykdyti transkripcijos elongacija, taciau promotoriy atpaZinimui ir
transkripcijos inicijacijai yra bitina, kad RNRP bity holofermento pavidalu
(Ishihama, 1993; Gross ir kiti, 1998; Murakami ir Darst, 2003). Siuo metu yra
zinomi septyni skirtingy rii§iy E. coli ¢ veiksniai: pagrindinis (neretai dar
vadinamas ,,namy iikio®, angl. housekeeping) o'’ bei dar $esi alternatyviis
veiksniai 054, 032, GS, o, 6" ir o, kurie yra svarbiis lasteléms esant tam tikros
fiziologinés biisenos arba paveiktoms ypatingy aplinkos salygu (Gruber ir
Gross, 2003; Zhao ir kiti, 2010). Kiekvienas i§ i§vardinty sigma veiksniy yra
atsakingas uZ skirtingy promotoriy klasiy atpaZinima, bet ’° promotoriy E.
coli genome aptinkama daugiausiai (Mendoza-Vargas ir kiti, 2009). Lyginant
skirtingy eubakterijip 0 Seimos baltymy sekas buvo aptiktos keturios
konservatyvios sritys, kuriy vaidmuo transkripcijos procese yra labai skirtingas

(Lonetto ir kiti, 1992; Gruber ir Gross, 2003; Hook-Barnard ir Hinton, 2009).
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E. coli ¢’ promotoriams budingos kelios konservatyvios nukleotidy
sekos TTGACA ir TATAAT, esancios ties —35 ir —10 nukleotidais nuo
transkripto iniciacijos pradzios +1 (Gross ir kiti, 1998; Paget ir Helman, 2003).
Labai stipriems E. coli promotoriams tarp —40 ir —60 padéciy taip pat yra
budingos A/T turtingos sekos, kitaip dar vadinamos UP (upstream) elementais
(Estrem ir kiti, 1998; Ross ir kiti, 1998, 2001). Nustatyta, kad su UP
promotoriaus sekomis sgveikauja RNRP o subvienety C-galiniai domenai
(CTDs), kas pagreitina transkripcijos inicijacijos procesa (Aiyar ir kiti, 1998;
Ozoline ir kiti, 2000; Hook-Barnard ir Hinton, 2007). Kai kuriuose
promotoriuose, ypac tuose, kuriy —35 sritis neatitinka tipinés sekos, yra svarbus
TGn motyvas, prailginantis konservatyvia —10 sritj iki TGnTATAAT (Keilty ir
Rosenberg, 1987; Voskuil ir kiti, 1995). Promotoriaus atpazinimas
salygojamas 6 ° veiksnio saveika su skirtingomis promotoriaus dalimis: ¢° 4.2
ir 2.4 sritys saveikauja su promotoriaus —10 ir —35 elementais, '’ 3.0 sritis
saveikauja su prailgita —10 sritimi, tuo tarpu 6'° 1.2 saveikauja su promotoriaus
sritimi esancia tarp —10 bei transkripto iniciacijos pradzios +1 (Lonetto ir kiti,
1998; Murakami ir kiti, 2002a; Paget ir Helman, 2003; Sanderson ir kiti, 2003;
Haugen ir kiti 2006; Zenkin ir kiti, 2007; Haugen ir kiti, 2008). Visy $iy sri¢iy
saveikos su atitinkama promotoriaus dalimi stiprumas bei vaidmuo
transkripcijos inicijacijoje skirtingy promotoriy atveju yra skirtingas.
Nustatyta, kad promotoriy su prailginta —10 sritimi atpazinimui —35 sritis yra
nebiitina, taigi nebitinas ir RNRP " 4 domenas (Kumar ir kiti, 1993;
Kuznedelov ir kiti, 2002; Nechaev ir Geiduschek, 2006).

Efektyviam promotoriaus atpaZinimui taip pat yra itin svarbi ¢’° 4
domeno sgveika su RNRP [3 subvieneto lankséigja dalimi, kitaip dar vadinama
,anks¢iu skvernu” (angl. flexible flap). Manoma, kad $ios saveikos déks ™
4.2 yra tinkamai orientuojamas kity RNRP subvienety atzvilgiu, kas savo
ruoztu leidZia 6 ’° 4.2 domenui tuo pa¢iu metu saveikauti ir su promotoriaus —
10, ir su —35 sritimi (Kuznedelov ir kiti, 2002; Murakami ir kiti, 2002a/2002b;
Geszvain ir kiti, 2004). Be to, transkripcijos inicijacijos reguliacijoje nuo E.

coli ¢”° promotoriy yra svabi ° 4.2 domeno saveika su jvairiais
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transkripcijos aktyvatoriais ir/arba RNRP o subvienetu (Chen ir kiti, 2003;
Dove ir kiti, 2003; Ross ir kiti, 2003; Campbell ir kiti, 2008).

Tokiu biidu, patekusi i lastele fago DNR téra tik keliasdeSimt
promotoriy turinti svetima DNR, kuriai tenka konkuruoti dél RNRP su Simtus
promotoriy turinéiu lastelés-Seimininkés genomu. Bakteriofagas T4 iSsprendé
Sia problema dvejopai: visy pirma, T4 pateikia lastelés-Seimininkés RNRP
savo stipriausius ankstyvuosius promotorius bei, pasitelkdamas baltymais-
modifikatoriais, kurie kartu su fagine DNR patenka i lastele, keicia RNRP

struktiirg fagui palankia linkme.

1.3.1.1. Ankstyvyjy geny transkripcija

Bakteriofago T4 infekcijos metu E. coli lasteléje per 20 minuciy
susidaro mazdaug 200 fago genomo kopijy, DNR yra supakuojama ir,
galiausiai, naujos faginés dalelés suardo lastele (Miller ir kiti, 2003a).
Sékmingam faginés dalelés vystymuisi itin svarbus yra nuoseklus skirtingy
klasiy faginiy promotoriy atpazinimas.

Paciame pradiniame T4 infekcijos etape lemiamas vaidmuo tenka fago
promotoriy stiprumui, kuri apsprendzia ju nukleotidy seka bei struktira
(Sommer ir kiti, 2000; Miller ir kiti, 2003a). Siekiant nustatyti skirtumus tarp
E. coli 6" atpazistamy bei faginiy promotoriy, buvo atlikta 39 ankstyvyju T4
promotoriy statistiné analizé (Liebig ir Riiger, 1989; Wilkens ir Riiger, 1994).
Paaiskéjo, kad ankstyvieji T4 promotoriai taip pat turi £. coli promotoriams
budingas konservatyvias sekas —35 bei —10 srityse, taciau jy —35 srities seka
GTTTACa/ttt zymiai skiriasi nuo E. coli promotoriy —35 srities TTGACA
sekos (6 pav.). Sios bakteriofago T4 ankstyvujy promotoriy sekos (Wilkens ir
Riiger, 1994) yra zZymiai konservatyvesnés uz lastelés-Seimininkés promotoriy
atitinkamas sekas (Lisser ir Margalit, 1993). Taipogi nustatyta, kad ankstyvieji
fago T4 promotoriai (Pg) yra maziausiai du kartus stipresni uz stipriausius
bakterinius promotorius, tac¢iau —35 bei —10 sritys néra vieninteliai stipruma

salygojantis veiksniai.
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8 pav. Bakteriofago T4 ankstyvyjy promotoriy (virSuje) ir E. coli ¢’ promotoriy (apacioje) seky
palyginimas pagal Wilkens ir Riiger (1994). Skai¢iai rodo nukleotido konservatyvuma atitinkamy
promotoriy sekose (%), taskas atitinka vieng nukleotida, o didziosios raidés — labiau konservatyvius
nukleotidus.

Nustacius fago T4 ankstyvuyju promotoriy stipruma bei, remiantis Sia
savybe, palyginus ju sekas, buvo aptiktos papildomos promotoriaus stipruma
lemiancios struktiros: tai —16 — —14 padétyse 5' GTG 3' elementu pailgéjusi —
10 sritis, primenanti E. coli promotoriy 5' TG 3' elements, bei E. coli
promotoriy UP elementus primenantys —52 ir —42 padétyse aptikti du A
tandemai (iki Ag), atskirti panaSaus ilgio poliT seka (Wilkens ir Riiger, 1996;
Sommer ir kiti, 2000). Bakteriofago T4 genome yra nustatyti 37 ankstyvieji
promotoriai, turintys tipiskas, stipriems fago promotoriams biidingas sekas
(Wilkens ir Riuiger, 1994).

Tokiu budu, dél itin didelio informacijos kiekio promotoriaus
nukleotidy sekoje, fago T4 ankstyvieji promotoriai yra bent du kartus stipresni
uz E. coli 6’° promotorius (Liebig ir Riiger, 1989). Negana to, T4 Py stiprumas
dar beveik dvigubai padid¢ja fago baltymui Alt (76 kDa) modifikavus lastelés
Seimininkés RNR polimerazg (Koch ir kiti, 1995; Sommer ir kiti, 2000). ADF-
riboziltransferazé Alt (alteration) yra fago T4 viriono struktiirinis komponentas
infekcijos metu patenkantis i lastele kartu su fagine DNR (Black ir kiti, 1994).
Sis baltymas katalizuoja ADF-ribozés pernes§ima nuo NAD' ant vieno i
dviejy RNR polimerazés o subvienety Arg”® liekanos (Goff, 1974; Rohrer ir
kiti, 1975), kas, kaip manoma, nutraukia modifikuoto subvieneto saveika su
promotoriaus —42 sritimi ir tokiu budu pagreitina atviro promotoriaus
komplekso susidaryma bei transkripcijos elongacija (Sommer ir kiti, 2000).
Nepaisant to, ankstyvyjy fago T4 promotoriy pranasumo prie§c '° promotorius
lemiamas veiksnys yra paciy promotoriy struktiira, tuo tarpu RNR polimerazés

modifikacijos, kurios néra gyvybiskai svarbios fago vystymuisi standartinémis
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laboratorinémis salygomis (Goff ir Setzer, 1980), téra tik papildomas faktorius
(Sommer ir kiti, 2000).

Atlikus palyginamaja jvairiy T4 giminingy bakteriofagy genomy analizg
nustatyta, kad auksCiau apraSytas ankstyvosios transkripcijos reguliavimo
modelis yra biidingas daugeliui T-lyginiy, bet itin skiriasi kity T4 tipo
bakteriofagy atveju. Fago T4 ankstyvuosius promotorius atitinkanciy sekuy
buvo aptikta T-lyginio E. coli fago RB69, pseudo T-lyginiy E. coli fagy RB49,
RB43 ir Aeromonas salmonicida fago 44RR2.8t, o taip pat Sizo T-lyginio
Aeromonas hydrophila fago Aehl genomuose (7 pav). Visy minéty fagy
hipotetinése Pg nukleotidy sekose buvo aptikti fago T4 Pg biidingi —35 ir —10
motyvai bei —42 padéty aptinkamas UP elementas. Tuo tarpu -33T nukleotidas,
kuris T4 ankstyvuosiuose promotoriuose yra ypac¢ konservatyvus bei, kaip
nustaté Sommer ir bendraautoriai (2000), yra ypa¢ svarbus promotoriy atsakui
1 Alt vykdoma RNAP modifikavima, aptinkamas tik RB69 bei 44RR2.8t Pg.
Fagu RB49, RB43 bei Aehl promotoriy —33 pozicijoje dazniausiai aptinkamas
G nukleotidas. [domu tai, kad RB43 genome taip pat neaptikta fago T4 ADF—
riboziltransferaze Alt koduojancio geno analogo. Prailginta —10 sritis
aptinkama tik kai kuriy i§ 7 pav pateikty fagy ankstyvuose promotoriuose. Visuy
tirty T4 giminingy bakteriofagy ankstyvyju promotoriy —10 srityje aptikti
konservatyvis T bei A nukleotidai atitinkamai —7 ir —11 padétyse, tuo tarpu
fago T4 Pg esantis —12T néra itin konservatyvus fagy RB49 ir Aehl hipotetiniy

promotoriy sekose.
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9 pav. T4 tipo bakteriofagy ankstyvyjy promotoriy seky palyginimas pagal Nolan ir kiti (2006).
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Atlikus pozicing fagy RB69, RB49, RB43, 44RR2.8t bei Achl
hipotetiniy ankstyvyju promotoriy analiz¢ nustatyta, kad didzioji dalis ju Pg
aptinkama prie§ fago T4 ankstyvyju geny ortologus (Nolan ir kiti, 2006).
Kadangi promotoriy stiprumo analiz€ minétuose faguose atlikta nebuvo, yra
itin sunku prognozuoti kaip kiekvienas i§ paminéty pakitimy turi jtakos 7 pav
pateikty fagy Pg stiprumui.

Sizo T-lyginio Vibrio fago KVP40 bei egzo T-lyginio Synechococcus
fago S-PM2 genominés DNR nukleotidy sekos kompiuterinés analizés metu
T4 Pg biudingy promotoriniy seky neaptikta. Abiejy Siy fagy atveju, T4 tipo
fagy ankstyvyjy geny pozicijas atitinkangiose DNR srityse rasti tik o' klasés
promotoriai. KVP40 bei S-PM2 genominéje DNR taip pat néra fago T4 alt
geno analogy. Akivaizdu, kad abiems minétiems fagams néra biidingas
bakteriofago T4 ankstyvosios transkripcijos reguliavimo modelis (Miller ir kiti,

2003b; Mann ir kiti, 2005).

1.3.1.2. Viduriniyjy geny transkripcija

Bakteriofago T4 ankstyvyju geny transkripcija prasideda tuoj pat po
infekcijos ir yra nepriklausoma nuo fago baltymy sintezés, tuo tarpu
viduriniosios transkripcijos etapui reikalingi fago koduojami baltymai. Visy
pirma, dar viena fago koduojama ADF-riboziltransferazé ModA (modification)
yra reikalinga sékmingam transkripcijos komplekso peréjimui nuo fago
ankstyvyjy, prie viduriniyjy promotoriy grupés. 23,3 kDa baltymas ModA
(ankstyvojo geno modA produktas) katalizuoja antrojo RNRP o subvieneto
ADF-ribozilinima Arg®® padétyje (Skorko ir kiti, 1977; Wilkens ir Riiger,
1994; Tiemann ir kiti, 1999). Tokiu budu, i§ pradziy Alt, o po to ir ModA
baltymy modifikuotos RNRP saveika su ankstyvyju promotoriy UP elementais
yra nutraukiama ir, tuo paciu, yra sutrikdoma ankstyvyjy genu transkripcija
(Goldfarb ir Palm, 1981; Depping ir kiti, 2005). Manoma, kad ModA
modifikuota RNR polimeraz¢ tampa lengviau prieinama viduriniosios
transkripcijos koaktyvatoriui AsiA bei aktyvatoriui MotA (Depping ir kiti,
2005).
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Bakteriofago T4 viduriniosios transkripcijos koaktyvatorius AsiA
priklauso gausiai ir itin didele {vairove pasiZyminciai baltymy grupei bendru
pavadinimu ,,anti-c faktoriai“, kuriy pagrindiné paskirtis — transkripcijos nuo
skirtingy promotoriy klasiy neigiama reguliacija (Hughes ir Mathee, 1998;
Helmann, 1999). Didzioji dalis anti-c faktom trikdo tam tikros klasés
promotoriy atpazinima, tiesiogiai sgveikaudami su giminingu laisvuc veiksniu
ir neleisdami jam jungtis su RNRP Serdine dalele (Campbell ir kiti, 2008).
Fago T4 AsiA (4nti-sigma 70 arba Audrey Stevens inhibitor) buvo pirmasis
identifikuotas anti-c"° veiksnys (Stevens, 1976; Orsini ir kiti, 1993; Severinova
ir kiti, 1998). Daugelis anti-c baltymy saveikauja su daugiau nei dvejais o
veiksnio struktiiriniais domenais, tuo tarpu T4 AsiA sinchroniskai saveikauja
su 6’ 4-tuoju domenu bei RNRP P subdalelés lanks¢iuoju skvernu, kas padeda
stabilizuoti naujai susidariusi Ec’’-AsiA kompleksa (Severinova ir kiti, 1998;
Yuan ir kiti, 2009). Tokio komplekso susiformavimo paskirtis yra dvejopa.
Visy pirma, panaikinus ¢’ 4-to domeno bei RNRP B subdalelés lankstaus

70

skverno saveika (8 pav.) bei stabilizavus alternatyvia ¢~ 4-to domeno

konformacija (kuriai biidingas deformuotas su DNR saveikaujantis pavir$ius),
transkripcija nuo —10/-35 klasés promotoriy yra trikdoma (Simeonov, 2003;

Gregory ir kiti, 2004; Lambert ir kiti, 2004).

RNR polimerazés, MotA ir AsiA sqveika

T4 viduriniaisiais toriais
RNR polimerazés sgveika su F, colf = o ek S

arba T4 ankstyvaisiais prometeriais AsiA

MotA
NTL %
20
core o70 o a70
4.2 24 24
;- 1
P
TTGACA TATAAT MotA TGCTTia  TATAAT
.35 10 CTD -30 10
MotA

10 pav. MotA ir AsiA saveikos su RNRP o schema (Hinton ir kiti, 2005). Nemodifikuotos RNR
polimerazés saveika su E. coli ar T4 ankstyvuoju promotoriumi (kairéje); ir RNR polimerazés kartu su
MotA ir AsiA saveika su T4 viduriniuoju promotoriumi (deSinéje). RNR polimerazés o, ir ®

subvienetai neiliustruojami.
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Be to, stabilizavus alternatyvia o'’ 4-to domeno konformacija, atidengiamos
tos aminortgstys, kurios yra reikalingos fago T4 viduriniosios transkripcijos
aktyvatoriaus MotA (Modifier of franscription) prijungimui jcE "°-AsiA
kompleksa (Pande ir kiti, 2002; Gregory ir kiti, 2005; Hinton ir kiti, 2005).

Bakteriofago T4 viduriniosios transkripcijos aktyvatorius MotA
(Mattson ir kiti, 1974, 1978) yra sudarytas i§ dvieju 10 kDa domeny, atskirty
penkiolikos aminoriigs¢iy ilgio ,,lanks¢ia™ jungtimi (Finnin ir kiti, 1993, 1994,
1997). Transkripcija aktyvinantis N-galinis domenas (NTD) saveikauja su 070
4 domeno 13 C-galiniy aminortg§¢iuy (Schmidt ir kiti, 1992; Gerber ir Hinton,
1996; Pande ir kiti, 2002; Bonocora ir kiti, 2008). Tuo tarpu itin retos ,,dvigubo
sparno® struktiiros (trys o-spiralés su iterptomis SeSiomis [(-juostomis) C-
galinis DNR atpazinimo domenas (CTD) saveikauja su viduriniojo
promotoriaus MotA seka bei padidina Ec/AsiA komplekso giminingumg fago
T4 Py (Finnin ir kiti, 1994; Ouhammouch ir kiti, 1995; Adelman ir kiti, 1998;
Pande ir kiti, 2002). Nustatyta, kad tiek MotA, tiek ir AsiA yra butini
transkripcijai nuo viduriniyjy bakteriofago T4 promotoriy (Hinton ir kiti, 2005;
Stoskiene ir kiti, 2007).

Kuo ypatingi fago T4 vidurinieji promotoriai? Visy pirma, tai yra pati
skaitlingiausia bei didZiausia seky ivairove pasizyminti promotoriy klase. Iki
Siol identifikuota net penkiasdeSimt aStuoni bakteriofago T4 Py, kuriy
didZiosios dalies aktyvumas yra patvirtintas eksperimentiskai. Viduriniyjy
promotoriy nukleotidy seky analizés metu nustatyta, kad Sie promotoriai turi E.
coli 6'° bei T4 Py klasei biidinga konservatyvia —10 srities seka TAtaAT, bet
neturi 6’ ir ankstyviems promotoriams charakteringos —35 srities. Vietoje jos
viduriniyjy promotoriy sekoje aptikta 10 bp ilgio ((a/t)(a/t)(a/t)TGCTTtA)
sritis =30, kuria nuo —10 srities skiria 12(x1) bp ilgio skirianioji seka.
Lyginant fago T4 Pg (7 pav.) ir Py (9 pav. A) tipines sekas matyti, kad abiejuy
klasiy promotoriams biidinga itin konservatyvi bei neretai prailginta —10 sritis,
o —12, —11, -8, ir —7 padétyse esanciy nukleotidy sudétis beveik sutampa.

Tuo tarpu nuo —34 iki —25 padéciy iSsidésciusi tik viduriniyju promotoriy
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klasei budinga MotA prijungimo sritis —30, kurios centrinis motyvas TGCTT,
néra itin konservatyvi Py sekos dalis. Net trisdeSimties i§ penkiasdeSimt
aStuoniy identifikuoty fago T4 promotoriy —30 srities nukleotidy seka daugiau
ar maziau skiriasi nuo tipinés T4 Py, sekos (Brody ir kiti, 1983; Guild ir kiti,
1988; Nivinskas ir kiti, 1989; Stitt ir Hinton, 1994; Marshall ir kiti, 1999;
Truncaite ir kiti, 2002, 2003; Stoskiene ir kiti, 2007).

Kaip ir ankstyvuju promotoriy atveju, bakteriofago T4 Py, atitinkancios
nukleotidy sekos buvo aptiktos daugelio T-lyginiy fagy DNR (Kolesinskiené ir
kiti, 2003; Truncait¢ ir kiti, 2004). Tuo tarpu kitiems T4 giminingy
bakteriofagu pogrupiams priskirty fagy genomuose Sios klasés promotoriai yra
aptinkami itin retai. Atlikus T-lyginio RB69, pseudo T-lyginiy RB49, RB43
bei 44RR2.8t, o taip pat Sizo T-lyginiy Aehl ir KVP40 bei egzo T-lyginio S-
PM2 bakteriofagy genominés DNR kompiutering analize, vidurinieji
promotoriai, atitinkantys T4 Py, buvo identifikuoti tik fagy RB69 bei 44RR2.8t
genomuose (9 pav. B) (Miller ir kiti, 2003b; Mann ir kiti, 2005; Nolan ir kiti,
2006). Kaip jau buvo minéta, fagas RB69 néra tipinis T-lyginiy fagy pogrupio
atstovas. Nepaisant to, Sio bakteriofago genome buvo aptikti T4 viduriniyjy

geny transkripcijoje dalyvaujanciy baltymy AsiA bei MotA geny ortologai.
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11 pav. Bakteriofagy T4 (A) bei RB69 ir 44RR2.8t (B) viduriniyjy promotoriy tipinés sekos
palyginimas pagal (A) Stoskiene ir kiti (2007) ir (B) Nolan ir kiti (2006).
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Be to, viduriniyjy promotoriy tipiné seka, gauta palyginus hipotetiniy RB69 Py,
sekas, yra akivaizdziai itin panaSi { fago T4 Py tiping seka. Tuo tarpu
Aeromonas fago 44RR2.8t hipotetiniy viduriniyjy promotoriy tipinés sekos -10
sritis Zenkliai skiriasi ne tik nuoc "° klasés promotoriy ar T4 bei RB69 Py, bet
ir nuo paties 44RR2.8t ankstyvyjy promotoriy tipinés sekos. Idomu tai, kad
fago T4 atveju, bitent su Sia Py, sritimi saveikauja ne fago koduojamas
baltymas, o lastelés Seimininkés RNRB " Reikia paminéti, kad 44RR2.8t
genome identifikavus tiktai devynis hipotetinius viduriniuosius promotorius,
buvo nuspresta, jog T4 viduriniosios transkripcijos modelis Siam fagui
veikiausiai néra buidingas, tacCiau, aptikus bakteriofago T4 geno motA ortologa,
tokia hipotezé buvo atmesta. Be to buvo nustatyta, kad 44RR2.8t DNR yra ir
viduriniosios transkripcijos aktyvatoriy AsiA koduojantis genas. Fago T4 AsiA
homologa koduojantis genas buvo aptiktas ir faguose Aehl bei KVP40, nors
Py atitinkanciy reguliaciniy seky ju genomuose néra. Manoma, kad $iy fagy
atveju, AsiA dalyvauja transkripcijos nuo o’° promotoriy slopinime arba
atlieka kazkokia kita funkcijg (Miller ir kiti, 2003b; Pineda ir kiti, 2004; Nolan
ir kiti, 2006).

Bakteriofagy RB49, RB43 bei S-PM2 atveju, nei viduriniyjy
promotoriy, nei AsiA ar MotA homology aptikta nebuvo (Mann ir kiti, 2005;
Nolan ir kiti, 2006).

1.3.1.3. Vélyvyju geny transkripcija
Vélyvosios bakteriofago T4 transkripcijos etapas yra unikalus
transkripcijos proceso reguliavimo pavyzdys daugeliu aspekty:

e vienintelis konservatyvus vélyvyju fago promotoriy sekos elementas —
penkiy bp atstumu nuo transkripto pradzios iSsidéstgs oktameras
TATAAATA,;

e vélyvyjy transkripty sintezei reikalingas ne RNR polimerazés
holofermentas, o Serdiné dalelé bei maziausiai penki fago koduojami

baltymai, kuriy du (gp33 ir gp55) pakeicia E. coli 6’
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e velyvyjuy geny transkripceija vyksta tik aktyvios DNR replikacijos metu,

o dél kokiy nors priezasCiy sustojus replikacijai, vélyvyjy geny

transkripcija taip pat nutriiksta (Williams ir kiti, 1994).

Vélyvieji fago T4 genai, koduojantys viriono struktirinius
komponentus, DNR pakavimo i kapside fermentus bei lastelés lizés fermentus,
sudaro apie 40% fago genomo ir yra nuraSomi nuo abiejy fago DNR grandiniy.
Apie penkiasdeSimt vélyvyjuy fago promotoriy (tiesa, ne visi jie patvirtinti
eksperimentiskai) yra aktyvuojami poreplikacinio periodo metu (Miller ir kiti,
2003a; Nolan ir kiti, 2006). Dalis vélyvuju genu gali biiti nurasomi ir nuo
ankstyvyju bei viduriniyju promotoriy (Macdonald ir kiti, 1984; McPheeters ir
kiti, 1986; Barth ir kiti, 1988), taCiau ikireplikaciniu periodu, RNR antrinés
struktiiros déka, ju produkty sintezé yra trikdoma. Kai kuriy vélyvojo periodo
geny transkripcijos iniciacijos sritims yra budingos trumpos pasikartojancios A
arba T sekos, kurios, kaip manoma, sukelia RNR polimerazés ,,slydimo’’
efekta, del ko gali buti sintetinami ilgesni 5' gala turintys transkriptai. Tuo
tarpu transkripcijos in vitro tyrimy metu nustatyta, kad vélyvuju transkripty
pradzios taskas yra tiksliai uz 5 nukleotidy nuo Py — 10 srities (Kassavetis ir
kiti, 1983; Williams ir kiti, 1994). Fago T4 vélyvyju promotoriy — 10 sritis,
i$sidésCiusi — 13 — —6 padétyse, yra vienintelis Sios klasés promotoriy
aktyvumui reikalingas konservatyvus sekos motyvas. Tai, kad vélyviesiems
promotoriams pakanka vien tik —10 srityje iSsidésCiusios oktamerinés sekos,
buvo jrodyta eksperimentiskai. Nukleotidy seka esancia prie§ promotoriaus —
10 sriti pakeitus bet kokiu kitu DNR fragmentu, iRNR sintezé¢ in vivo ir
promotoriy stiprumas in vitro beveik nepasikeité (Elliot ir Geiduschek, 1984).
Tipiné vélyvyjuy fago T4 promotoriy seka yra TATAAATA (13 pav.), taciau
mazdaug ketvirtadalis Py — 13 padétyje turi A nukleotida (Miller ir kiti, 2003a;
Nolan ir kiti, 2006). Taigi, vélyvieji promotoriai neturi fago ankstyviesiems bei
E. coli promotoriams biidingos —35 srities, viduriniesiems fago promotoriams
budingos —30 srities, tuo tarpu ju —10 srities seka itin skiriasi nuo atitinkamos
E. coli ar fago Py ir Py srities sekos (Williams ir kiti, 1994; Brody ir kiti,

1995). Su tokia —10 srities nukleotidy seka E. coli ¢"° 2 domenas veiksmingai
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saveikauti negali, todél fago genome koduojami du baltymai, kei¢iantys RNRP
6"

Transkripcija nuo fago T4 vélyvyjy promotoriy inicijuoja modifikuota
(ADF-ribozilintas) E. coli RNR polimerzés Serdiné dalelé su kuria srityse,
reikalingose RNRP saveikai su ¢'° 4 ir 2 domenais atitinkamai, saveikauja du
fago koduojami baltymai: gp33 bei gp55 (Wong ir kiti, 2003; Nechaev ir kiti,
2004). Vélyvyju promotoriy —10 sriti atpazistantis fago T4 gp55, kurio
aminorfigiiy sekos sritis ~42—122 yra $iek tick homologiska ¢’ 2 domenui,
yra priskiriamas ¢ baltymy grupei (Gribskov ir Burgess, 1986). Saveikaudamas
su RNR polimerazés Serdinés dalelés p° o> formuoja bazini gp55-RNRP
holofermenta (Herendeen ir kiti, 1989). Sistemoje in vifro, daugiausia de¢l
RNRP serdinés dalies nespecifinés saveikos su DNR, gp55-RNRP komplekso
pakanka bazinei transkripcijai nuo vélyvujy fago T4 promotoriy ( Kassavetis ir
Geiduschek, 1984; Nechaev ir Geiduschek, 2006). Tuo tarpu efektyviai
vélyvyjy transkripty sintezei yra butinas koaktyvatorius gp33 (Herendeen ir
kiti, 1990). Absoliu¢iai o klas baltymams nehomologiskas 112-kos
aminoriig§¢iy gp33 nesaveikauja su DNR, taiau, jungdamasis prie RNRP 3
lankstaus skverno ir blokuodamas RNRP nespecifing saveika su DNR,
funkcionuoja kaip o'’ 4-tas domenas. Kaip jau buvo minéta, fago T4 vélyvujy
geny transkripcija vyksta tik aktyvios DNR replikacijos metu. Galbit todél ir
gp33 funkcija yra dvejopa. Normaliomis salygomis (vykstant DNR
replikacijai) $is baltymas funkcionuoja kaip transkripcijos koaktyvatorius,
taciau replikacijai sustojus (t.y. nesant gp45), gp33 trikdo gp55-RNRP
vykdoma bazing¢ transkripcija (Nechaev ir kiti, 2004; Nechaev ir Geiduschek,
2006; Nechaev ir Geiduschek, 2008).

Fago T4 gp45 yra DNR polimerazés procesyvumo veiksnys, kitaip —
ziedas (angl. sliding clamp), kurj ant DNR grandinés uzneria baltymy gp44/62
kompleksas, prisijungdamas maziausiai keturias ATF molekules (Sanders ir
kiti, 1995; Pietroni and von Hippel, 2008). UzZnertas ant DNR grandinés gp45
slysta iSilgai DNR prie RNR—polimerazés/gp33/55 komplekso (Herendeen ir
kiti, 1992; Tinker ir kiti, 1994) ir, tiesiogiai bei specifiskai sgveikaudamas tiek
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su gp33, tiek su gp55 C-—galiniais domenais (10 pav.), stimuliuoja atviro
promotoriaus komplekso susidaryma. (Nechaev ir kiti; 2004; Nechaev ir
Geiduschek, 2008).

A
<70 G|

flap

+1 -10

12 pav. Bakteriofago T4 vélyvosios transkripcijos aktyvinimo modelis pagal Nechaev ir Kiti
(2004). VirSuje pavaizduota RNRP saveika su ' klasés promotoriumi (A). B dalyje paeiliui
pavaizduotas bazinés (viduryje) bei aktyvios (apacioje) T4 vélyvosios transkripcijos modelis. Zalia
spalva nuspalvintas gp55, mélyna — gp33, ruda — gp45, pilka — RNRP Serdiné dalelé. Raudona spalva
nuspalvinti C-galiniai gp55 ir gp33 domenai.

Sustojus DNR replikacijai, Okazaki fragmenty sintezés metu susidarg
DNR trukiai yra uZtaisomi. Panaikinus gp45 ir gp44/62 saveikos su DNR
taikinius, vélyvoji fago T4 transkripcija taip pat nutriiksta (Brody ir kiti, 1995).

Idomu tai, kad fago T4 vélyvosios transkripcijos modelis, kaip manoma,
yra biidingas beveik visiems T4 tipo bakteriofagams (Nechaev ir Geiduschek,
2008). Nagrin¢jant septyniy ankstesniuose skyriuose minéty T4 tipo
bakteriofagy (RB69, RB49, RB43, 44RR2.8t, Aehl, KVP40 bei S-PM2)
genoming DNR nustatyta, kad fago T4 P, g55, g33 ir g45 atitinkancios sekos
yra aptinkamos visy Siy fagy genomuose (Miller ir kiti, 2003b; Mann ir kiti,
2005; Nolan ir kiti, 2006). Palyginus 11 paveiksle pateiktas vélyvuju
promotoriy tipines sekas matyti, kad bakteriofagy RB69, RB49, RB43 ir
44RR2.8t vélyvyju promotoriy tipiné seka yra analogiSka fago T4 P, nors
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pavieniy —10 srities poziciju (pvz. —13, —12 ar -9) konservatyvumas

skirtinguose faguose yra skirtingas.
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13 pav. Bakteriofagy T4, RB69, RB49, RB43, 44RR2.8t ir Aehl (A) bei S-PM2 (B) vélyvyjy
promotoriy tipinés sekos palyginimas pagal Nolan ir kiti (2006), Mann ir kiti (2005) (B).

Bakteriofagy S-PM2 bei Aehl vélyvyju promotoriy konservatyvi —10
sritis yra 1 bp trumpesné — ja formuoja —12 — —6 padétyse iSsidés¢iusi 7 bp
nukleotidy seka. Be to, vélyvyju Aehl fago promotoriy —12 padétyje esantis
absoliuciai konservatyvus nukleotidas C yra itin retas kity T4 tipo bakteriofagy
P, sekose, iSskyrus faga RB49 (Mann ir kiti, 2005; Nolan ir kiti, 2006). Pasak
Nechaev ir Geiduschek (2008), T4 tipo bakteriofagy vélyvyjy promotoriy —10
srities jvairové gali biiti siejama su Siy fagy gp55 ir gp33 aminoriigsciy sekos
[vairove.

Geny raiskos valdymas laike daugiausia vykdomas transkripcijos metu.
Skirtingy klasiy faginiy promotoriy iSsidéstymas prie§ tam tikrus genus gali
paaiskinti jy raiSkos pobidi bei ju koduojamy produkty funkcionavima in vivo.
Taigi, transkripcijos proceso reguliacijos tyrimas yra svarbus ne tik siekiant
iSaiskinti genomo struktliring organizacija, bet ir geny raiSkos reguliacija

faginés infekcijos metu.
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1.3.2. Potranskripciné geny raiSkos reguliacija

Kaip jau buvo minéta, pradinis iRNR kieki apsprendziantis etapas,
bakteriofagui vystantis lasteléje, yra transkripcijos inicijacijos daznis, kuriam
didelés itakos turi promotoriy stiprumas. Taciau kiek konkretaus baltymo
molekuliy bus sintetinama bei kokiu infekcinio periodo metu, nulemia procesai
vykstantys po transkripcijos, kuriy metu lemiamas vaidmuo tenka pacios iRNR
struktiirai. Baltymy sintezg itakoja tokie procesai kaip baltymy represoriy ir
iRNR saveika, tarpusavyje susijusiy genuy transliacija, specifinés
endonukleazés ir RNR degradacija, iRNR sukirpimas, skaitymo rémelio
poslinkio efektas, keliy genuy transliacija paeiliui bei transliacija susieta su

lyderinio peptido sinteze (McCarthy ir Gualerzi, 1990).

1.3.2.1. iRNR degradacija

Visos iRNR gyvuoja tik tam tikra laikgq ir anksCiau, ar véliau yra
suardomos. Pacios iRNR struktiira apsprendzia jos stabiluma, kuris yra
iSreiSkiamas gyvavimo pusperiodziu. Cheminis pusperiodis nusako iRNR
degradacijos greiti, o funkcinis pusperiodis — baltymy sintezés nuo konkrecios
iRNR sumazéjimg (Belasco ir Brawerman, 1993). Bakteriofagy iRNR
pasizymi itin greita apykaita, kas suteikia fagui galimybe efektyviai keisti geny
raiSkos pobudij skirtingy vystymosi stadiju metu. Faginiy iRNR degradacijoje
dalyvauja daugiausiai bakterinés lastelés baltymai bei nukleazes.

Ivairiy genetiniy bei biocheminiy tyrimy metu nustatyta, kad E. coli
funkcionuoja apie dvideSimt skirtingu RNaziy (Deutscher, 1993; Zuo ir
Deutscher, 2001; Condon ir Putzer, 2002; Otsuka ir Yonesaki, 2005)
Bakteriofago T4 iRNR degradacijoje dalyvauja keturios E. coli
endoribonukleazés. Itin svarbi fago vystymosi periodiSkumui yra RNazé¢ E
(Mudd ir kiti, 1990). Si RNazé dalyvauja g32, a-gt bei soc transkripty
degradacijoje (Mudd ir kiti, 1988, Otsuka ir kiti, 2003). ds DNR specifin¢ E.
coli RNaz¢ III skaldo kelias T4 iRNR bei dalyvauja fago T4 tRNR brendimo
procese (Schmidt ir Apirion, 1983; Barth ir kiti, 1988). Tuo tarpu RNazé LS

dalyvauja T4 RNR metabolizme kontroliuojama faginio baltymo Dmd, kurio
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déka degradacijai nuosekliai laike yra pateikiamos tam tikros iRNR (Otsuka ir
kiti, 2003, Ueno ir Yonesaki, 2001; Kanesaki ir kiti, 2005). Bakteriofago T4
transkriptus skaldo ir RNazé G, bet tik po to, kai juos paveikia paties fago
koduojama endoribonukleazé RegB (Zajanckauskaite ir kiti, 2008).

Istyrus penkiy T-lyginiy fagy (M1, T2, K3, Ac3, Ox2) geno 32
transkripto metabolizma nustatyta, kad E. coli RNazé E skelia Sias iRNR tose
paciose vietose kaip ir fago T4 g32 iRNR, taciau ribonukleazés atpazinimo
sekos gali biiti nezymiai pakite (Loyaza ir kiti, 1991). Tuo tarpu pseudo T-
lyginio fago RB49 ar §izo T-lyginio KVP40 geno 32 transkripto §i RNazé
neskelia (Desplats ir kiti, 2002; Miller ir kiti, 2003b).

Bakteriofago T4 genome taip pat yra koduojamos dvi RNazés —
ribonukleazé H ir ribonukleazé RegB. Replikacijoje dalyvaujanti ribonukleazé
H atskelia pentamerinius RNR pradmenis i§ RNR:DNR hibridy, susidaranciy
fago DNR replikacijos metu (Hollingsworth ir Nossal, 1991). Tuo tarpu
potranskripcinéje geny raiskos reguliacijoje dalyvauja fago T4 RNazé RegB,
kuri selektyviai degraduoja ankstyvas T4 iRNR ir slopina juy transliacija. RegB
yra sekai specifiné endoribonukleazé, kuri hidrolizuoja ankstyvyjy transkripty
tarpgeniniy (SD sekas) ir vidugeniniy sriciy GGAG motyva, o kai kuriais
atvejais ir GGAU motyva (Uzan ir kiti, 1988; Ruckman ir kiti, 1989; Sanson ir
kiti, 2000; Truncaite ir kiti, 2006; Zajanckauskaite ir kiti, 2008). Bakteriofago
T4 RegB nukleazé beveik neskaldo viduriniyjy bei vélyvyju transkripty, o Sio
baltymo pirminé struktiira neturi homology tarp kity RN-aziy (Sanson ir kiti,
2000; Saida ir kiti, 2003).

Nustacius 35 T4 giminingy fagy regB geno seka paaiskéjo, kad RegB
pasizymi itin didele homologija (>98%) T-lyginiy fagy tarpe, iSskyrus fagus
RB69 ir Tula (77% homologija fago T4 RegB). Tuo tarpu pseudo T-lyginio
fago RB49 RegB homologija atitinkamam fago T4 baltymui téra 42%. Fagy
T4, RB69, Tula ir RB49 geno regB autogeniné reguliacija taip pat Siek tiek
skiriasi. Be to, fago RB49 endoribonukleazé RegB pasiZymi siauresniu

specifiSkumu taikini GGAG supancioms sekoms (PieSinien¢ ir kiti, 2004).
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1.3.2.2. Genu raiskos reguliacija transliacijos lygyje

Faginiy geny raiska efektyviai reguliuojama ir transliacijos metu.
Kadangi fago baltymy sintezei daugiausia naudojamas lgstelés transliacijos
aparatas, esminiai geny transliacijos mechanizmai yra bendri tiek lastelés
Seimininkés, tiek ir bakteriofago baltymy sintezei. Svarbus vaidmuo
transliacijos reguliacijoje vélgi tenka iRNR pirminei, antrinei, o kartais ir
sudétingesnéms struktiiroms, kurios teikia signalus ribosomoms bei kitiems su
iRNR saveikaujantiems baltymams. [vairiais tyrimais jrodyta, kad transliacijos
efektyvumas daugiausia nulemiamas iniciacijos stadijoje (Gualerzi ir Pon,
1990; McCarthy ir Brimacombe, 1994). Pagrindiniai transliacijos iniciacija
itakojantys faginiy iRNR sekos elementai yra : iniciacijos kodonas, Saino ir
Dalgarno (SD) seka, atstumas tarp SD sekos ir inicijacijos kodono bei Sias
sritis supantys nukleotidai, antrasis skaitymo rémelio kodonas, o taip pat
antrinés iRNR struktiiros (Miller ir kiti, 1994, 2003a; Nivinskas ir kiti, 1993,
1999).

Transliacijos iniciacijos kodonai pagal efektyvuma gali buti iSdéstyti
tokia tvarka: AUG>GUG>UUG>AUU (Ringquist ir kiti, 1992). Bakteriofago
T4 atveju daZniausias iniciacijos kodonas yra AUG. Apie 3% fago T4 ASR
iniciacijos kodonas yra GUG, o AUU téra geno 26 koduojamo mazojo peptido
sintezés iniciacinis kodonas (Nivinskas ir kiti, 1992a). Panasus transliacijos
inicijacijos kodony daznio santykis yra nustatytas ir kity T4 giminingy fagy
atveju, taciau pvz., egzo T-lyginio fago S-PM2 genome, net 8% ASR
inicijacijos kodonas yra UUG (Mann ir kiti, 2005). Inicijacijai svarbus ir
antrasis transliacijos iniciacijos kodonas, kuris dazniausiai biina AAA arba
GCU. Nustatyta, kad antrasis inicijacijos kodonas gali turéti itakos iniciacijos
greiiui, ypac tais atvejais, kai inicijacijos kodonas yra GUG arba UUG
(Ringquist ir kiti, 1993).

Kita svarbi seka transliacijos iniciacijos srityje yra SD seka, turinti 3 -9
nukleotidy ilgio fragmento 5'-UAAGGAGGUGAUC-3' dali (Shine ir
Dalgarno, 1974). Dazniausiai tai btina 4—6 nukleotidai i§ AGGAGG sekos
(Stormo, 1986). Si seka yra komplementari 16S rRNR 3’ galinei sekai, todél
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saveika tarp ju yra svarbi tiek tikslumui, tiek efektyvumui. Atstumas tarp SD
sekos ir iniciacijos kodono gali buti nuo 5 iki 13 nukleotidy. E. coli atveju
dazniausiai btina 8 nukleotidai, o fago T4 — 6 nukleotidai (Miller ir kiti, 1994).

Transliacijos efektyvumui dazniausiai yra palankios tokios iniciacijos
sritys, kurios nesudaro antriniy iRNR struktiiry, nes pastarosios gali apimti SD
arba iniciacijos kodong ir taip blokuoti ribosomy prié¢jima prie ju (Ringquist ir
kiti, 1992; de Smit ir van Duin, 1994). Fago T4 vystymosi metu antrinés iRNR
struktiros gali inhibuoti baltymy sintez¢ tuo atveju, kai vélyvieji genai yra
nurasomi kartu su ankstyvaisiais i policistroninius transkriptus. Fago vélyvieji
genai e, soc, 49 ir I-Tevl gali buti nuraSomi kartu su ankstyvaisiais, bet
ankstyvuoju periodu jie néra transliuojami dél prie$ juos susidaranciy antriniy
struktairy. Siy geny produkty sintezé vyksta tik nuo vélyvyjy transkripty, kurie
prasideda nuo prie§ pat juos esanc¢iy vélyvyju promotoriy, uz kuriy antrinés
strukttiros jau nebesusidaro (Miller ir kiti, 1994, 2003a).

Bakteriofage T4 yra aptikti ir tokie gana reti atvejai, kai antrinés iRNR
struktiros teigiamai veikia transliacijos iniciacija: prie§ genus 38 (Gold, 1988;
Tuerk ir kiti, 1988) ir 25 (Nivinskas ir kiti, 1993, 1999; Malys ir Nivinskas,
2009) susidarancios antrinés iRNR strukttiros priartina SD seka prie iniciacijos
kodono optimaliu atstumu

Transliacijos lygis taip pat yra kontroliuojamas ir terminacijos etape.
Efektyvi terminacija yra biidinga gausiai transliuojamiems genams. Siy geny
terminacijos seky analizé rodo, kad terminacijos metu atpazistami ne tik
beprasmiai kodonai UAA, UGA ir UAG, bet ir uz ju esantis nukleotidas, kuris
dazniausiai yra U (Brown ir kiti, 1990). Stipriais terminacijos kodonais yra
laikomi UAAU ir UAAG, silpnais — UGAC ir UAGC ketvertai (Pole ir kiti,
1995).

Transliacijos terminacijai taip pat jtakos turi iRNR saveika su
transliacija represuojanciais baltymais pvz., fago T4 transliacijos slopiklis
RegA konkuruoja su ribosomomis jungiantis prie kai kuriy iRNR transliacijos
iniciacijos viety ir taip trikdo ju transliacija. Tokiu pat budu jis dalyvauja ir

autogeninéje reguliacijoje (Brown ir kiti, 1997). RegA atpazinimo taikiniai
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iRNR sekoje yra jvairls, taCiau visiems jiems yra budingas A—U turtingas
transliacijos pradzios kodonas (Webster ir Spicer, 1990; Szewczak ir kiti,
1991). I8tyrus jvairius T-lyginio pogrupio fagus, nustatyta, kad visais atvejais
regA genas iSlieka labai konservatyvus (Miller ir Jozwik, 1990), iSskyrus
RB69, kurio RegA baltymas 22% skiriasi nuo T4 RegA (Jozwik ir Miller,
1994). Fago T4 regA geno ortologai aptikti ir pseudo T-lyginio RB49, §izo T-
lyginio KVP40 bei egzo T-lyginio S-PM2 fagy genomuose (Desplats ir kiti,
2002; Miller ir kiti, 2003b; Mann ir kiti, 2005).

I§ literatliros apzvalgoje pateikty duomeny matyti, kad T4 giminingy
bakteriofagy ivairové gamtoje yra itin didelé. Todél nuostabg kelia tas faktas,
kad klasifikuoty faguy tarpe atotriikis tarp skirtingy fagu pogrupiuy yra toks
didelis, o tarpe ivairiose vietovése iSskirity fagy dominuoja T-lyginiai
bakteriofagai. Tokia padétis itin apsunkina T4 giminingy fagy tyrima, todél
tarpiniy filogenetiniy grupiy paieska ir tyrimai, kurie ir buvo aprasyti Sioje
disertacijoje, padéty geriau suprasti T4 giminingy fagy genomy struktiiros bei
reguliacijos jvairovg bei prisitaikymo prie jvairiausiy gamtiniy salygu
mechanizmus.

Atlikus E. coli infekuojan¢iy T4 giminingy bakteriofagy paieska
uzterSto vandens Saltiniuose Lietuvoje, buvo surinkta >100 ivairiy fagy
kolekcija. Elektroninés mikroskopijos analizés biidu buvo nustatyta, kad visi
Sios kolekcijos fagai yra morfologiskai neatskiriami nuo fago T4, todél buvo
priskirti Myoviridae virusy Seimos A2 morfotipui (Klausa ir kiti, 2003). Atlikti
pradiniai $iy fagy biocheminiai tyrimai parodé, kad keletas juy priskirtini
skirtingiems T4 giminingy bakteriofagy pogrupiams. Daugelio Sios kolekcijos
fagy atveju taip pat buvo atlikta fago T4 geno regB paieSka. Minéto tyrimo
metu buvo nustatyta, kad bakteriofagy VR7 bei VR20 RegB aminortgsciy
seka itin skiriasi, lyginant su atitinkamu fago T4 baltymu (60% identisky
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aminoriig§¢iy), o iStyrus VR7 RegB autoreguliacijos ypatumus nustatyta, kad
Sio baltymo autoreguliacijos pobudis Siek tiek skiriasi nuo T4 RegB
(Gineikiené ir kiti, 2006). Be to, atlieckant minétus tyrimus buvo pastebéta, kad
bakteriofagai VR7 bei VR20 nesivysto esant 37°C temperatirai. Prisiminus
visus literatiiros apzvalgoje pateiktus duomenis, galima numanyti, kad VR
grupés bakteriofagai turéty buti filogenetiSkai labiau nuo T4 nutolg, nei
dauguma T-lyginiy fagy.

Remiantis pradiniais DNR seky analizés duomenimis buvo nustatyta,
kad bakteriofagai VR7 ir VR20 yra tarpusavyje itin panasus tiek DNR seka,
tiek ir vystymosi ypatybémis, o fagas VRS — panaSesnis i T4. Tokiu bidu,
tolimesniems $io disertacinio darbo metu apraSytiems tyrimams, kaip
potencialus tarpinio T4 giminingy bakteriofagy filogenetinio pogrupio
atstovas, buvo pasirinktas bakteriofagas VR7 bei dar trys netirti ir

neklasifikuoti LZ grupés fagai.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Bakterijy kamienai, bakteriofagai ir plazmidiniai vektoriai

Bakteriju
kamienai:
E. coli B

E. coli DH5a

E. coli BL21(DE3)

E. coli C41(DE3)

E. coli CR63
E. coli MCS1
E. coli
MCS1/pRS31
E. coli
TransforMax
EP1300

E. coli B40
E. coli K-12

E. coli Nova Blue
(DE-3)

sup® (gautas i§ Dr. L. W. Black); naudotas T4 tipo
bakteriofagy dauginimui.

F gyrd96 (Nal') recAl reldl endAl thi—1 hsdR17 (rg
mg') glnV44 deoR A(lacZYA—argF)UI169
[p80dA(lacZ)M15] (Fermentas) buvo naudotas kaip
plazmidziy recipientas.

F~ ompT hsdSp (rgmg) gal dem(DE3) (Novagene)
naudotas mot4 geno produkto toksiSkumo ivertinimui
bei VR grupés bakteriofagy Seimininky spektro
nustatymu.

E. coli BL21(DE3) iSvestinis kamienas, kuriame yra
galimas toksisky baltymy superprodukavimas (Miroux ir
Walker, 1996), naudotas motd geno produkto
toksiSkumo jvertinimui, superprodukcijos bandymuose
bei komplementacijos iz vivo tyrime.

supD (gautas i§ Dr. K. N. Kreuzer); naudotas fago
T4motA~  dauginimui bei VR grupés bakteriofagy
Seimininky spektro nustatymu.

supD, E. coli CR63 iSvestinis kamienas (gautas i§ Dr. K.
N. Kreuzer), naudotas motA komplementacijos in vivo
tyrime.

supD, E. coli CR63 iSvestinis kamienas (gautas i§ Dr. K.
N. Kreuzer), turintis plazmid¢ su fago T4 motA,
naudotas fago T4 K10 motAA dauginimui.

indukuojama #fA gena turintis kamienas, naudotas
plazmidziy, turin¢iy bakteriofago VR7 genominés DNR
restrikcinius fragmentus, transformacijai
elektroporavimo biidu.

supF strr (Supt) (gautas i§ Dr. L. W. Black); naudotas
VR grupés bakteriofagy Seimininky spektro nustatymui
ANI180 (F, argE3, thi, mtl, xyl, sir704) (gautas i§ Dr V.
N. Krylov); naudotas VR grupés bakteriofagy
Seimininky spektro nustatymui.

endAl hsdR1 7(rK|2_mK12+) supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAllac [F' proA'B" lacl'Z A MI15:Tnl0 (Tc")]
(Novagen); naudotas VR grupés bakteriofagy Seimininky
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E. coli GM 2163

E. coli MH1

Bakteriofagai:
T4D"
T4 motA~

T4 K10 motAA

VR7, VRS, VR20
LZ,LZ1ir LZ9
Plazmidés:
pET-16b
pET-16MotA

pCCIBAC™

Amersham Biosciences:

Promega, Fermentas:

Difco:

spektro nustatymui.

dam-13::Tn 9 dem-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14
lacYl galK2 galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsx-78
supE44 McrA™ McrB (Fermentas); naudotas VR grupés
bakteriofagy Seimininky spektro nustatymui.

araD139 AlacX74 galU galK hsr hsm rpsL (gautas i8
Dr K. N. Kreuzer); naudotas VR grupés bakteriofagy
Seimininky spektro nustatymui.

T4D laukinis tipas (gautas i§ W. B. Wood).

T4D 33 (amN134) 55 (amBL292) 45 ( amE10) motA
(2sGy) (gautas i§ N. Guild); naudotas viduriniyjy fago
T4 transkripty pradziai nustatyti motA
komplementacijos tyrimy metu.

T4D 38 (amB262) 51 (amS29) dendA (nd28) denB”
(rlIBA¥IIPTS8) motAA (gautas i§ K.N. Kreuzer);
naudotas komplementacijos tyrimuose in vivo.
bakteriofagai,  iSskirti i§  Lietuvoje  esancio
gyvulininkystés iikio sruty bei nutekamojo vandens.

T4 giminingi bakteriofagai, gauti i§ Dr. K. Carlson.

5711 bp klonavimo bei ekspresijos vektorius, turintis
Ap®, lacl, T7 promotoriy (Novagene); naudotas
klonavimui.

fago T4 motA gena turinti plazmidé (Stoskiene ir Kkiti,
2007).

plazmide, turinti ChI®, parA, parB, parC, T7 promotoriy
bei oriV—skirta plazmidés kopiju indukcijai, naudota
fago VR7 genotekos konstravimui.

2.1.2. Reagentai
[y—>*P]ATF, [y—>"P]ATF, fenolis, modifikuota T7
DNR polimerazg, §lapalas.
PMYV atvirkstiné transkriptazeé.
bakto—agaras, bakto mieliy ekstraktas, bakto—

triptonas, mitybinis buljonas.
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Fluka:

Fermentas:

Merck:

Reachim (Peaxum):

Serva:

Sigma:

Epicentre:

amonio acetatas, bromfenolio mélis, KH,PO,, Na—
acetatas, Na,COs, Na,HPO,, NaOH,
dimetildichlorsilanas.

ATF, ddNTF, dNTF, DNR fragmenty i§skyrimo is$
agarozés gelio rinkinys, A DNR, restrikcijos
endonukleazés (Xapl, Pstl, Xbal, BamHI, Sall,
Xhol, EcoRl, Eco32l, EcoRV, Bglll, Dral), Taq
DNR-—polimeraze, Pfu DNR-—polimeraze,
CycleReader™ DNR sekvenavimo rinkinys.
etidiumbromidas, K—acetatas, K,HPO,4, MgCl,.
KCl, sacharozé, KBr, Na,SO;, metolas,
hidrochinonas, Na,S,03;, chloroformas.

agarozé, akrilamidas, amonio persulfatas, boro
rugstis, EDTA, glicerolis, NaCl, NH,Cl, N,N'-
metilenbisakrilamidas, TEMED, uridinas.
gliukozé, Kumasi briliantinis mélis, (NH4),SO,,
tris, 8—hidroksichinolinas, D—gliukozé.

CopyControlTM BAC Cloning Kit.

2.1.3. Terpés

LB terpé (Sambrook ir kiti, 1989): bakto—triptonas — 10 g/l, bakto—mieliy
ekstraktas — 5 g/l, NaCl — 10 g/l, pH 7,0 su 1 N NaOH (~2 ml/l).

Agarizuota LB terpé (Sambrook ir kiti, 1989): bakto—agaras — 12 g/l, bakto—

triptonas — 10 g/I, bakto—mieliy ekstraktas — 5 g/l, NaCl - 10 g/, pH 7,0 su | N

NaOH (~2 ml/l).

Minkstas agaras fagams (Clowes ir Hayes, 1968): bakto—agaras — 6 g/l,

bakto—triptonas — 10 g/l, bakto—mieliy ekstraktas — 5 g/l, NaCl — 10g/1.

Fosfatinis buferis fagams (Clowes ir Hayes, 1968): Na,HPO, — 7 g/l,
KH,PO, -3 g/l, NaCl — 4 g/1, MgSO,4 7TH,0 — 0.2 g/1.
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2.1.4. DNR skyrimo tirpalai ir buferiai

TE buferinis tirpalas:

10 mM Tris—HCI (pH 8,0),
1 mM EDTA.

2.1.5. DNR elektroforezei naudoti tirpalai

TAE buferis (pH 8,0):

40 mM Tris—acetatas,
2 mM EDTA;

Dazas DNR méginiams jnesti

i agarozés gelj:

Agarozé (0,8%):

TBE buferis (pH 8,3):

Poliakrilamido gelis (6%, pH 8,3):

0.04% bromfenolio mélynasis,
6.67% sacharozé;

40 mM Tris—acetatas,

2 mM EDTA,

0,8% agaroze,

0,5 pg/ml etidzio bromidas;

89 mM Tris,
89 mM H3BO3,
2mM EDTA;

89 mM Tris,

89 mM H;BO;,

2 mM EDTA,

5,7% akrilamidas,

0,3% N,N’—metilenbisakrilamidas,
8 M slapalas,

0,1% amonio persulfatas,

0,05% TEMED.

Dazas DNR méginiams j poliakrilamido gelj jnesti

95% formamidas,

0,1% bromfenolio mélynasis,
0,1% ksileno cianolis,

20 mM EDTA



2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. DNR amplifikavimas in vitro
DNR buvo amplifikuota atliekant polimerazing grandinés reakcija
(PGR) (Saiki ir kt., 1988). Matrica buvo naudota i§ koncentruotos fago
suspensijos iSskirta DNR (Kricker ir Tindall, 1989) arba DNR amplifikavimas
buvo vykdomas tiesiog i reakcijos misinj suspenduojant fago kolonijos turinj

(Jozwik ir Miller, 1994).

2.2.2. DNR fragmenty iSskyrimas i§ agarozés gelio
DNR fragmentai buvo skiriami naudojant DNR iSskyrimo rinkinj

(Fermentas), vadovaujantis gamintojo pateiktomis rekomendacijomis.

2.2.3. PGR fragmenty nukleotidy sekos nustatymas

DNR nukleotidy sekos buvo nustatomos PGR bidu susintetintuose
DNR fragmentuose arba tiesiogiai nuo fago genominés DNR. Nukleotidy seka
buvo nustatoma dideoksiterminacijos metodu (Sanger ir kt., 1977). Reakcijai
buvo naudojama [o—"P]dATF arba [y—°P]JATF (Amersham) Zyméti
pradmenys ir DNR sekos nustatymo rinkinys su 7aq Reader DNR—polimeraze
(Fermentas), laikantis fermenty gamintoju rekomendacijy. Reakciju produktai
buvo frakcionuojami  poliakrilamidiniame gelyje denatliruojanciomis
salygomis.

Bakteriofago VR7 genominés DNR nustatymas nuo PGR bidu gauty

fragmenty buvo atlieckamas Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre.

2.2.4. Fagy dauginimas ir DNR i§skyrimas
T4 giminingi fagai buvo dauginti dvisluoksnio agaro metodu (Adams,

1959), arba naudotas dauginimas skystoje terpéje. Tki 10''-10" fagy/ml
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iSdauginti fagai ar jo mutantai buvo laikomi fosfatiniame buferyje (Clowes ir
Hayes, 1968) 4°C temperatiiroje.
DNR isskyrimui i 1 ml didelés koncentracijos fago suspensijos (>10"

fagai/ml) dedama 10 pl 10% SDS tirpalo, 20 ul 0,5 M EDTA tirpalo, 10 pl

proteinazés K (100 mg/ml) ir inkubuojama 65°C temperatiiroje 15 min.
Susidargs skaidrus lizatas ekstrahuojamas fenoliu, fenolio—chloroformo
misiniu (1:1), chloroformu. DNR i$sodinama 1/10 tirio 3 M Na-acetato (pH
4,8) ir 2,5 tario 96% etanolio tirpalo, praplaunama 70% etanolio tirpalu,
dziovinama ir suspenduojama 1 ml TE buferio. Taip paruosta fago DNR buvo

naudojama klonavimo darbams bei PGR reakcijy metu.

2.2.5. iRNR analizé
2.2.5.1. Bendrosios lasteliy RNR isskyrimas

Fagu infekuoty E. coli lasteliy bendra RNR buvo skiriama pagal
modifikuota Uzan metodika (Uzan ir kt., 1988). E. coli B (supo) lasteliy
kultiira auginama LB terpéje 30°C temperat firoje iki 3 x 10® lasteliy/ml ir tada
uzkrec¢iama fagu (infekcijos daugybiSkumas — 10). Reikiamu laiku po
infekcijos 3 ml kultiros sumaiSoma su 3 ml lizés buferio (4 mM EDTA (pH
8,0), 2% SDS ir kaitinama verdan¢io vandens vonioje 5 minutes, kol tirpalas
pilnai i$skaidréja. Po to pridedamas lygus tiiris (6 ml) fenolio, prisotinto 0,2 M
Na-acetato tirpalu (pH 4,8), ir RNR ekstrahuojama 20°C temperatiroje.
Ekstrakcija 2 kartus pakartojama fenolo/chloroformo misSiniu (1:1). RNR
18sodinama 1/10 dalimi 5 M NaCl ir 2,5 tiirio 96% etanolio, 2 h laikoma —20°C
temperatiiroje ir po to centrifuguojama 20 min (14000 &@s/min) 4
temperatiiroje. Nuosédos praplaunamos 70% etanolio tirpalu, suspenduojamos
1 400 pl dejonizuoto vandens ir i§sodinimas pakartojamas analogiSskai. RNR
nuosédos suspenduojamos i 20 pl dejonizuoto vandens. RNR kiekis ir
Svarumas jvertinamas spektrofotometriniu biidu, matuojant absorbcija

ultravioletingje Sviesoje, esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiui. Santykis
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Aseo/Aggo turi bti 1,8-2,0. Taip paruosta RNR naudojama pradmens ilginimo

analizgje.

2.2.5.2. DNR pradmens pazyméjimas
Pradmens DNR 5' galinis nukleotidas buvo Zymimas naudojant [y—
PJATF ir T4 polinukleotidkinaze pagal gamintojy rekomendacijas

(Fermentas).

2.2.5.3. iRNR nukleotidy sekos nustatymas
iRNR nukleotidy seka buvo nustatoma dideoksiterminacijos metodu
(Sanger ir kt., 1977), naudojant **P 5' gale zymétus DNR pradmenis, AMV
atvirkSting transkriptaz¢ ir ANTF/dANTF miSinius santykiu 2:1, arba 5:1,

priklausomai nuo to, kokio ilgio nukleotidy seka reikia nustatyti.

2.2.6. PlazmidZziy konstravimas

Plazmidziy DNR karpymas restrikcijos endonukleaziy pagalba,
viengrandziy DNR galy uzbukinimas prisintetinant antra grandine E. coli DNR
polimerazés I Klenow fragmentu, 5'—galiniy fosfaty pasalinimas verSiuko Zarny
Sarmine fosfataze, DNR fragmenty ligavimas T4 DNR ligaze, plazmidziy
ivedimas | E. coli lasteles, transformanty atranka bei kiti plazmidziy DNR
analizés cksperimentai buvo atlickami pagal plaiai paplitusias metodikas
(Sambrook ir kt., 1989), o taip pat vadovaujantis fermenty gamintojy

pateiktomis rekomendacijomis.

2.2.6.1. Kryptinga bakteriofago VR7 geno motA mutagenezé
Kryptinga bakteriofago VR7 geno mot4 mutagenez¢ buvo atliekama

naudojantis QuickChangeTM Site Directed Mutagenesis rinkiniu (Stratagene)
pagal gamintojo nurodytas rekomendacijas. Matrica buvo panaudota dvigrandé
plazmidiné DNR. Mutagenezés metu buvo naudojami du komplementaris

pradmenys, hibridizuojantys su prie§ingomis plazmidinés DNR grandimis.
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2.2.7. Bakteriofago VR7 genotekos konstravimas

Bakteriofago VR7 genominés DNR fragmentavimui buvo panaudota
restrikciné endonukleazé Xapl (Apol). 1-3(5) kb dydzio genominés DNR
restrikciniy fragmenty klonavimui naudota pCCI1BAC (8128 bp) plazmidiné
sistema. Klonuoty DNR fragmenty nukleotidy sekos nustatymas buvo atliktas
Biotechnologijos Instituto Sekvenavimo Centre. Tokiu biidu buvo klonuota
>500 kb DNR restrikty, kuriuos sekvenavus bei iSanalizavus rekonstruoti 64
fago VR7 DNR segmentai (110 kb fago VR7 genomo). Likusios genomo
dalies nukleotidy seka buvo nustatyta taikant PGR metodg (galutinis DNR
sekos persidengimas — nuo 6 iki 8 karty). Bakteriofago VR7 genomo
rekonstrukcija buvo vykdoma remiantis fagy T4 bei RB69 genomy struktiira.
Genams, kuriy koduojamy baltymy panasumas T4 buvo ne mazesnis, nei E
<10, buvo suteiktas atitinkamy fago T4 genuy pavadinimas. [ T4 genus
nepanasiis fago VR7 genai buvo pavadinti ORF bei numeruojami, pradedant
konservatyviu genu rlIA. Nuo + DNR grandinés nuraSomi genai pavadinti
ORFw, o nuo — DNR grandinés nurasomi genai — ORFc. Geno rlIB inicijacijos

kodonas atitinka fago VR7 DNR 3' gal a.

2.2.7.1. Tyrimy rezultaty analizé

Sekvenavimo chromatogramos buvo atidaromos Chromas 2.24
programa (http://www.technelysium.com.au/chromas.html), o nukleotidy seky
analizei bei vaizdiniam pateikimui buvo naudojamos sekancios kompiuterinés
programos: "Glimmer 2.02.RBS finder & TransTerm"
(http://nbcl1.biologie.uni-kl.de), Fasta-Protein, Fasta-Nucleotide, Fasta-
Genome, BLAST2, PSI-Search, Transeq and ClustalW2 (www.ebi.ac.uk),
Sequence  editor  (http://www.fr33.net/seqedit.php),  Geneious  v5.0
(http://www.geneious.com), SigmaPlot 4.0, CorelDraw 12.0. Genomo
nukleotidy sekos palyginimas buvo atliekamas naudojantis MegaBLAST
(http://phage.bioc.tulane.edu/) ir Artemis (http:/www.webact.org). tRNR
paieska buvo vykdoma naudojantis tRNAscan-SE 1.21
(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/), o terminatoriy paieSka — TransTerm
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(http://nbc11.biologie.uni-kl.de) ir ARNold (http://rna.igmors.u-psud.fr/).
Baltymy struktiiros analizé vykdyta naudojantis YASPIN
(http://www.ibi.vu.nl) ir FeatureMap3D (http://www.cbs.dtu.dk/)
programomis.

Evoliucinés kilmés analizé buvo atlickama artimiausiy grupiy
apjungimo metodu (Saitou ir Nei, 1987). Analizuojamy taksonominiy vienety
evoliucijai atspindéti buvo paimtos jkélos i§ 1000 pasikartojimy (Felsenstein,
1985). Evoliuciniai atstumai buvo apskaiciuoti Poisson korekcijos metodu
(Zuckerland ir Pauling, 1965) ir yra pateikti tokiais vienetais: pakeisty
aminoriig§¢iy skaicius tenkantis vienai pozicijai. IS duomeny apskaiciavimo
buvo pasalintos visos pozicijos su tarpais ir pozicijos apie kurias duomeny
néra. Filogenetiné analiz¢ buvo atlikta naudojant MEGA 4.0

(www.megasoftware.net) programa (Tamura ir kiti., 2007).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Bakteriofagy LZ, LZ1, L.Z9 ir VR7 genomo srities tarp geny 30 ir 31
struktiirinés organizacijos tyrimas

Kaip jau buvo minéta, naujos T-lyginiy bakteriofagy grupés paieskos
metu buvo tirti bakteriofagai L.Z, LZ1, LZ9 bei VR7. Pirminiams $iy fagy
genominés DNR tyrimams pasirinkta genomo sritis tarp ligazés geno 30 ir
kapsidés surinkimo baltyma koduojancio geno 3/. Minéta sritis tyrimui buvo
pasirinkta neatsitiktinai. Bakteriofago T4 genomo srityje tarp genu 30 ir 31 (~
4 kb) aptinkama vienuolika atviro skaitymo rémeliy, du ankstyvieji
promotoriai PE30.8 bei Pg30.7, du vidurinieji promotoriai Py30.2, Py30 ir
vienas vélyvasis promotorius PprIIl (Prilipov ir kiti, 1990; Nivinskas ir kiti,
1989, 1992b; Zajanckauskaite ir kiti, 1994, 1997; Truncaite ir kiti, 2002,
2004).Todél, Sios srities tyrimas suteikia galimybe palyginti keliy klasiy
faginiy promotoriy bei kity reguliaciniy sri¢iy nukleotidy sekas. Be to, geny
inzinerijos skyriuje iStyrus Sesiolika T4 giminingy bakteriofagy nustatyta, kad
daugumos T-lyginiy fagy genomo srities 30-3/ nukleotidy seka yra >90%
homologiSka atitinkamai fago T4 sri¢iai. Didziausi pakitimai aptikti tik
chimerinius genomus turin¢iy fagy RB69 ir Tula DNR, taciau visy be i§imties
T-lyginiy fagy gp30.9, gp30.3 bei geno rlll koduojamas baltymas yra nuo
100% iki >90% homologiski atitinkamiems fago T4 baltymams. Tuo tarpu
pseudo-T-lyginiy fagy (pvz., RB49) genomo srities tarp ligazés geno 30 ir
kapsidés surinkimo baltyma koduojancio geno 3/ struktira zenkliai skiriasi
nuo fago T4. Tokiu biidu, vadovaujantis minétais duomenimis, palyginamoji
genomo srities 30—31 struktiriné analizé gali padéti atrinkti ieSkomos T4 tipo
fagy filogenetinés grupés atstovus.

Sio darbo metu pasirinkty T4 giminingy fagy LZ, LZ1 bei LZ9 DNR
fragmenty amplifikavimui PGR metodu (Saiki ir kiti, 1988) buvo naudojami
oligonukleotidiniai pradmenys, komplementariis bakteriofago T4 genomo
srities 30-31 geny nukleotidy sekoms. Be to, fago LZ1 g30.8 bei g30.7

nukleotidy sekos nustatymui buvo sintetinami §io fago DNR specifiniai
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oligonukleotidiniai pradmenys. Bakteriofago VR7 atveju, naudojant T4, RB69
bei VR7 DNR specifinius pradmenis, PGR biidu pavyko rekonstruoti tik geny
30.3 bei 30.3 " nukleotidy sekas.

Bakteriofagy LZ, LZ1, LZ9 ir VR7 genomo srities tarp geny 30 ir 3/
struktiirinés organizacijos schema pateikta 14 pav. Palyginimui pateiktos ir

fagy T4, RB69 bei RB49 atitinkamos genomo srities schemos.

Py el Pp30.8,, Pp30.7,, 103 P02 Py 30
31 il 3095 30.8 0.7 o 30.6 305 30.4 303 30.2 300 | 30
™ o L8 e T —p— 1 —
Py rlll Pp 308, Pp30.7,4, , Py30.2 Py 30
31 rlll 3094 30.8 30.7 o 30.6 30.5 304 303 30.2 300 30
LZ1 :—=—:?—_—' iy ¥ I I S e N T T N
Py Il Py 30.8, Py 30.2 Py 30
s L 304 303 !
31 it 30.9 % 30.7 o 30.6 AB 303 30.2 3011 30
LZ O————— ﬁ—l ----------------- P y SRS A T T T N
P, el P 308 Py30.2 Py 30
inl'r 1 3&99* = 30.6 30.5 304 mi‘ar i 30.2 30.1 " 30
LZ9 L1 L — :: —T— T T = — T Y
Py el Py 30800 P 307 ppee 3 T30 Py 30
RBeo 31 il 3098 0.8 30.7 30.6 30.4 303 30.2 30.1 I 30
Py 302y,
0.3 Mg
30.4 0.2
VR7? LT
Peeoy 30
il 30X 30.3 0
RB49 P +—

14 pav. Bakteriofagy LZ, LZ1, LZ9, VR7 bei T4, RB69 ir RB49 genomo srities tarp
geny 31 ir 30 schema. Promotoriai pazyméti rodyklémis; nekoduojancios sekos, salygojancios
smeigtuko pavidalo antriniy struktiry susidaryma, pazymétos kilputémis; ¢ raide Zymimas
terminatorius. Punktyrine linijja pazymétos delecijos, o staCiakampiais — genai. Spalvos atitinka
homologijos atitinkamiems fago T4 genams jverti (%): balta spalva — > 90%, Sviesiai pilka— 90% —
70%, pilka — 70%— 50%, tamsiai pilka— 50% — 30%, raudona— atitikmens fago T4 DNR neturintis
ASR.

Istyrus fagy LZ, LZ1 ir LZ9 genomo srities 30—3/ nukleotidy sekas
nustatyta, kad visy triju fagu atveju genu r/ll bei 30.9 koduojami baltymai
aminorigsciy lygyje yra 100% identiski atitinkamiems fago T4 baltymams.
Tuo tarpu didziausi struktiriniai pokyc€iai Siy bakteriofagy tirtoje srityje
aptinkami tarp geny 30.9 ir 30.3 Nustatyta, kad fago LZ1 genas 30.8 yra itin
pakites, lyginant su fago T4 g30.8. LZ1 gp30.8 homologija T4 gp30.8 yra
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~38%, o atitinkamam fago RB69 baltymui ~56% (13 pav.). Faguose LZ ir LZ9
geny, atitinkanciy fago T4 ar RB69 g30.8, neaptikta.

Bakteriofago LZ genomo srityje 30—31 vietoj vieno g30.4, aptinkami du
genai — 30.44 bei 30.4B. Sio fago gp30.4A homologija trisdesimt §eSioms N-
galinéms T4 gp30.4 aminoriig§tims yra ~38%, o homologija fago RB69 gp30.4
atitinkamai baltymo sri¢iai ~71%. Tuo tarpu, LZ gp30.4B yra ~61%
homologiskas T4 gp30.4 C-galinéms aminoriigS§tims bei ~71% homologiskas

fago RB69 gp30.4 C-galinei baltymo daliai (14 pav.).

30. 4A_LZ MFKKLIQKLLGTEMVEVTYRVTDVSTLTEDHLEPYYDN-=========m=—mm e e e e e e e e e 38
A) A L L B S .
30. 4_T4 --MNIINKIFGIQYIKVTYKVTDKNPYTDEHEEPQVESIILER-DPNWPVEFRLPCYGHWADVEIISIENV 68
sk sk k o kok kkkkkkkkkk
30.4B L7 —--=--m-mmmmmmmmmm e oo MTIKMLKYDGGLSIEDRLPSYGHWADVEIIKY--- 32
30. 4A_LZ MFKKLIQKLLGTEMVEVTYRVTDVSTLTEDHLEPYYDN-===========-—mm—mmm—mmm—mmmmm oo 38
B) *okkkkkkk ok k kkkkkkkkkk k. o kkkk
30.4_RB69 MLKKLIQKLFGMETIEVTYRVTDVSPHAENRLEPYVTSIKMPKNDGNLSIEDRIPGYGHWADVEIISVKDA 71
ckkk ok kK kkkkkk ok Kkkkkkkkkk
30.4B LZ  —---mmmmmmmmmmmmm oo MTIKMLKYDGGLSIEDRLPSYGHWADVEITIKY--- 32

15 pav. Bakteriofagy T4 bei RB69 gp30.4 aminorigsciy sekos palyginimas su fago LZ gp30.4A

s

bei gp30.4B nustatytomis aminorugiiy sekomis. ,*” Zymi identiskas aminorligitis, ,:” —
konservatyvias aminorigitis ir ,.” — pusiau konservatyvias aminorgstis. Briksneliu Zymima delecija
aminoriigiciy sekoje.

Tam tikry pakitimy taip pat buvo aptikta fagy LZ, LZ1 bei LZ9 genomo
srities 30-31 reguliacinése sekose. Fago T4 Pirlll, Py30.2 bei Py30
atitinkan¢ios nukleotidy sekos buvo 100% konservatyvios visuose trijuose
tirtuose faguose, tuo tarpu vieno i§ dvieju ankstyvyjuy promotoriy (Pg30.8),
neaptikta faguose LZ bei LZ9. Fago LZ atveju Pg30.8 yra Pg30.7 (nes
aptinkamas g30.7 lyderingje sekoje), o fago LZ9 atveju, ankstyvasis
promotorius i$sidéstgs auks¢iau geno 30.6. Nepaisant to, bakteriofagy LZ, LZ1
bei LZ9 ankstyvyju promotoriu konservatyviy sri¢iy nukleotidy sekos yra
absoliuciai identiskos fago T4 Pg.

Fago T4 nekoduojancios genomo sritys prie$ ankstyvaji promotoriy
Pg30.8 ir uz geno 30.7 turi bendrg savybg — invertuotas palindromines sekas,

salygojancias antriniy RNR struktiry susidaryma. Prie§ promotoriy Pg30.8
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esanti G—C turtinga seka bei uz jos aptinkama T turtinga seka yra tipiSkas nuo
p nepriklausomas transkripcijos terminatorius t128.6 (Gram ir kiti, 1984;
Raudonikiené ir Nivinskas, 1992). Tarp fago T4 geny 30.7 bei 30.6 taip pat
aptinkamos smeigtuko pavidalo antrinés iRNR struktiiros stieba formuojancios
G—C turtingos palindrominés sekos, taciau $ios struktiiros funkcija T4 genuy
raiSkoje néra iSaiskinta. Fagy LZ, LZ1 bei LZ9 atveju, uz g30.9, buvo aptikti
absoliuciai nepakite, terminatoriy t128.6 atitinkantys, nukleotidy sekos
motyvai. Be to, visy tirty LZ grupés bakteriofagy atveju, prieS gena 30.6,
iSlieka (nors ir pakitusios) invertuotos palindrominés sekos bei kilputés
motyvas, kuris fagy LZ1 bei LZ9 DNR yra dar labiau stabilizuojantis
(CUUCGG), nei fage T4. Taciau, nepaisant visy iSvardinty ypatybiy,
akivaizdu, kad bakteriofagy LZ, LZ1, LZ9 bei T4 genomo srities 30-31
pagrindiniai geny raiSkos reguliacijos principai yra identiski.

Bakteriofago VR7 atveju, PGR buidu, naudojant jvairiy T4 giminingy
bakteriofagy DNR specifinius pradmenis, pavyko rekonstruoti tik genomo
srities tarp genuy 30.4 ir 30.2 nukleotidy seka. ISanalizavus ja nustatyta, kad
fago VR7 geny 30.3 bei 30.3° koduojami baltymai yra 85% ir 58%
homologiski atitinkamiems fago T4 geny produktams. Tiek pakitusiy gp30.3
bei gp30.3° nebuvo aptikta né viename T-lyginiame fage. Net labiausiai
filogenetiskai nuo T4 nutolusio T-lyginio fago RB69 DNR esantys g30.3 bei
230.3" koduoja baltymus 94% ir 64% homologiskus atitinkamiems fago T4
baltymams. Bakteriofago T4 genomo srities 30-31 delecinés analizés metu
buvo nustatyta, kad geny 30.3 bei 30.3" delecija neigiamai veikia fago
vystymasi laboratorinémis salygomis (neskelbti duomenys.). Idomu tai, kad
pseudo-T-lyginio bakteriofago RB49 genomo srityje tarp genuy 30 ir 3/ buvo
aptiktas vienintelis fago T4 genuy ortologas — RB49 g30.3 (neskelbti
duomenys.). Gali buti, kad $io geno koduojamas baltymas yra svarbus T4
giminingy fagy vystymuisi tam tikromis aplinkos salygomis.

Bakteriofago VR7 geno 30.3 3' -galingje dalyje buvo aptiktas itin

neiprastas vidurinysis promotorius Py30.2ygr7. Sio promotoriaus —30 padéties
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sekos analogy nebuvo aptikta jokiy kity T4 tipo bakteriofagy viduriniuose

promotoriuose (16 pav.).

-30 -10 H
T4 TTGCT] AACAAAAGATGA[TACAATIACTAACCG
VR7  TlEcCEACHENSC THA A TGATACAATIARTARCH -

16 pav. Bakteriofagy T4 bei VR7 viduriniojo promotoriaus, esancio prie§ gena 30.2, nukleotidy

sekos palyginimas. Konservatyviis promotoriaus sekos motyvai apibrézti, rodyklémis pazyméti

transkripto 5' -galiniai nukleotidai. Besiskiriantys nukleotidai pateikti juodame fone.

Fago T4 atveju, P,30.2 yra nuo aktyvatoriaus MotA priklausomas
vidurinysis promotorius. Atlikus iRNR pradmens ilginimo analiz¢ nustatyta,
kad Py30.2yg; yra aktyvus bakteriofago VR7 promotorius in vivo (88 psl.),
todél buvo nuspresta patikrinti ar Sio fago genominéje DNR yra koduojamas
baltymas MotA. [domu tai, kad bakteriofago VR7 geno motA fragmentas buvo
gautas panaudojus fago T4 genams modA ir modB specifinius pradmenis.
Nustatyta, kad bakteriofago VR7 geno motA koduojamo baltymo aminoriig§ciy
sekos homologija fago T4 MotA yra ~34%, o homologija RB69 MotA
baltymui ~42%. Tokiu budu, bakteriofago VR7 baltymas MotA yra labiausiai
pakites i§ visy lig Siol nustatyty MotA grupés baltymuy (88 psl).

Apibendrinus bakteriofagy LZ, LZ1 ir LZ9 genominés DNR tyrimo
rezultatus buvo padaryta iSvada, kad Sie bakteriofagai yra T-lyginiu fagy
grupei priskirtini fagai, todél toliau tiriami jie nebebuvo. Tuo tarpu aptikti
pakitimai bakteriofago VR7 reguliacinése bei baltymus koduojanciose sekose

lémeé Sio fago pasirinkima tolimesniems genominés DNR tyrimo etapams.

3.2. Bakteriofago VR7 genomo sekos tyrimas
Bakteriofago VR7 genominés DNR nukleotidy sekos nustatymas bei
nustatyty seky analizé atlikta metoduose apraSytu biidu. Apibendrinus genomo
nukleotidy sekos tyrimo rezultatus nustatyta, kad 169,285 b.p. fago VR7 DNR
yra biidingi visi esminiai T4 giminingy fagy genomuy struktliros bruozai.
Absoliutus fago VR7 DNR G ir C nukleotidy skaicius 40,3% yra zenkliai

mazesnis nei E. coli. Genetinés Sio bakteriofago informacijos kiekis yra itin
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didelis — didziaja Sio fago genomo dalj (95,4%) sudaro baltymus koduojantys
ASR. Dauguma S§iy ASR yra issidéste taip, kad vieno geno 3 galiné dalis
vienu ar daugiau nukleotidy persidengia su prie§ ji esan¢io geno 5° galiniais
nukleotidais. Tuo tarpu net keturi bakteriofago VR7 hipotetiniai ASR —
30.3" (nustatytas ir fage T4), dda.l’, ORFOI6w bei ORF274c — yra kitu
skaitymo rémeliu iSsidéste kito geno (atitinkamai 30.3, dda.l, dda ir arn.4)
koduojancioje sekoje. Idomu tai, kad ORF0I6w lokalizuotas (+) DNR
grandinéje, tuo tarpu genas dda, kuriame Sis ASR aptiktas, nurasomas nuo (-)
DNR grandinés. DidZioji dalis viriono struktiiriniy bei uz viriono formavimasi
atsakingy genuy yra nuraSoma nuo (+) grandinés, tuo tarpu ne struktiriniai
genai — nuo (—) grandinés. PanasSios funkcijos baltymus koduojantys fago VR7
genai neretai yra susitelke i funkcinius modulius. Tokio pobiidzio i$sidéstymas
ypac biidingas strukttiriniams bei replisomos baltymus koduojantiems genams.

Bakteriofago VR7 genominéje DNR aptikti 293 ASR, (18 pav.), bei
viena tRNRM*'. Du $imtai vienuolika fago VR7 hipotetiniy ASR koduoja
baltymus homologiskus fago T4 baltymams ribose nuo 27% — 97%; 46 ASR
neturi analogy T4, bet aptinkami kity T4 giminingy fagy genome; 9 ASR yra
nebiidingi T4 tipo fagams bei 27 ASR koduoja baltymus, kuriems patikimy
homology NCBI duomeny bazéje nepavyko rasti. Detalus bakteriofago VR7
ASR sarasas pateiktas disertacijos priedo lentelé¢je Nr.1, tuo tarpu funkciné
fago VR7 geny schema pateikiama 17 pav. Baltymy funkcijos nurodytos pagal
T4 giminingy fagy analogisky baltymy nustatytas funkcijas.

I§ 211 fagui T4 bidingy bakteriofago VR7 ASR, 116 koduoja zinomos
funkcijos, o 95 — hipotetiniy fago T4 baltymuy homologus. Nustatyta, kad
aminortig§¢iy lygyje, bendras homologijos rodiklis yra panasus abiejy grupiuy
ASR atveju. Tik SeSi bakteriofago VR7 ASR koduoja baltymus, kuriy
homologija atitinkamiems fago T4 baltymams virsija 90%. Penki i§ Siy T4
baltymy yra nenustatytos funkcijos hipotetiniy geny produktai, tuo tarpu genas

nrdA koduoja vieng i§ aerobinés ribonukleotidy reduktazés subvienety.
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39.2 (93.2%)

vB_EcoM-VR7
169.285 bp

nrdC.11
(96.7%)

100% —=90%
=90% —=80%
=B0% — =T70%
=T0% —=60%
=60% —=50%
=50% —=40%
=40% —=30%
fagindai ASR
(neap tinkana T4)
VE7TASR
(faginiy homolo gy neap tiloa)

5.4 (90.7%)

CunEOEnn

18 pav. Bakteriofago VR7 Ziedinis genolapis. Geny spalvos iliustruoja ju koduojamy baltymy
homologija fago T4 atitinkamiems baltymams. Spalvy paaiskinimai pateikti paveikslélio kairiajame
apatiniame kampe, geltona spalva pazyméti maziausios homologijos baltymai (<30%). Rodyklémis

pazyméti ASR, koduojantys baltymus >90% homologiskus atitinkamiems fago T4 baltymams.

Dvidesimties VR7 ASR koduojamy baltymy homologija atitinkamiems fago
T4 baltymams varijuoja ribose nuo 80% iki 90%. Penki i§ dvideSimties yra
fago T4 viriono baltymy homologai, penki — nukleotidy metabolizmo, du —
geny reguliacijos, vienas — replikacijos, o septyni yra nenustatytos funkcijos
fago T4 baltymy grupés homologai. Maziausios homologijos (nuo 20% iki
40% i.d. ar) baltymy grupe sudaro 27 bakteriofago VR7 geny produktai, i§
kuriy: 16 — nezinomos funkcijos, 4 — struktiriniai, 5 — geny raiskos reguliacijos

bei 2 — kity funkcijy fago T4 baltymuy homologai. Lik¢ 159 fago VR7 ASR
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koduoja baltymus nuo 79% iki 41% homologiskus 91 nustatytos funkcijos bei
68 nezinomos funkcijos bakteriofago T4 geny produktams.

Fago VR7 genome neaptikta T4 geny, koduojandiy o ir P
gliukoziltransferazes (a-gf , f-gf) , DNR endonukleazes SegA, SegB, SegC,
SegD, SegE, mobilias endonukleazes [-Tevl, I-Tevll, I-TevIll, DNR adeniny
metilazg Dam, dCMP hidroksimetilazg gp42, atsparuma akriflavinui
salygojant] baltyma Ac, anaerobinés ribonukleotidy reduktazés G ir D
subvienetus, MRBC nukleazés inhibitoriaus Arn, baltymus IPI, IPII, IPIII,
lastelés Seimininkéso ** fosforilinime dalyvaujantio mrh geno produkto bei
fago T4 DNR koduojamy tRNR.

Atlikus palyginamaja genomo sekos analiz¢ (19 pav.) nustatyta, kad 68
936 bp (211 segmenty) bakteriofago VR7 genominés DNR yra vidutiniskai
73% homologiska T4 DNR, kas sudaro 41% genomo nukleotidy sekos. Taciau
aminoriagsciy lygmeny, mazdaug trys ketvirtadaliai VR7 genomo, 20 kb — 35
kb bei 70 kb — 160 kb pozicijas apimancios sritys, schematiskai beveik atitinka
T4. Siose srityse aptikti struktiirinius bei replisomos baltymus koduojantys
genai, kuriy pozicijos, iS$sidéstymas ir, neretai, aminorugsciy seka yra

homologiskos daugelio T4 giminingy E. coli fagy tarpe.

VR7 {19500 bm:m [sns00 - {rs000 . Ig'?:-u 117000 |iasson lptm

T4

|sos00 b_?uw |xes00 [rea00 : lo7s00 fei7o00 uaﬂ-pu 134000

19 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 genominés DNR nukleotidy sekos palyginimas, atliktas
naudojantis Artemis programa (Carver ir kiti, 2008; www.webact.org). Raudona spalva zymi

homologines sritis, mélyna — invertuotas homologines sritis.
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Manoma, kad minétos genomo sritys, evoliuciniu poziiiriu, yra itin senos, o ju
panaSumas liudija iSskirting Siuose segmentuose aptinkamy geny svarbg

kolifagy funkcionavimui (Comeau ir kiti, 2007; Arbiol ir kiti, 2010).

3.2.1. Struktiiriniy geny grupé

Struktiiriniai bakteriofago VR7 genai yra iSsidést¢ dvejose genomo
srityse (20 pav. A ir B). DidZioji dalis struktiiriniy geny yra aptikti 51 kb ilgio
genomo srityje tarp dNMP kinazés geno / bei hipotetinio ASR alt.-3.
Pagrindinius viriono strukttrinius baltymus koduojantys genai VR7 g/8, gi9
bei g23 yra Sio didziojo struktiriniy geny klasterio sudétyje. Minéti fago VR7
genai koduoja atitinkamai 71%, 70% bei 85% aminorigsciy tapacius
bakteriofago T4 gpl8, gpl9 bei gp23. Fago VR7 uodegos ataugéliy baltymus
koduojanciy penkiy geny grupé yra aptikta 27 kb toliau — tarp lizés baltyma
koduojancio geno ¢ bei RNazés geno rnh. Toks iSsklaidytas struktiiriniy geny
i$sidéstymas yra budingas ir fagui T4.

Bakteriofago VR7 genomo srities / — alt.-3 (51 kb) strukttra, lyginant
su fago T4 atitinkama genomo dalimi (47 kb), yra Siek tiek pakitusi.
Didziajame struktiriniy VR7 genuy klasteryje néra T4 mobilias nukleazes
SegC, SegD, SegE bei hipotetini baltyma 5.3 koduojanciy geny, taciau aptiktas
pseudo-T-lyginio bakteriofago RB32 hipotetinés mobilios endonukleazés geno
mobE homologas. [domu tai, kad fago RB32 atveju $is ASR yra toje pacioje
genomo pozicijoje, kaip ir VR7 — t.y., tarp uodegos baltymo geno 3 bei geno 2,
koduojan¢io DNR galus sauganti baltyma (Comeau ir kiti, 2007). DidZiajame
fago VR7 struktiriniy geny modulyje taip pat buvo aptikti T4 genominéje
DNR homology neturintys genai ORF196c, ORF190c bei g/9.1. ORF190c yra
fago JS98 ORF173 homologas, o VR7 g19.1 atitikmuo yra aptinkamas ir fage
T6. Tuo tarpu VR7 ORF196¢ atitikmens néra jokiy T4 tipo fagy genomuose.
Siame fago VR7 genomo segmente, T4 g24 pozicijoje, buvo aptiktos dvi g24
kopijos. G241 bei g24II koduojamy baltymy tapatumas T4 gp24 yra 70% bei
64% atitinkamai. Kaip jau buvo minéta, fago T4 genas 24 néra itin

konservatyvus T4 giminingy bakteriofagy grupéje, bet dvi Sio geno kopijos yra
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tik VR7 bei bakteriofago JS98 genominéje DNR. Tiesa, viena i§ JS98 g24 geno
kopijy yra fragmentuota — t.y. sudaryta i§ dvieju ASR (Chibani-Chennoufi ir
kiti, 2004Db).
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IR N N R R
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[X) HHHHHHHHHH STTSS HHHHHHHHHHHHHS GGGSEE B SSEEEEEEE
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. B B Fre et e [ N B | [N

T4 24 -QITELTEESKLTLNKGDLFKYNNIVYKVLEDTPFATIEESDLELALQIATIVLLKVRLFSD-——————————— EIADARF 161
EE TTTTTT TT EEEETTEEEEE SSS SSS SHHHHHHHHHHTTSEEE s
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[ e | (R e R N |
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EEEEEEE EEEEEEEEEETTHHHHHHHT TTSTTHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHSB STHHHHHTT B ST
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L - O 2 2 I S O S I I O I O A R 4 [ N N
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[ Ihelzzoz bbbl 211 (RN P HIEENN RN
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EE TTTTTT TT EEEETTEEEEE SSS SSS SHHHHHHHHHHTTSEEE s

24_2 IDKWQTEVKSRKLKTSLTVELAQDLEANGEFDATDFIDNILGIQMAEEINKDVLQOSLITVSSRFKVQGVSEKGVLNLTDAA 241
LI T O I B N
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B N E I B T e e - T [N RN
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21. pav. Fago T4 gp24 struktiros (PDB nr.: 1'YUE) palyginimas su VR7 gp24 1 (A) ir 24_II (B),
atliktas naudojantis FeatureMap3D programa (Wernesson ir Kiti, 2006). Status briksnelis Zymi
identiskas aminorgstis, dvitaskis — konservatyvias aminorfigstis, taSkas — pusiau konservatyvias

aminoragstis. Vertikaliu briik$neliu Zymima delecija aminortig§¢iy sekoje.
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Norédami pabandyti iSsiaiskinti kuris i§ dviejy fago VR7 gp24 galéty biti
tikrasis viriono kapsidés baltymas, pabandéme nustatyti gp24l bei gp24I1
struktiros skirtumus. Bakteriofago T4 gp24 viriono galvutés brendimo metu
yra proteolizuojamas — t.y. atskeliama §io baltymo 10 N-galiniy aminoriig§¢iy
dalis. Proteolizé yra bitina, o ja vykdo gp21 koduojamas baltymas. Fago VR7
gp21 yra 89% identiskas bei 95% panaSus T4 gp21, tod¢l galima hipotetizuoti,
kad VR7 gp21 yra T4 gp21 funkcinis atitikmuo. Abiejy VR7 g241 bei g2411
koduojamy baltymy aminoriig§¢iy sekoje, toje pacioje kaip ir T4 gp24 baltymo
vietoje, aptinkamas gp21 proteazés taikinys (L/DXE'® (21 pav.), tadiau aptikti
ir dar keli potencialtis gp21 taikiniai, kuriy fago T4 gp24 atveju, néra. Be to, N-
galinis VR7 gp24Il (L/DXE' aminoriigi¢iy motyvas yra pakites, tadiau tai
neturéty buti klititis gp21, nes yra nustatyta, kad T4 proteazé néra tiek
specifiska sekai, kiek antrinei baltymo struktirai ir beveik iSimtinai skelia [3

klostés gale esanti motyva (L/DXE" (Hong ir Black, 1993).

A)

B)

22. pav. Fago T4 gp24 struktiros (PDB nr.: 1YUE) palyginimas su VR7 gp24 1 (A) ir 24_II (B),
atliktas naudojantis FeatureMap3D programa (Wernesson ir Kiti, 2006). Spalvy reik§més: zalia —
atitinka; ruda — nereik§mingas neatitikimas; alyviné — reik§mingas neatitikimas; tamsiai pilka —
nesutampancios grandinés; mélyna — delecija tiriamo baltymo a. r. sekoje.
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Tokiu badu, uz E' aminorigities esan¢iy motyvy gp2l proteazé
skaldyti neturéty. 22 (B) pav matyti, kad gp24II hipotetiné erdviné struktiira,
lyginant su T4 gp24, labiau skiriasi, nei VR7 baltymo gp24l. Tac¢iau baltymo
dalis, atsakinga uz gp24 oligomerizacija (deSingje abiejy paveiksléliy puséje
matoma strukttira) pakitusi abiejy fago VR7 gp24 atveju. Taigi, norint atsakyti
1 klausima, kuris i§ minéty dvieju geny koduoja tikraji bakteriofago VR7
kapsidés baltyma, reikia papildomy tyrimy. O prisiminus fakta, jog visa eilé T4
giminingy fagy gp24 analogy neturi, visai jmanoma, kad abu gp24
funkcionuoja kitaip, nei T4 gp24.

Bakteriofago VR7 genominéje DNR taip pat aptiktos dvi kapsidés
pavir$iaus baltyma koduojancio geno /oc kopijos. Bakteriofago VR7 genai /oc
bei hoc(w) yra trans padétyje vienas kito atzvilgiu, t.y. nura§omi nuo skirtingy
DNR grandiniy, o $iy ASR koduojamy baltymy homologija fago T4 Hoc yra
skirtinga — atitinkamai 45% bei 30%. Du panaSaus tipo struktfriniai genai
konservatyviajame fago genomo segmente gali atsirasti dél dviejy priezasciy —
vieno geno duplikacijos (konversijos) arba genetinés medziagos tarp itin
giminingy fagy apsikeitimo (Filée ir kiti, 2006). I[domu tai, kad VR7 fago hoc
ir hoc(w) nukleotidy seka, ilgis bei koduojamy baltymy aminoriigs¢iy sekos
yra ganétinai skirtingos (15% identisSky bp bei 28% identisky a.r.) Be to,
sprendziant i§ srityje 24.3 — wvsW aptikty hipotetiniy reguliaciniy sekuy
i$sidéstymo, galima numanyti, kad du genai Aoc ir inh yra nuraSomi | vieng
dicistroninj transkripta (nuo Pyinh), o kiti du — hoc(w) ir VR7 ORF196¢ — i kita
(muo PLORF196c), o tarp hoc geny esancioje nekoduojancioje DNR srityje
aptiktas smeigtuko pavidalo antring iRNR struktiira formuojantis motyvas.
Remiantis auk$¢iau minétais bei kitais DNR sekos analizés duomenimis,
galima prielaida, kad Aoc(w) kartu su ORF96¢ bakteriofago VR7 genomingje
DNR atsirado genetinés medziagos tarp giminingy fagy apsikeitimo bidu. VR7
hoc(w) buvo pavadintas “hoc” dél jo koduojamo baltymo aminoriigsciy
panasumo su kity fagy Hoc baltymais, taciau kokia §io geno funkcija ir ar

apskritai jis yra funkcionalus bakteriofago VR7 vystymosi metu, nezinoma.
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Daugiau Zymiy neatitikimy fagui T4, bakteriofago VR7 struktiriniy geny
grupéje aptikta nebuvo.

Palyginamoji bakteriofagy T4 bei VR7 struktiriniy baltymy analizé
parodé, kad labiausiai besiskiriantys yra dauguma viriono ataugéles bei bazing
plokstele formuojanciy baltymy (20 pav.). Bakteriofago VR7 gpwac bei gp12
homologija analogiskiems fago T4 baltymams yra atitinkamai 36% bei 45%.
Kaip ir galima buvo numanyti, ypa¢ pakit¢ yra Siy fago VR7 baltymy C-
galiniai domenai. C-galinis gpl2 domenas saveikauja su lastelés pavirSiaus
receptoriais (Rossmann ir kiti, 2004), o C-galinis gpwac domenas — su uodegos
ataugéliy baltymais (Letarov ir kiti, 2005). Daugelio T4 giminingy fagy atveju,
butent C-galinés Siy baltymy dalys pasizymi maziausiu aminortigsciy sekos
konservatyvumu (Letarov ir kiti, 2005; Comeau ir kiti, 2007).

Tuo tarpu, viriono ilgyjy ataugéliy baltymu sekos analizés rezultatai
nustebino. Nustatyta, kad VR7 gp37 beveik 70% aminoriigs¢iy yra identiskas
fago T4 gp37, o palyginus abiejy baltymy C-galinius domenus, identisky ar
skaiCius siekia 77%, nepaisant to, kad Sioje VR7 baltymo dalyje yra 20 ar
insercija (23 pav.). Dar daugiau, kaip matyti 23 pav., struktlriniy baltymy
grupéje VR7 bei T4 gp38 yra vieni i§ maziausiai besiskirianciy baltymy (88%
identisky a.r., 99% panasiy), kas itin keista, prisiminus literatiiros apzvalgoje
minéta mazojo struktiiriniy baltymy klasterio panasumo tendencija.

Reikia pasakyti, kad geny 37 bei 38 koduojamy baltymy funkcijos
skirtingu E. coli fagy viriono formavimuisi yra nevienodos. Bakteriofago T4
atveju, su lastelés pavirSiaus receptoriais sgveikaujantis adhezinas yra gp37 C-
galinéje dalyje, o genas 38 koduoja ilgyju viriono ataugéliy susirinkimo
baltyma (Wood ir kiti, 1994). Daugelio kity T4 giminingy E. coli fagy atveju,
adhezinas yra koduojamas gp38 (Tétart ir kiti, 1998; Chibani-Chennoufi ir kiti,
2004b). Tuo tarpu T4 tipo ne kolifaguose, geno 38 analogy neaptikta (Miller ir
kiti, 2003b; Mann ir kiti, 2005; Comeau ir kiti, 2007). Sprendziant i§ itin
didelio aminortig§¢iy sekos panasumo, VR7 gp38 turéty buti fago T4 gp38
funkcijq atliekantis baltymas, kaip yra ir daugelio T-lyginiy fagy atveju. Taciau
VR7 gp37 C-galinés dalies skirtumai gali salygoti T4 bei VR7 fagy jungimasi
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prie skirtingy lastelés pavirSiaus receptoriy, kaip buvo nustatyta fagy Tula bei
Tulb atveju (Datta ir kiti, 1977).

460 470 480 490 500 510
VR7 gp37C SSFDYGTKTTSSFDYGTKTSNTTGNHNHSVSGTTSSAGAHTHTLTFHNGASSGGSVVGAS

T4 gp37C SSFDYGTK------- GT———NSTGGHTHSGSGSTSTNGEHSHYIEAWNGTGVGGNKMSSY
900 910 920 930 940

520 530 540 550 560 570
VR7 gp37C PSDYTAKTTTTSSAGAHTHTWSGTTNTTGNHAHTVGIGAHSHSVGIGAHTHTVAIGSHGH

T4 gp37C AISYRAGGSNTNAAGNHSHTFSFGTSSAGDH ————————— SHSVGIGAHTHTVAIGSHGH
950 960 970 980 990 1000

580 590 600
VR7 gp37C GLTINSTGNTENTVKNIAFNYIVRLA

T4 gp37C TITVNSTGNTENTVKNIAFNYIVRLA
1010 1020

23 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 gp37 C-galinio domeno aminoriig§¢iy sekos palyginimas. ,,:”
zymi identiSkas aminortgstis, ,,.” — konservatyvias aminortgstis. Briik$neliu Zymima delecija

aminoriig§ciy sekoje.

Idomu tai, kad VR gp37 abiejy C-galinés dalies inserciju sekos itin panasios
dviem i$ trijy Tulb gp37 C-galingje dalyje aptikty (Oliver ir Crowther, 1981)
insercijy.

Bakteriofago T4 genus ipl, ipll, iplll bei alt i§ dalies taip pat bity
galima priskirti struktiiriniy geny grupei, nes ju koduojami baltymai, kartu su
fago DNR, yra pakuojami i viriono galvute. Bakteriofago VR7 gpAlt
apzvelgtas sekanciame skyriuje. Tuo tarpu, kaip jau buvo minéta literatiiros
apzvalgoje (14 psl.), Ip baltymy genai priklauso maziausio konservatyvumo
struktiiriniy geny grupei ir, galima sakyti, kad kiekvienos riiSies fagas turi savo
IP baltymy rinkini. Bakteriofago VR7 genominéje DNR geny, atitinkanciy
fago T4 ip sekas, aptikta nebuvo. Vietoje ju VR7 genome buvo aptikti penki
ASR, koduojantys skirtingy rasiy fagy (RB32, T6, Pol, JS98 bei RB69) IP
baltymus.

Apibendrinant bakteriofago VR7 struktiiriniy geny analizés duomenis

galima teigti, kad bakteriofagy VR7 bei T4 Seimininky spektras gamtoje turéty
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Siek tiek skirtis, kg patvirtina ir atlikti laboratoriniy £. coli kamieny jautrumo
fagui VR7 tyrimai (zr. skyriy 3.4.).
3.2.2. Replikacijos ir su replikacija susijusiy geny grupé

Bakteriofago VR7 genomingje DNR RRR procesy baltymus
koduojantys genai formuoja kelias gana nutolusias policistronines sankaupas,
esancias abipus struktiiriniy geny moduliy. ISimtis téra reparacijos—
rekombinacijos komplekso baltymus koduojantys genai uvsW ir uvsX (aptikti
didziajame strukttriniy geny modulyje) bei jvairiu atstumu nuo RRR geny
sankaupy nutolg genai 49, dda, 39+60, 30 ir 52. Abiejose RRR sankaupose
aptikti ir kity funkciju baltymus (transkripcijos reguliatorius, nukleotidy
metabolizmo fermentus) koduojantys genai bei daugybé nezinomos funkcijos
ASR analogy. PrieSingai nei struktiriniy genu atveju, visi fago VR7 RRR
genai yra nuraSomi nuo (—) DNR grandinés, o didziausi replikacijos—
reparacijos—rekombinacijos genu sankaupy schematiniai neatitikimai T4,
nustatyti funkciniy analogy neturin¢iy geny pozicijose.

Bakteriofago VR7 genominéje DNR aptikti beveik visi fago T4 RRR
geny atitikmenys, o ju koduojamy baltymy pirminés struktiiros tapatumas —
nuo 83% (gp49) iki 46% (gp40) identiSky aminoriig§¢iy. Topoizomerazés
didiji subvieneta koduojan¢iy geny atvejis yra vienintelis RRR geny
schematinio neatitikimo pavyzdys fagy VR7 bei T4 genomuose. Fago VR7,
kaip ir daugumos kity T4 giminingy bakteriofagy atveju, topoizomerazés
didysis subvienetas yra koduojamas vieno 39+60 geno, tuo tarpu fage T4
dvieju — g39 ir g60. VR7 g39+60 koduoja baltyma, kurio N-galiniy
aminoriigsciy (477 ar) sekos tapatumas fago T4 gp39 yra 74%, o likusios — 132
C-galinés aminortigstys — 72% atitinka T4 gp60 pirming struktiira.

Fago VR7 genai, koduojantys DNR polimeraze (gp43), polimerazés
procesyvumo veiksni (gp45), ziedo uzkélgja formuojancius baltymus
(gp44/62), replikatyving helikazg (gp41) bei rekombinacijos baltymus (UvsX,
gp46, gp47), formuoja didziaja ~14 kb RRR genu sankaupa, kurioje dar yra
keli su replikacija nesusije fago T4 geny atitikmenys. Sioje RRR geny

sankaupoje esanciy geny koduojamy baltymy panasumas atitinkamiems fago
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T4 baltymams — nuo 55% (gp62) iki 79% (gpUvsX). Kita, daug mazesné,
replikacijos geny (g32, g59 bei rmh) sankaupa yra prieSingame VR7
chromosomos gale. Sios sankaupos geny koduojami baltymai gp32 (SSB),
gp59 (helikazes uzkéléjas) ir RNh (ribonukleazé H) 61%, 75% bei 56% a.r.
atitinka analogiskus fago T4 baltymus.

5000

ORFO49  ORFOS3

_ iI! . \
l : 421 ..imm -réﬂgA \éﬁiﬂ TSZ 4??1;

24 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 replikacijos geny sankaupos struktiiros palyginimas. Fago T4
atveju, spalvy reik§més yra: tamsiai mélyna — DNR replikacija, rekombinacija, reparacija; tamsiai ruda
— mobilios nukleazés; Sviesiai zalia — saveikos su last./ kitais fagais balt.; tamsiai zalia — nukleotidy
metabolizmo baltymai; zydra — Saperonai; ruzava — transkripcijos baltymai. Bakteriofago VR7 atveju,
spalvos atitinka homologija (id a.r.): mélyna — 70% — 80%; Sviesiai mélyna — 60% — 70%; ruda — 50%
— 60%; oranziné — 40%—50%; kreminé — 30% — 40%; raudona — fago VR7 ASR, kuriems homology
T4 genome néra

Fago T4 replikacijos procesa galima biity suskirstyti i du etapus.
Ankstyvoje infekcijos stadijoje prasideda nuo ori priklausoma replikacija,
kurioje svarbiausias vaidmuo tenka iSimtinai replisomos baltymams (Nossal ir
kiti, 2001). Neilgai trukus, prasideda nuo rekombinacijos priklausomos
replikacijos etapas, inicijuojamas, kaip manoma atsitiktinése genomo vietose
(Kreuzer, 2000). Sio proceso metu, be pagrindinés replikacijos baltymy
sistemos, itin svarbus yra trijy baltymy UvsW, UvsX bei UvsY kompleksas,
kurio pagrindiné paskirtis — homologinés rekombinacijos metu atsiradusiy
DNR pazaidy reparacija (Drake ir Ripley, 1994). Bakteriofago genominé DNR
koduoja visus tris WXY sistemos baltymus, kuriy tapatumas fago T4 UvsW,
UvsX bei UvsY atitinkamai yra 74%, 79% bei 61% identiSky aminortigsciy.
Be paminéty, fago VR7 DNR koduojami tokie reparacijoje svarbiis T4
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homologai, kaip pirimidiny dimery N-glikozidazé DenV (77% identisky a.r.)
bei heterodupleksy rezolvazé gp49 (73% identisky a.r.).

Palyginamoji bakteriofago VR7 RRR baltymy analizé parodé, kad
daugelio VR7 replikacijos baltymy aminoriigi¢iy sekos motyvai, atsakingi uz
saveika su kitais Sios funkcinés grupés baltymais, skiriasi nuo atitinkamy fago
T4 gp sri¢iy. Pavyzdziu galima biity paminéti DNR polimeraze. Bakteriofago
VR7 DNR polimerazés genas 43 koduoja 904 ar baltyma, kurio aminortigséiy
seka yra 60% identiSka T4 gp43. Panasios homologijos i T4 gp43 (64%
identisky aminortigs¢iy) yra ir fago RB69 geno 43 koduojamas baltymas
(Wang ir kiti, 1995). RB69 gp43 yra bene geriausiai istirta T4 giminingy fagy
polimerazeé, kuri buvo iSkristalinta jvairiose konformacijose (Wang ir kiti,
1997; Hogg ir kiti, 2004). VR7 gp43, kaip ir RB69 DNR polimerazés, nykscio
domenas yra 1 a.r. ilgesnis, be to §iy abiejy baltymy aminortigs¢iy seka yra
panasesné — 74% identisky a.r. Palyginus fagy T4, RB69 bei VR7 gp43
pirming struktiira nustatyta, kad Petrov ir bendraautoriy (2006) identifikuotos
absoliuciai konservatyvios 29 aminortigstys, esancios RB69 DNR polimerazés
aktyvumui svarbiose srityse (POL, EGZO, dNTP suriS§imo ir t.t.), yra ir fago
VR7 gp43 atveju. Tuo tarpu kitos minéty sri¢iy aminortigStys bei DNR
polimerazés pirminés struktiiros motyvai, kurie, kaip manoma, yra reikalingi
saveikai su kitais replisomos baltymais (pvz. gp59), VR7 gp43 atveju, yra gan
pakite.

Idomu tai, kad fago VR7 RRR sistemos baltymy aminoriigsiy sekos yra
gana mozaikiskos ta prasme, kad Siy baltymy pirminés strukttiros neatitikimo
T4 vietose, daznai aptinkamos tokios aminoriigstys, kokios yra kity T4 tipo
fagy atitinkamy RRR baltymy aminortigs¢iy sekose. Gp59 yra vienas
panas$iausiy baltymy VR7 bei T4 replikacijos baltymy grupéje (75% identisky
a.r.), taciau sritis, atsakinga uz gp59—gp43 saveika (25 pav.), ganétinai skiriasi.
Idomu tai, kad gp59 Cys215, dél kurio tariamai konkuruoja gp43 bei gp41 (Xi
ir kiti, 2005), yra aptikta ir bakteriofago VR7 gp59 C-galingje dalyje.
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59 T4 YRKILNIDSQKAKNVFIETVK--SCKY---=-==———-— 25

59 RB32 YRKILNIDSQKAKNVFIETVK--SCKY---—------- 25
59 RB69 YRKILQIDVNAAKKLFIETIK--SCKY---—------— 25
59 RB49 YKKLLVIDAAKARALFVKVVK--ECKEISQLKVETNS 35
59 VR7 YKKILNIDALEARKLFIETVK--GCKF---==—-—-——- 25
59 KVP40 YDKLLKIDEELAKELFIQVKN--QSKI---------- 25
59 44RR YRKLVVINKDTAKRKFIEHVKAFKDQV---—------- 27
59 Aehl YRQLTLINKEQAKACFIEIAN--QNKL---—------- 25
59 RB43 YRKLVEISNEEIVK-YRNLMKQTLIKLNEK------- 29

* .. * .

25 pav. Bakteriofago VR7 bei jvairiy T4 giminingy fagy gp59 C-galinio domeno aminorigsciy

b}

palyginimas. ,,*” Zymi identiSkas aminortgstis, ,,:” — konservatyvias aminortgstis ir ,,.” — pusiau

konservatyvias aminortigstis. Briik§neliu Zymima delecija aminortig§¢iy sekoje.

VR7 gp 41 yra 65% homologiskas T4 RNR praimazei (26 pav.), taciau
Sio baltymo C-galinis segmentas, kuris, kaip teigiama, yra svarbus heksamero
formavimuisi bei saveikai su gp59 (Delagoutte ir von Hippel, 2005), yra itin
pakites.

Be to, §iuo metu vykdomo jungtinio Biotechnologijos instituto bei Geny
inzinerijos skyriaus projekto tyrimy metu nustatyta, kad plazmidéje esantis
VR7 g4l itin silpnai komplementuoja fago T4 mutanto T4K10A41 vystymasi

sistemoje in vivo (nepublikuoti duomenys).

41 RB32 KWNKFLMGVQKGNQKWVEIEQD---STPSEVSEVAGSQQIQAEQNRYQRN---ESTRAQL 466

41 T4 KWNKFLMGVQKGNQKWVEIEQD---STPTEVNEVAGSQQIQAEQNRYQRN-~-~-ESTRAQL 466
41 RB69  KWNKFLMGVRKGNQKWVEIEQEGM-NTPNTVNENAGAQMRQAEVNRTERVGKAKATRADL 471
41 VR7 YYNKFKMGVKKGNQRWYEVDDDSAPKQGPTVKEATGEMNRQAEMNRQTRV————— NRSDL 467
41 44RR  YINKFRMGVRKGNQRWYDLEEE----- GQSAPKPGAAPARQADHTKGSNN-—-——- REKL 459
41 RB43  HFNHFKLEVRKGNQRWMDTDNS---DIGFKSDYKGROMPKTVEEAQGAMVKQAEGNRSKL 467
41 RB49  YYSRFNVGVKKGNQRWYEVPNQ------ IADQENAQVKPQSAQQAE————————~ KREKL 461
41 KVP40 QDQTFMIAVNKGKQRWGDIDGTAN---YSAPAQSQAKSASPFAQKKESSAK—————=—=— 460

41 Aehl KFSRFNLCVDKGKQRWHEPDGNFGGNLNDANDRMOATHKDNVAKAKDLSTRNKMDQLSAM 474
* . .

Kk e koo ok

41 RB32 DALANELKEF-- 475

41 T4 DALANELKF-- 475
41 RB69 DSLANELKF-- 480
41 _VR7 DDLAAQMKE-- 476

41 44RR DELAGIMNFE-- 468
41 RB43  AEAAKSMNIEF 478
41 RB49  DELANNMTE-- 470
41 KVP40 ---AEAVNW-- 466
41 Aehl  GDASDAVDWGI 485
27 pav. Bakteriofago VR7 bei jvairiy T4 giminingy fagy gp41 C-galinio domeno aminoragsciy
palyginimas. ,,*” Zymi identiSkas aminorfigstis, ,,:” — konservatyvias aminorfigstis ir ,,.” — pusiau

konservatyvias aminortigstis. Briks$neliu Zymima delecija aminortigsciy sekoje.
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Visi §ie duomenys atitinka vyraujanciai nuomonei, kad replikacijos ir su
ja susijusiy procesy geny pirminé seka yra gana plastiS$ka, taCiau dauguma

skirtumy koncentruoti ju koduojamy baltymy tarpusavio saveikos srityse.

3.2.3. Kity funkciniy grupiy fago VR7 genai

Kaip jau buvo minéta auksciau, fago VR7 genome nebuvo aptikta
dCMP hidroksimetilazés geno 42 analogo bei a ir B gliukoziltransferazes
koduojanc¢iy genu a-gt, f-gt. I§tyrus vienuolikos T4 giminingy bakteriofagy
genomus buvo nustatyta, kad minéty geny homolgai neaptinkami faguose,
kuriy DNR vietoje HmC yra citozinas (Petrov ir kiti, 2006). Tuo tarpu,
restrikciné bakteriofago VR7 genominés DNR analizé parode, kad Sio fago
DNR yra panasiai modifikuota, kaip ir fago T4. Be to, VR7 genome yra genai,
koduojantys fago T4 baltymy DenB (endonukleazé IV, blokuojanti biosintezg
nuo dCMP turin¢ios DNR) bei Alc (blokuoja transkripcija nuo dCMP turincios
DNR) homologus, kuriy neaptinkama nemodifikuota DNR turin¢iuose
faguose. Bakteriofago RB69 atveju, T4 gp42 funkcinis analogas yra
ORFRB69125¢ (Nolan ir kiti, 2006). VR7 genominéje DNR atitikmens Siam
RB69 ASR néra, tatiau T4 gp42 pozicijoje aptikti du nezinomos funkcijos
ASR. Gali bati, kad kazkuris i§ jy, ar kitoje genomo pozicijoje esantis
nezinomos funkcijos ASR, pakeicia fago T4 dCMP hidroksimetilazg.

Bakteriofago VR7 genominéje DNR aptikti daugelio fago T4 baltymu,
atsakingy uz dNTP konversija bei pirimidiny biosintez¢ homology. Fago VR7
dCMP deaminazé Cd, dTMP sintazé Td, reduktazé Frd, INMP kinazé gpl bei
timidiny kinaz¢ Tk yra homologiskos fago T4 nukleotidy metabolizmo
fermentams atitinkamai 86%, 65%, 66%, 48% bei 72% identisky a.r. Be
paminéty, bakteriofago VR7 genomingje DNR taip pat buvo aptiktas T4 dUTP
— azés baltyma koduojancio geno atitikmuo. Fago VR7 gp56 net 76% tapatus
atitinkamam T4 baltymui, kas, vélgi, kelia VR7 DNR modifikacijos klausima —
paprastai, bakteriofagy, kuriy DNR citozinai néra modifikuojami, dUTP — azés
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analogai biina panaSesni | bakterinius, nei | fago T4 gp56 (Miller ir Kkiti,
2003b).

Kaip jau buvo minéta, fago VR7 aerobinés reduktazés subvienetas
NrdA yra vienas i$ SeSiy bakteriofago VR7 baltymy, kuriy homologija
atitinkamiems fago T4 baltymams virSija 90%. Kity dviejy aerobinés
nukleotidy reduktazés subvienety NrdB bei NrdC tapatumas atitinkamiems
fago T4 baltymams yra atitinkamai 87% bei 84% identisky aminoriigsciy.
Idomu tai, kad i§ triju anaerobinés reduktazés komplekso baltymuy, fago VR7
genome aptiktas tik NrdH baltymas, 68% aminortigsciy tapatus fago T4 nrdH
geno produktui. NeZinia sutapimas tai, ar ne, ta¢iau fago VR7 dauginimo metu
buvo pastebéta, kad kulttiros aeracija jtakoja $io fago vystymasi — kuo aeracija
geresné, tuo fago VR7 iSeiga didesné.

Net 11% koduojancios bakteriofago T4 DNR dalies sudaro penkiolikos
mobiliy endonukleaziy — seg, i-tev bei mob grupiy — genai. Manoma, kad
biitent mobilios endonukleazés yra atsakingos uz jvairiy genomo segmenty
mainus tarp T4 giminingy bakteriofagy (Brok-Volchanskaya ir kiti, 2008;
Wilson ir Edgell, 2009). Fago VR7 genominéje DNR koduojamos penkios
hipotetinés mobilios endonukleazés. Bakteriofago T4 endonukleaziy SegF ir
SegG geny homologai (65% ir 54% id ar) aptikti VR7 genomo pozicijose
atitinkanciose Siy geny pozicijas fage T4. Tuo tarpu tris hipotetines VR7 Mob
endonukleazes koduojantys genai aptikti kitose genomo pozicijose nei fage T4.
Idomu tai, kad didziausia struktiiriné jvairové VR7 genome nustatyta srityse,
atitinkanciose fago T4 genomo segmentus, kuriuos Siame fage riboja mobiliy

endonukleaziy genai.

3.2.4. T4 genome homolgy neturintys VR7 ASR
Bakteriofago VR7 genome aptikti 46 ASR neturintys homology fago T4
DNR. Penki i§ ju koduoja RB32, T6, Pol, JS98 bei RB69 hipotetiniams [P
baltymams homologiskus baltymus (sk. 3.2.1.2.)), o 41 VR7 ASR yra
homologiski ivairiy T4 tipo fagy nezinomos funkcijos genams. Didzioji dalis

minéty VR7 ASR yra fagy JS98 bei RB69 jvairiy nezinomos funkcijos geny

77



homologai (~80%), keli ASR koduoja i fago T6 panasius baltymus, tuo tarpu
penki — labiau nuo T4 nutolusiy fagy RB32, RB23, 44RR2.8t hipotetiniy
baltymy atitikmenys. Dauguma §iy geny nurasomi nuo (—) DNR grandinés, o
ju pozicijos VR7 bei paminéty fagy genomuose daugmaz atitinka. I§ 18 pav.
Matyti, kad dauguma nezinomos funkcijos fago VR7 ASR yra iSsidéste
genomo srityse, abipus didziojo struktiiriniy geny klasterio. Rekombinacijos
daznis Siose genomo srityse, kaip nustatyta daugelio T4 tipo fagy atveju, yra
itin didelis. Todél kazkurie i§ paminéty ASR gali buti genetiniy mainy tarp
giminingy fagy pasekmé. Dalis Siy ASR galblit yra gana konservatyvis
iSvardinty fagy atveju ir gali bati svarblis jy vystymuisi tam tikromis
salygomis.

Atlikus genominés bakteriofago VR7 DNR analiz¢ nustatyta, kad
36 §io fago ASR, neturi homology kity T4 giminingy fagy genomuose I$ ju
keturi ASR (1 lentelé) koduoja baltymus, kurie yra homologiski jvairiems ne
T4 tipo fagy baltymams, o penki ASR — jvairiy bakteriniy baltymy homologus
(2 lentele).

VR70RF290c koduojamas baltymas yra 36% tapatus Myoviridae
Seimos SPOI1 tipo virusy atstovo Staphylococcus fago G1 HNH nukleazei.
Turint omeny, kad fago T4 nukleazés Mob bei [-TevlII taip pat priklauso HNH
nukleaziy Seimai, o apsikeitimas jomis biidingas visy T4 tipo fagy genomams,
galima numanyti, jog VR70ORF290c papildo mobiliy fago VR7 nukleaziy
sarasg. Like trys 1 lenteléje paminéti bakteriofago VR7 ASR koduoja
hipotetinius baltymus, kurie yra panasis i Siphoviridae ir Podoviridae $eimos
T7 tipo bakteriniy virusy EcoDS1, Pseudomonas fago D3 bei Salmonella fago
5 nezinomos funkcijos hipotetiniy ASR baltymus.

Du bakterinés kilmés fago VR7 ASR i§ tiesy yra, ko gero,
genetinés rekombinacijos tarp lastelés Seimininkés genome esancio profago
(gal net defektyvaus profago) ir fago VR7 genominés DNR. Visy pirma,
iStyrus Siy VR7 ASR nukleotidy sudéti nustatyta, kad VR7ORF003c bei
ORF196w G+C nukleotidy santykis panaSus absoliu¢iam Sio fago G+C
nukleotidy santykiui ir yra atitinkamai 42% ir 45%. Be to, ORF003c
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koduojamas baltymas yra homologiskas faginés kilmés bakteriniam baltymui,
o gpORF196w homologiskas kolageno tipo trigubos spiralés motyva turin¢iam
bakterinés kilmés baltymui, taciau biitent tokio tipo baltymai neretai yra ir
Siphoviridae $eimos fagy struktiiriniai baltymai (pvz. Mycobacterium fago

Pukovnik gp7).

1 lentelé. Bakteriofago VR7 ASR artimiausi ne T4 tipo fagy homologai

Identiskos ar
VR7 Artimiausias Organizmas Homologinio /panasios ar E
ASR homologas baltymo (persid. ivertis
(sekos ilgis funkcija segmento ilgis
ar) ar)
ORF006¢c Gpl3.5 Enterobacteria Hipotetitins 45/66 (131) 3.5e-11
(231) (133) fagas EcoDS1 baltymas
ORF135¢ ORF78 Pseudomonas fagas | Hipotetitins 54/87 (147) 2.1e-22
(216) (210) D3 baltymas
ORF Hipotetitins
ORFI37¢ | tm2.19.-1 Salmonella fagas 5 | baltymas 27/33(57) 0.25
(55) (55)
ORF290c ORF058 Staphylococcus HNH nukleazé 55/81 (150) 3.0e-21
(163) (211) fagas G1

Prisiminus, kad fago VR7 genomin¢je DNR yra ir keli Siphoviridae Seimos
fagu ASR homologai, ORF 196w galéty buti dar vienas jy. [domu tai, kad Sis
VR7 ASR, kaip jau buvo minéta skyriuje 3.2.1., yra aptiktas struktiiriniy fago
geny klasteryje, Salia geno hocw. Galima prielaida, kad abu Sie ASR yra to
paties genetiniy mainy atvejo pasekmeé.

Kity 2 lenteléje iSvardinty VR7 ASR G+C nukleotidy santykis taip
pat nevirSija absoliutaus vidurkio (40.3%), o ORF109c¢ atveju, net yra zenkliai
mazesnis — tik 32%. ORF109c koduojamas hipotetinis baltymas yra 38%
aminortgsciy sekos tapatus Chitinophaga pinensis LuxR $eimos transkripcijos
faktoriui. Kaip matyti 2 lenteléje, abu minétus baltymus sieja nedidelis
identisky ir panasiy aminoriigsciy kiekis, be to E koeficiento verté rodo, kad §is

panaSumas néra itin patikimas. Galima prielaida, kad ORF109c i$ tiesy yra tik
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fagui VR7 specifinis genas (o gal tai net baltymo nekoduojanti DNR seka).

Kita vertus, tiriant bakteriofago VR7 fiziologines ypatybes buvo pastebéta, kad

Sis fagas vystosi stacionarios fazés E. coli lastelése (ODgyy 4.0), o fagas T4

tokiose lastelése nesivysto.

2 lentelé. Bakteriniai fago VR7 ASR homologai

Identiskos ar

VR7 Artimiausias Organizmas Homologinio /panasios ar E
ASR homologas baltymo funkcija (persid. ivertis
(sekos ilgis segmento ilgis
ar) ar)
ORF003c Avi 1970 Agrobacterium Didysis kapsidés
99) (425) vitis tipo baltymas 25/38 (77) 0.14
OTBS 1247 Orientia
ORF023c (rpoH) tsusugamushi RNR polimerazés 27/41(79) 0.43
77) (299) faktorius sigma 32
Chitinophaga LuxR Seimos
ORF109¢ Cpin_4278 pinensis transkripcijos 13/18(34) 0.021
(72) (213) faktorius
ORF147¢ RPC 1770 Rhodopseudomon Citidiny/
(141) (522) as palustris deoksicytidilat 33/57 (117) 2.0e-05
deaminazé
BCE_G9241_
ORF196w 4821 Bacillus cereus Kolageno tipo 109/132 (284) | 4.2e-36
(427) (1300) baltymas

Yra zinoma, kad stacionarios fazés lastelése vystosi T7 tipo fagai, kuriy

genominéje DNR koduojama faginé RNR polimerazé. Bakteriofago VR7

genome RNR polimerazé nekoduojama, tac¢iau gpORF109¢ bei gpORF023c

yra su transkripcija susijusiy bakteriniy baltymy homologai. Tokiu biidu, jei Sie

ASR koduoja veiksnius baltymus, gali biti, kad tai yra su lastelés Seimininkés

RNR polimerazés kompleksu saveikaujantys baltymai, kuriy déka VR7 gali

vystytis stacionarios fazés lastelése. Taciau tam, kad Sia prielaida patvirtinti

arba paneigti, reikalingi papildomi tyrimai.
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3.3. Fago VR7 geny raiskos tyrimas

T4 giminingy bakteriofagy genuy raiskos reguliacija laike vykdoma
transkripcijos nuo skirtingy klasiy promotoriy aktyvavimo bei laipsnisko
lastelés Seimininkés RNR polimerazés modifikavimo keliu. Tiriant fago VR7
geny raiSkos reguliacijos ypatumus buvo vykdoma promotoriniy sekuy
genominéje DNR paiesSka, o taip pat genuy, koduojanciy svarbius fago T4
transkripcijos proceso baltymus, analogy paieska bei ju koduojamy baltymy
pirminés struktiiros palyginamoji analizé. Bakteriofago VR7 promotoriniy
seky paieskos metu buvo vadovaujamasi sekanciais kriterijais: E. coli bei fago
T4 promotoriy konservatyvios sritys, atstumas tarp §iy sri¢iy, promotoriaus
pozicija genominéje DNR. Fago VR7 promotoriy padétys nurodytos 1 priedo

lenteléje.

3.3.1. Ankstyvosios transkripcijos reguliacija

Ankstyvieji bakteriofago T4 promotoriai (Pg) turi: GTTTAC(a/t)tt —35
srityje bei Ta(t/c)(a/t)AT —10 srityje esancias konservatyvias sekas ir GTG
motyva, esantji —16 — —14 padétyse. Be to, stipriis T4 promotoriai —52 ir —42
padétyse taip pat turi sekas, primenancias E. coli promotoriy UP elementus.
(Keilty ir Rosenberg, 1987; Wilkens ir Riiger, 1996).

Bakteriofago VR7 genominés DNR analizés metu buvo aptikti 43
hipotetiniai ankstyvieji promotoriai (Pg). Net trisdesimt penkiy Pg nukleotidy
seka —34 pozicijoje (T—G) ir/arba —12 pozicijoje (T—C) skiriasi nuo fago T4
ankstyvyjy promotoriy tipinés sekos. Siekiant iSaiskinti ar tokios sudéties fago
VR7 reguliacinés sekos apskritai yra transkripciskai aktyvios, buvo patikrintas
labiausiai nuo T4 P besiskirianciy, trijy VR7 ankstyvujy promotoriy — Pg24.3,
PrmotA.1 bei Pgip6 — aktyvumas sistemoje in vivo. Fago T4 atveju, genas 24.3
yra nuraSomas nuo viduriniojo promotoriaus, tuo tarpu VR7 geno 24.3 5'—
galinéje dalyje, vietoje viduriniojo promotoriaus, rastas klasikinis fago T4
ankstyvasis Pz24.3. Siuo atveju daug jdomiau yra tai, kad genas 24.3 aptiktas
visy tirty T-lyginiy fagy bei pseudo-T-lyginio fago RB49 genominéje DNR
(Nolan ir kiti, 2006). Gali buti, kad §io ASR koduojamas nezinomos funkcijos
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hipotetinis baltymas yra svarbus kolifagy vystymuisi gamtoje. Fago VR7 Pgip6
bei PgmotA.l1 buvo pasirinkti tyrimui dél T4 anktyviesiems promotoriams
nebtdingy G ir C nukleotidy —34 ir —12 padétyse, o taip pat, VR7 Pgip6 atveju,
G nukleotido —30 padétyje (28 pav.). Tyrimui buvo naudojama bendroji iRNR,
isskirta i§ fagu VR7 infekuoty E. coli B¥ kamieno lasteliy, tredia infekcinés
stadijos minut¢. Nustatyta, kad tirtos hipotetinés VR7 Pg sekos sistemoje in

vivo aktyvuoja ankstyvuyju bakteriofago VR7 transkripty sinteze.

Genas motA. 1 Genas ip6
DNR  iRNR DNR iIRNR
| P, | [ | - ~ - S —
._\(_,(-i,\(;(‘-r AGCTAGCT
i
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, - -4 -
- -
- -..
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-e -
- -
- -
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GGAG [i. e < RegB -
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- GGAG[
-
-35 -10
TRAAARGT A CNE SR GACCCTTCACCTCAT (NN AT TCCATACT
-35 ~10
SD  Genas motd.] ARTTTAENGEET GATGGCATAACTGC ACKENENGY
b moA.
v SD Genas ip6
TATCCCATCAACTACTHEEACAACATGAAAACTTA,

GAGTTACACACTGAATCACARARACTT TEENGRATARAATGT TTACTGC

28 pav. Fago VR7 geny motA.1 bei ip6 iRNR nukleotidy sekos nustatymas Sengerio
dideoksiterminacijos metodu, panaudojant PMYV atvirkSting transkriptaze. VirSuje
pazyméti nukleotidy takeliai. Kairéje puséje bruksniu pazyméti inicijacijos kodonai ir SD
seka, skaldoma endonukleazés RegB. Apacioje pateikta genomo srities pries§ tirtg gena seka
bei paryskintos ankstyvojo promotoriaus konservatyvios sritys

Palyginus trijy tirty bei dar 40 potencialiy ankstyvyju promotoriy
nukleotidy sekas, gauta bakteriofago VR7 Pg tipiné seka, kurios —35 bei —10
sri¢iy padétys —34, —12, —10, -9 bei —8 skiriasi nuo atitinkamy fago T4 Pg
padéciy (29 pav.). Be to, ankstyvyjy promotoriy —40 srityje esantis UP
elementas, kuris, kartu su —33T, yra ypac svarbus ribozilintai RNR polimerazei

inicijuojant transkripcija nuo ankstyvyjy fago T4 promotoriy (Sommer ir kiti,
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2000), fago VR7 Pg atveju yra labiau konservatyvus, nei T4 Py Dél Sios
priezasties galima teigti, kad dauguma VR7 ankstyvyjy promotoriy yra ypac

stipriis faginiai promotoriai su salyga, kad $§io fago genome yra koduojama

N
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29 pav. Ankstyvyju bakteriofago VR7 promotoriy tipiné seka sudaryta palygmus triju
tirty bei 38 potencialiy ankstyvyjy promotoriy nukleotidy seka.

Kaip jau buvo minéta literatiros apzvalgos skyriuje 1.3.1.1.,
bakteriofago T4 ankstyvosios transkripcijos etapo metu, lastelés Seimininkés
RNR polimerazésa subvienetas yra modifikuojamas fago koduojamAD  F-
riboziltransferaziy. Bakteriofago T4 genome yra koduojamos trys Mono-ADF-
riboziltransferazés Alt, ModA bei ModB. E.coli RNR polimerazé yra
modifikuojama Alt ir ModA: gpAlt ribozilina tik viena i§ dvieju RNR
polimerazés o subvienety, dél ko transkripcijos nuo ankstyvyju fago
promotoriy efektyvumas padéja net du kartus. Véliau gpModA ADF-ribozilina
RNR polimerazés abu o subvienetus ir ankstyvoji transkripty sintezé yra
trikdoma (Rohrer, 1975; Koch ir kiti, 1995; Tiemann ir kiti, 1999; Sommer ir
kiti, 2000). Tuo tarpu T4 ADF-riboziltransferazé ModB ADP-ribozilina E.coli
ribosomos 30S baltyma S1 bei transliacijos elongacijos veiksni EF-Tu, dél ko
yra trikdoma E.coli iRNR transliacija, o fago T4 iRNR transliacijos
efektyvumas padidinamas (Depping ir kiti, 2005). Reikia pasakyti, kad fago T4
ADF-riboziltransferazés yra linkg agreguoti su kitais baltymais, o ju vykdoma
ribozilinimo reakcija itin dideliu substratiniu specifiSkumu nepasizymi
(Tiemann ir kiti, 1999). Be to, kiekviena fago T4 riboziltransferazé be jau
paminéty, modifikuoja dar po kelis E. coli baltymus (Alt ~27, ModA ~5,
ModB ~8), tame tarpe ir visus RNRP subvienetus (Depping ir kiti, 2005).
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Fago VR7 genominéje DNR aptikti visas tris mono-ADP-
riboziltransferazes koduojantys genai alt, modA ir modB. VR7 gpAlt, gpModA
bei gpModB amino riig§¢iy sekos tapatumas atitinkamiems fago T4 baltymams
yra 35%, 32% bei 31% identiSky ar. Nepaisant Zenkliy pirminés struktiiros
skirtumy, fago VR7 Alt amino rigs¢iy sekoje aptikti mono-ADP-
riboziltransferaziy  Seimos baltymy katalitiniam  aktyvumui svarbiis
(Domenighini ir kiti, 1994; Domenighini ir Rappuoli, 1996) W-R bei Glu-X-
Glu motyvai, o taip pat Arg (toje pacioje pozicijoje kaip T4 Alt), kuris, yra
atsakingas uZ teisinga NAD" orientavima bei kitos Alt baltymo aktyvumui
svarbios aminoriigstys.

Tuo tarpu, VR7 ModA bei ModB atvejis labiau komplikuotas. Kaip
matyti X pav., fago VR7 abu auks¢iau paminéti, ADF-riboziltransferaziy
aktyvumui svarbiis, aminoriig§¢iy sekos motyvai bei motyvas X-R yra ir abiejy
VR7 Mod baltymy atveju. Taciau, atlikus kryptinga fago T4 modA bei modB
mutagenezg nustatyta, kad $iy geny koduojamy baltymy aktyvumui taip pat yra
svarbus arom-X-arom motyvas bei auk$ciau jo esantis serinas, o ModB atveju,
dar ir galinio IP motyvo izoleucinas. Fago VR7 MotA baltymo atveju, Sios

svarbios aminoriigstys yra nepakite, tatiau ModB serinas yra pakeistas alaninu,

T4_ModB —~MIINLADVEQLSIKAESVDFQYDMYKKVCEK-FTDFEQSVLWQCMEAKKNEALHKHLNE 58

VR7_ModA MLYTDDVLNGIIDTAASSESFRDQCQAEIDAL-YTDNEQSVLWQCMENKP-DLIQEDLTR 58

T4_ModA —MKYSVMQLKDFKIKSMDASVRASIREELLSEGFNLSEIELLIHCITNKP-—-DDHSWLNE 57

VR7_ModB ———————-— MNIIKSDTEPNQLK—-—————————— FSEMEIASLFECRTSKVDKTLHSNVNS 41
. . . . * . .

* * *

T4_ModB IIKKHLTKSP-YQLYRGISKSTKELIKDLO-VGEVFSTNRVDSFTTSLHTACSEFS-YAEY 115
VR7_ModA IIRNNLNTEPHAALFRGISKKTMEHLEDLRYVGATIEFNRVMSFSRDWQVARNFASYSFEFY 118

T4_ModA IIKSRLVPND-KPLWRGVPAETKQVLNQGI---DIITFDKVVSASYDKNIALHFASGLEY 113
VR7_ModB IIKSRLSVPD-TVLYRGVTQQEIDLLDEAKESMQPFEFGRITSFTEDYGIARDFA-AMEY 99

Kk * Koy ok * . * * s *

T4_ModB FTETILRLK-TDKAFNYSDHISDIILSSPNTEFKYTYEDTDGLDSERTDNLMMIVREOEW 174

VR7 ModA GTRNIFCINNAPYAYNYQEAIFKMICGAPPEEFNGAYPEAT-———— RKSNLHLVNDEDEF 173
T4 ModA  NTQVIFEFK-APMVENEQEYAIKALR-CKEYNPNFKFPDSH--——- RYRNMELVSDEQEV 166
VR7 ModB VTRTIVRLN-QTEAFCYHDAMRKLALDVPLKFFNTASGSKQEATLRREEYMDMIDSELEW 158
. %, s . . . . * LoL. ok ok
T4 ModB  MEBIGK-————————————————————— 180
VR7 ModA MFPAGTTLRVDLIETHPLNNLYTVWHLTVLN--- 204
T4 ModA  MIPAGSVFRIADRYEYKKCSTYTIYTLDFEGENL 200
VR7 ModB FVPVDQKEVIVDAGFVGDYYVLDCVQEQ-—-——— 186
L Lx

30 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 Mono-ADP-riboziltransferaziy Mod aminoriigsciy
sekos palyginimas. Raudonai pazymétos kryptingos mutagenezés budu keistos (X—A) fago
T4 ModB aminorfigstys.
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o IP motyvo izoleucinas — valinu. Kryptingos ModB mutagenezés metu visos
30 pav. raudonai pazymétos aminorigstys buvo kei¢iamos alaninu, po ko
paaiskéjo, kad pakaita S—A, kuri T4 ModA atveju salygojo zenkly baltymo
aktyvumo sumazéjima, ModB aktyvumui jokios itakos neturéjo. Tuo tarpu,
pakeitus izoleucina, ModB tapo visiskai neaktyvus. Sie duomenys rodo, kad
ADP-riboziltransferaziy Mod aktyvumui itakos turi ne tik auk$¢iau minéti
visoms Mono-ADP-riboziltransferazéms svarbiis motyvai, bet ir pavienés
aminortigstys. Todél Siame tyrimy etape yra gan sudétinga nuspéti ar abi fago
VR7 Mono-ADP riboziltransferazés Mod yra aktyvis baltymuy modifikatoriai.
Taip pat, nepaisant to, kad VR7 ModA bei ModB koduojantys genai buvo
pavadinti remiantis §iy geny tarpusavio padétimi atitinkamame fago T4 DNR
segmente, drasiai teigti, jog VR7 ModA yra ankstyvosios transkripcijos
terminacijos baltymas, o ne lastelés Seimininkés transliacija trikdantis ModB,

Siame tyrimy etape negalima.

3.3.2. Viduriniosios transkripcijos etapas

Fago T4 vidurinieji promotoriai —10 srityje turi E. coli '° promotoriams
budinga konservatyvia seka TAnnnT, bei specifing seka —30 srityje,
(a/t)(a/)TGCTT(c/t)A, kuria atpazista Siy promotoriy aktyvatorius, fago T4
ankstyvasis baltymas MotA. Taciau, 1§ 58 nustatyty fago T4 viduriniyjy
promotoriy, trisdeSimties MotA atpazinimo seka skiriasi nuo tipinés —30 srities
sekos. Nepaisant to, nustatyta, kad visi T4 PM yra priklausomi nuo
viduriniosios transkripcijos aktyvatoriaus MotA bei koaktyvatoriaus AsiA
(Brody ir kiti, 1983; Guild ir kiti, 1988; Truncaite ir kiti, 2003; Stoskiene ir
kiti, 2007).

Fago T4 viduriniyjy geny transkripcijos priklausomybé nuo MotA
tiriama naudojant fagy T4 motA" ir T4 motA™ sistema. T4 motA" turi amber
mutacijas genuose 33, 45 ir 55, kuriy produktai yra btini transkripcijai nuo
vélyvyjuy promotoriy (Williams ir kiti, 1994), todél Sio fago infekcijos metu
nesintetinami vélyvieji transkriptai, kas palengvina viduriniyjy transkripty

analiz¢. Tuo tarpu fagas T4 motA™ be minéty amber mutacijy genuose 33, 45 ir
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55 dar turi mutacija tsG1 gene motA, kuri salygoja baltymo MotA jautruma
temperatiirai. Taigi, §io fago infekcijos metu, 42°C temperatiiroje, MotA yra
inaktyvuojamas, todél sutrikdomi ne tik vélyvosios, bet ir viduriniosios
transkripcijos etapai.

Tiriant bakteriofago VR7 viduriniyju promotoriy aktyvuma, auks$ciau
apraSyto metodo taikyti neimanoma, nes néra sistemos VR7 mot4™ fagui
sukonstruoti. D¢l §ios priezasties buvo pasirinktas kitas metodas — panaudotas
baltymy sintezés inhibitorius chloramfenikolis, kurio déka faginiy baltymuy
sintez¢ yra blokuojama. Tokiu biidu, nesant viduriniosios transkripcijos
aktyvatoriy, tiriant nuo MotA priklausancio promotoriaus aktyvuma, galimas
dvejopas vaizdinis rezultatas. Tuo atveju, kai tiriamas pagrindinis konkrety
transkriptg inicijuojantis promotorius, Sio transkripto bendros iRNR, isskirtos
i$ lasteliy, kurios augo terpéje su chloramfenikoliu, tarpe nebus (31 pav. A).
Tuo tarpu, jei tiriamas transkriptas be viduriniojo promotoriaus yra nuraSomas
dar ir nuo ankstyvojo promotoriaus, iSsidéséiusio auk$Ciau uz tiriamg Py,
transkriptag atitinkanti iRNR, iSskirta i§ lasteliy augusiy terpéje su
chloramfenikoliu, yra gaunama (31 pav. B). Todél, vienu metu galima
iSsiaiskinti du dalykus: fago viduriniosios transkripcijos etapo priklausomybe
nuo paties fago koduojamy baltymy bei tiriamo promotoriaus aktyvuma.

dsbA IRNR g2 HNR
-Cm +Cm Lm  +Cm
| ey e | (— p—
AGCTAGCT AGECTAGCT
|

4 5 — gh8sians
. &3 :.__.' -
.‘_l b g :. :- - '
..l E1its =t
it !
44 T
=30 -10 & -0 -10 4
ATCEERERCAATCTTAGAACGNEREEIRAA CTACACTATCCCAGE ATTCGATGOCGAGEEEBI TACTGTT .

31 pav. Fago VR7 geny dsbA (A) ir g30.2 (B) iRNR nukleotidy sekos nustatymas Sengerio
dideoksiterminacijos metodu panaudojant PMV atvirksting transkriptaze, naudojant bendraja
iRNR, iSskirta i$ E. coli BE kamieno lasteliy (auginty terpéje su ir be chloramfenikolio) 6 minute
po infekcijos VR7 fagu. VirSuje pazyméti nukleotidy takeliai. Kairéje puséje briksniu pazymétas
inicijacijos nukleotidas. Apacioje pateikta genomo srities prie$ genus dsbA ir g30.2 nukleotidy sekos
bei paryskintos promotoriaus konservatyvios sritys
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Istyrus bakteriofago VR7 genominés DNR nukleotidy seka, aptikti 67
potencialiis vidurinieji promotoriai. Net trisdeSimt devyniy hipotetiniy VR7 Py,
nukleotidy seka zenkliai skyrési, lyginant su fago T4 Py, tipine seka. IStyrus 40
potencialiy VR7 Py aktyvuma in vivo nustatyta, kad 16 promotoriy yra
aktyvis, be to viduriniosios $io fago transkripcijos etapas yra priklausomas nuo
faginiy baltymy — aktyvatoriy (pvz., 31 paveikslélyje pateikti Py dsbA ir
Png30.2).

Tuo tarpu, 24 i§ tirty hipotetiniy Py in vivo buvo transkripciskai
neaktyviis, taigi Sios sekos, sudarant bakteriofago VR7 viduriniyjy promotoriy
tiping seka, naudojamos nebuvo. Nepaisant to, reikia pasakyti, kad promotoriy
tyrimai in vivo ne visada atitinka tyrimy in vitro metu gaunamus rezultatus. Dél
Sios priezasties buvo suformuluota prielaida, kad kai kurie promotoriai, kurie
tyrimy in vivo metu pasirodo beesa neaktyvis, i$ tiesy yra aktyvis, tik nuo ju
sintetinami itin nestabil@is transkriptai (Guild, 1988; Marshall, 1999; Stoskiene
ir kiti, 2007).

Palyginus 17 tirty bei 26 hipotetiniy viduriniyjuy promotoriy nukleotidy
seka, gauta bakteriofago VR7 Py tipiné seka. IS 32 pav. matyti, kad fago VR7
viduriniyjy promotoriy, lyginant su fago T4 Py, —30 srities —31 — —27 padétyse
esanciy nukleotidy ir —10 srities —12 — —8 padétyse esanciy nukleotidy daznis

bei sudétis skiriasi. Be to, VR7 PM —30 sritis yra prailginta —35 bei —34

padétyse esancia (a/t)(t/a) seka, o S§iy promotoriy —6 — -3 sritis yra
konservatyvesné.

2 2
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32 pav. Bakteriofago VR7 viduriniyjy promotoriy tipiné seka sudaryta palyginus 17
tirty bei 26 hipotetiniy viduriniyjy promotoriy sekas. Sekos, atitinkanc¢ios —30 ir —10
sritis, buvo palygintos nepriklausomai.
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Palyginus bakteriofago VR7 viduriniyju promotoriy tiping seka su kity
T4 giminingy Py tipinémis sekomis, pateiktomis 11 pav., matyti, kad tiriamo
fago Py tam tikrose —30 srities pozicijose yra biidingi RB69 bei 44RR2.8t Py
aptinkami nukleotidai, tac¢iau bendras bakteriofago VR7 viduriniyjy
promotoriy tipinés sekos schematinis vaizdas yra gan savitas.

Kaip jau buvo paminéta, bakteriofago T4 viduriniosios transkripcijos
metu itin svarbis yra du faginiai baltymai: aktyvatorius MotA bei
koaktyvatorius AsiA. Tiriant fago VR7 genoming DNR buvo aptikti abu $iuos
baltymus koduojanciy geny analogai. Nustatyta, kad bakteriofago VR7 geno
motA koduojamo baltymo aminoriig§iy sekos tapatumas fago T4 MotA yra

34%, o homologija RB69 MotA baltymui — 42% (33 pav.).

MotA T4 MSKVTYIIKASNDVLNEKTATILITIAKKDFITAAEVREVHPDLGNA-VVNSNIGVLIKK 59
MotA RB69 MSKVTYIIKASENALNEKTAAIMVYIIKNNFTTAANVREALEAEYNASVVNSNIGVLIKK 60

MotA VR7 MNKLNYIVKCSQNALNETDVNALVFVYKNNFVRP————EVVLDQQNT SIDS VQTLLNN 54
ok kkgk kg kkk ok ek

MotA T4 GLVEKSGDGLIITGEAQDIISNAATLYAQENAPELLKKRATRKAREITSDMEEDKDLMLK 119
MotA RB69 GLVEKSGDGLVATGEAMDIIQKAADLFAQENAPELLQKRNTRKARGVTPEMHELANFVFE 120

MotA VR7 NYVEASGDGLMITEKGVDLILDAAELWANENNPDLLEVKKTRTKRGVTDEMEATAEYIKE 114
- L kk kkkkk oy ko kak kk kokokk kokky o kk Kk ok ok

MotA T4 LLDKNGFVLKKVEIYRSNYLAILEKRTNGIRNFEINNNGNMRIFGYKMMEHHIQKFTDIG 179
MotA RB69 NI-KDKVEVKEIGENRSNLEVRFAKRVLGIRQIETRRDGALRIFAYNMSETESKLFTSLE 179
MotA VR7 QLLSIGIDFKSISEDRSNLIVKF KRVKTLKQIDVRRDGQIRVHAYNTEQKIVKQFTDVG 173

FHEK Lo FE HE I
MotA T4 MSCKIAKNGN-VYLDIKRSAENIEAVITVASEL 211
MotA_RBGQ NDVKIKIGGKYTYIDFPNVSKEIITLVTNVL-- 210
MotA VR7 FSVKVG——GLNTYIDNHMSTENIQHVINILK—— 202

Y * LKk

33 pav. Bakteriofagy T4, RB69 bei VR7 MotA baltymo amino riigsciy sekos
palyginimas. ,,*” Zymi identiskas amino ragstis, ,,:” — konservatyvias amino ragstis ir ,,.”
pusiau konservatyvias aminoriigstis. Briksneliu Zymima delecija amino rtigsciy sekoje.
Pirminé VR7 AsiA struktiira yra 51,1% amino riigsc¢iy identiska abiejy
minéty fagy AsiA baltymui. Bakteriofagy Aehl bei KVP40 AsiA baltymai yra
atitinkamai 28% bei 27% tapatiis fago T4 geno asiA baltymui (Pineda ir kiti,
2004). Tokiu biidu, VR7 AsiA yra anaiptol ne tolimiausias T4 AsiA
homologas. Tuo tarpu, VR7 gpmotA yra labiausiai pakitgs MotA grupés
baltymas (34 pav.). Pirminés AsiA baltymy strukttiros jtaka aktyvumui buvo
tirta Pineda ir bendraautoriy (2004). Tuo tarpu MotA panaSiu biidu tirtas
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nebuvo. Todél buvo nuspresta iSsiaiskinti ar VR7 MotA yra pajégus aktyvuoti
viduriniyjy fago T4 transkripty sinteze T4 motA™ infekcijos metu.

9 MotA RB69
r MotA RB32

100 L MotA T4
MotA VR7

MotA Aeh1

100 | MotA 44RR2.8t
100 ' MotA PHG31

| —
0.2

34 pav. MotA baltymo filogenetinis medis sudarytas artimiausiy grupiy apjungimo
biudu. Palyginti bakteriofago VR7 ir bakteriofagy, kuriy genomuy sekos deponuotos
http://phage.bioc.tulane.edu duomeny bazéje, MotA. Salia atsiSakojimy nurodyta procentiné
ikélos sutapimo su tiriamu baltymu iSraiska. Mastelis atitinka pakeisty aminortig§ciy skaiciy,
tenkant] vienai pozicijai.

Siekiant istirti VR7 MotA baltymo pirminés struktiros itaka jo
aktyvumui T4 fago sistemoje in vivo, buvo nuspresta §i baltyma klonuoti.
Kadangi geno motA koduojamas baltymas yra toksiskas lastelei Seimininkei,
klonavimo darbams buvo buvo naudojama plazmidé pET16b, o klonuoto geno
superekspresijai pasirinktas E. coli kamienas C41(DE3). Tokios sistemos
pasirinkimas pasiteisino fago T4 Mod baltymy, kurie taip pat yra itin toksiski
lastelei, tyrimo metu.

Reikia pasakyti, kad fago VR7 motA klonavima itin apsunkino tai, kad
Sio geno koduojancioje sekoje yra ankstyvasis promotorius Pgarn.4, Tiriant
ankstyvuosius fago T4 promotorius buvo pastebéta, kad ju neimanoma
klonuoti i standartinius ekspresijos vektorius (Wilkens ir Riiger, 1996). Taciau,
fago VR7 Pg lig Siol niekada nebuvo klonuoti, todél genas VR7 mot4 buvo
padaugintas PGR budu bei klonuotas i pET16b ekspresijos vektoriy. [domu tai,
kad po transformacijos tebuvo gauta vienintelé E. coli lasteliu kolonija, o
i§skyrus rekombinanting plazmiding DNR bei nustacius klonuoto fragmento
seka, buvo aptikta mutacija T—C ankstyvojo promotoriaus —35 srityje

(GTTTACA—GTCTACA), keicianti motA koduojamo baltymo aminoragsti
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F—S. Kadangi buvo nuspresta, jog tai dar ne pakankamas jrodymas, kad ir
VR7 Pg neimanoma klonuoti { pET sistemos vektorius, buvo atlikta kryptinga
VR7 motA mutagenezé, atstatanti pakeista fenilalaning. Taciau, lastelés,
transformuotos tokia plazmide, neiSgyvendavo ir kolonijy neformavo. Tokiu
budu issiaiskinta, kad Sio fago ankstyvyjy promotoriy aktyvumui pakaita —
34T—C yra kritiné.

Sekanc¢iu etapu buvo atlikta kryptinga klonuoto motA mutagenezé,
atstatant mutuota aminoriig§ti bei pakeifiant ankstyvojo promotoriaus —10
srities sekg (TAAAGT — G AAG GT) taip, kad pirminé VR7 MotA struktiira
(Val (GTT), Lys (AAA)) nepakistu.

Mutavus Pg, fago VR7 genas motA buvo klonuotas. Tuomet buvo
patikrintas §io baltymo gebéjimas kompensuoti motA delecija fago T4 motAA
vystymosi metu bei atliktas funkcijos komplementacijos tyrimas fago T4
sistemoje in vivo. Tyrimui buvo naudota bendroji iRNR, iSskirta i§ fagais T4
D" ir T4 mot4d” 30°C temperatiiroje infekuoty E. coli B kamieno lasteliy,

transformuoty klonuota gena turin¢ia plazmide.

A B « (4]
TADwi/ maotA} motA ! medA |

pET-16b pT4motA pPVRTmotA  pET-16b
AGCTAGCT AGCTAGCT'
A B o -
- ; - -
- = -
-30 -10

P31 GGTARATAAANESEPNTAAGALCTATT TG TRLSR T AATTCATC TGTTARCARRARGS

35 pav. Bakteriofago VR7 MotA funkcijos komplementacijos tyrimas fago T4motA™ sistemoje

nuo T4 Pyg31 in vivo.

Klonuoto motA koduojamo baltymo komplementacijos tyrimo in vivo

metu nustatyta, kad VR7 MotA kompensuoja motA delecija T4 motAA
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vystymosi metu bei aktyvuoja transkripcija nuo fago T4 viduriniojo
promotoriaus P31, fagu T4 mot4™ infekuotose lastelése. Kaip matyti
pateiktame 35 paveikslélyje, T4 Pyg31 yra idealus fago T4 vidurinysis
promotorius. Todél buvo nuspresta patikrinti VR7 MotA gebéjima aktyvuoti
tokius T4 Py, kuriy —30 sritis, lyginant su tipine fago viduriniyjy promotoriy
seka, yra ganétinai pakitusi be to, tokios MotA atpazinimo sekos VR7 Py
tarpe, néra. Tuo tikslu buvo pasirinktas T4 Pyg30 ir nustatyta, kad VR7 MotA
nevykdo transkripcijos nuo fago T4 viduriniojo promotoriaus esancio prie§
ligazés gena g30 (36 pav.).

4wt/ e rA maord e
pET-16b  pTdmotA pVRTmoetA  pET-16b

v " T 1 r 1
AGCTAGCT AGCT AGCT

=30 -10 *#
P30 CACAGGTCT ACTCIESEAAT CATCARTTGAT THNEERAGACC TG TARA

36 pav. Bakteriofago VR7 MotA funkcinés komplementacijos tyrimas fago T4motA™ sistemoje

nuo T4 Pyg30 in vivo.

Reikia paminéti, kad be g30 viduriniojo promotoriaus aktyvacijos, buvo
vykdomi dar ir prie§ nrdA gena esanciy viduriniyjy promotoriy aktyvacijos
komplementacijos tyrimai (rezultatai nepateikiami). Buvo pastebéta, kad ir Sios
fago T4 genomo srities promotoriy aktyvacija VR7 MotA baltymu skiriasi nuo
T4 MotA.

Minéty tyrimy rezultatai byloja, kad aptikti skirtumai bakteriofago VR7
MotA amino riig§ciy sekoje, lyginant su fago T4 MotA, salygoja ne tik

baltymo pirminés struktiiros, bet ir funkcinius Siy abiejy baltymy skirtumus —
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nepaisant to, kad VR7 MotA atstato T4 motA™ gyvybinguma, vidurinieji fago
T4 promotoriai su itin nuo tipinés Py; sekos besiskirian¢iomis —30 sritimis,
VR7 MotA néra aktyvuojami. |domu tai, kad VR7 MotA neaktyvuoja —31
padétyje A nukleotida turincius fago T4 Py. Viduriniyju VR7 promotoriy
paieskos metu buvo aptikti du —31 padétyje A nukleotida turintys potencialiis
Py, taciau abu jie pasirodé beesa neaktyviis. Gali biti, kad fago VR7
viduriniosios transkripcijos aktyvatorius MotA neatpaZista —31 padétyje A
nukleotida turin¢iy promotoriy.

Fago T4 baltymas MotA turi du 10 kDa domenus, atskirtus lankscia
jungtimi (Finnin ir kiti, 1994, 1997). MotA C-galinis domenas sgveikauja su
promotoriaus MotA seka, o N-galinis domenas su o'’ C-galinio domeno
tolimesniaja 4 sritimi. (Schmidt ir kiti, 1992; Gerber ir kiti, 1996; Pande ir kiti,
2002). Remiantis minétais duomenimis, buvo suformuluota prielaida, jog
butent VR7 MotA C galinio domeno struktiira itakoja Sio baltymo aktyvumo
T4motA’ sistemoje pobidi.

Kaip jau buvo minéta, bakteriofago T4 baltymas MotA yra itin toksiskas
E. coli lasteléms.Vyrauja nuomoné, kad T4 MotA toksiSkumas susijgs su §io
baltymo savybe blokuoti lastelés Seimininkés DNR, o, kaip minéta, uz saveika
su DNR, yra atsakingas MotA-C. Todél, buvo suformuluota prielaida, kad VR7
MotA, kurio C-galinio domeno struktiira bei, galbiit, saveikos su DNR pobitdis
skiriasi, lyginant su T4 MotA, gali buti maziau toksiskas E. coli. Taigi, buvo
nuspresta palyginti fagy VR7 bei T4 MotA toksiskuma. Tuo tikslu, E. coli
kamieny BL21(DE3) ir C41(DE3) Iastelés buvo transformuotos plazmide pET-
16b, turin¢ia T4 motA arba VR7 motA genus, o toksiSkumo tyrimo metu buvo
stebima, kaip tirlamy baltymy indukcija jtakoja lastelés-Seimininkés
gyvybinguma, lyginant su lastelémis, augintomis neindukcinémis salygomis.

Toksiskumo jvertinimui pasirinkta (+/-) sistema, rezultatai pateikti 3 lenteléje.
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3 lentelé. gyvybingumas E. coli 1asteliy, turin¢iy pET/T4motA bei pET/VR7motA plazmides.

E. coli C41(DE3J3)
0,0lmM |0,05mM |0,1lmM |0.5mM |1mM

IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG
T4 MotA + - — - -
VR7 MotA + + + + +

E. coli BL21(DE3)
0,0lmM |0,05mM |0, lmM |0.5mM |1mM

IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG
T4 MotA ++ — _ _ _
VR7 MotA + + ++ +++

(++) - kolonijy, iaugusiy ant agarizuotos terpés su IPTG, dydis mazesnis nei kolonijy, iSaugusiy ant
agarizuotos terpés be IPTG;

(+++) - kolonijy, iSaugusiy ant agarizuotos terpés su IPTG, dydis daug mazesnis nei kolonijy,
iSaugusiy ant agarizuotos terpés be IPTG

(-) — lasteliy kolonijos ant agarizuotos terpés su IPTG neuzaugo.

Kaip matyti i§ pateikty toksiSkumo tyrimo rezultaty, bakteriofago VR7
MotA yra Zenkliai maziau kenksmingas lastelei Seimininkei, nei fago T4
MotA. Todél, buvo suformuluota prielaida, jog biitent fago VR7 MotA C
galinio domeno struktira jtakoja tiek Sio baltymo toksiSkumo tyrimo
rezultatus, tiek ir jo aktyvumo T4motA™ sistemoje pobiidi. Siekiant istirti Sig
prielaida, buvo sukonstruoti chimeriniai MotA baltymai t.y. T4AMotA N-galinis
domenas sulietas su VR7 MotA C-galiniu domenu bei atvirk§¢iai — VR7 MotA
N-galinis domenas sulietas su T4 MotA C-galiniu domenu, didZiausios
homologijos lanksé¢iosios §iy baltymu jungties vietoje (T4 — RATRKARE,
VR7 — KKTRTKRG).

Visy pirma, buvo patikrintas chimeriniy baltymy gebéjimas
kompensuoti geno motA delecija T4 motAA vystymosi metu. Gavus teigiamus
tyrimo rezultatus abiejy baltymuy atveju, buvo atliktas funkcinés
komplementacijos fago T4motA™ sistemoje in vivo tyrimas (37 pav.). Sio
tyrimo metu nustatyta, kad VR7N_T4C MotA baltymas vykdo transkripcijos
nuo T4 Py aktyvacija, tuo tarpu baltymas T4N_VR7C_MotA — ne.
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mvartA S wrvert A
PYRTmotAN/, pTdmot AN/
FdmotAC VRTmotAC

A
AGCT AGCOCT

"gﬁ!!,%.
THIm

=30 -10 **
P,30 CACAGGTCTTTGACTGIESAATGATGAATTGAT THEWERMAGAGCTGTA

37 pav. Chimeriniy baltymy VR7N_T4C_MotA ir T4AN_VR7C_MotA komplementacijos tyrimas

fago T4motA™ sistemoje in vivo.

Tuo tarpu, iStyrus ,,chimeriniy*“ MotA baltymy toksiSkuma nustatyta,
kad tiek VR7N _T4C MotA, tiek ir T4AN_VR7C MotA yra tik nezymiai
maziau toksiski lastelei Seimininkei, lyginant su laukinio tipo T4 MotA (4

lentelé).

4 lentele. Gyvybingumas E. coli lasteliy, turin¢iy pET/T4motAN_VRT7motAC bei
PET/VR7motAN_T4motAC plazmides.

E. coli C41(DE3)
0,01 mM 0,05 mM 0,1 mM 0.5mM | 1 mMIPTG
IPTG IPTG IPTG IPTG
T4MotAN_VR7MotAC + + 4+ _ -
VR7MotAN_T4MotAC + + 44 _ -

(++) - kolonijy, iSaugusiy ant agarizuotos terpés su IPTG, dydis maZesnis nei kolonijy, iSaugusiy ant
agarizuotos terpés be IPTG;
(-) — lasteliy kolonijos ant agarizuotos terpés su IPTG neuzaugo.

Apibendrinus VR7 MotA bei Py tyrimo rezultatus galima padaryti
sekancias iSvadas: bakteriofago VR7 MotA aktyvuoja transkripcija nuo VR7
Pum, kuriy tipiné seka skiriasi nuo tipinés T4 Py; sekos. Be to, Sis baltymas

kompensuoja geno motA delecija T4 motAA vystymosi metu, taciau
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neaktyvuoja ty T4 Py, kuriy MotA atpazinimo seka itin pakitusi. Visi minéti
procesai, veikiausiai, salygojami VR7 MotA C-galinio domeno struktiiros
ypatybiy, taCiau mazesni uz T4 MotA toksiSkumg apsprendzia ne C-galinis

VR7 MotA domenas.

3.3.3. Vélyvyjy transkripty sintezés reguliacija

Vienintelis fago T4 vélyvuju klasés promotoriy konservatyvus motyvas
~10 srityje badinga TATAAATA scka. Siai dienai yra Zinomas arba teoriskai
numatytas 41 T4 P (Brody ir kiti, 1995; Williams ir kiti, 1994). Bakteriofago
VR7 genominés DNR analizés metu buvo aptikti 46 hipotetiniai fago VR7
vélyvieji promotoriai. DeSimties ju sekos, lyginant su fago T4 Py tipine seka, —
13 padétyje (38 pav.) ir/arba —12 padétyje yra pakitg, o aktyvumo tyrimai buvo
atlikti dvieju fago VR7 Py atveju. Tyrimui buvo naudojama bendroji iRNR,
isskirta 3',6', 9' ir 15' i§ fagu VR7 30°C temperatiroje, infekuoty E. coli BF
kamieno lasteliy.

Vienas i§ tirty hipotetiniy fago VR7 P yra transkripciskai aktyvus
vélyvasis promotorius, tuo tarpu sekos P;g67 aktyvumo sistemoje in vivo

nenustatyta.

237iRNR 38 pav. Fago VR7 geno 37 iRNR nukleotidy

. " sekos nustatymas Sengerio
T ecT 36" dideoksiterminacijos metodu, panaudojant
PMV  atvirksting  transkriptaze  bei
bendraja iRNR, iSskirta i§ E. coli BE
kamieno lasteliy jvairiu laiku po infekcijos
VR7 fagu. VirSuyje pazyméti nukleotidy
takeliai bei RNR skyrimo laikas (minutés po
infekcijos). Kairéje puséje bruksniu pazymeétas
237 inicijacijos kodonas. Apacioje pateikta
genomo srities prieS gena 37 seka bei
10 ' paryskintos  promotoriaus  konservatyvios

P37 CAAACAGGTCCAIERERESRATAGTAACATACAATC sritys.

L - - -

Palyginus hipotetiniy bei tirty Py nukleotidy sekas, sudaryta tipiné
bakteriofago VR7 vélyvyju promotoriy seka. Kaip matyti 38 pav., fago VR7

Py, lyginant su T4 vélyvais promotoriais, —10 srities pozicijose —12, —10, -9, —
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7 bei —6 esanciy nukleotidy daznis skiriasi. Bakteriofago VR7 vélyvuju
promotoriy tarpe, centriné —10 srities seka TAAAT yra konservatyvesné, nei

fago T4 P..

39 pav. Bakteriofago VR7 vélyvyjy promotoriy tipiné seka sudaryta palyginus 44
promotoriy sekas.

Penki bakteriofago T4 baltymai jtakoja vélyvuyju transkripty sintezés
etapa. Gp55 ir gp33 pakeiia E. coli RNR polimerazés 6'°, o gp45 (kurio
uznérimui ant DNR reikalingas gp44/gp62 baltymy kompleksas) yra
vélyvosios transkripcijos aktyvatorius. Bakteriofago VR7 genominés DNR
analizés metu buvo aptikti visy minéty baltymy analogus koduojantys genai.
Geny 55, 33, 45, 44 ir 46 koduojamy baltymy pirminés struktiiros tapatumas
atitinkamiems fago T4 baltymams yra 80%, 64%, 60%, 72% bei 71% identisky
amino riigs¢iy. Akivaizdu, kad labiausiai amino riig§¢iy seka besiskiriantys yra
fagu T4 bei VR7 vélyvosios transkripcijos reguliacijoje dalyvaujantys
replikacijos baltymai. Siy baltymy struktiiriniai ypatumai buvo nagrinéjami
replikacijos ir su ja susijusiy procesy geny analizés skyriuje 3.2.2., todél Siame
skyriuje pateiktos fago VR7 vélyvosios transkripcijos faktoriaus gp55 bei
aktyvatoriaus gp33 strukttirinés ypatybés.

Fago VR7 gp33 aminoriigséiy seka, kaip paminéta auks¢iau, gan skiriasi
nuo T4 gp33. Tacdiau Py aktyvacijai bei saveikai su lastelés Seimininkés RNR
polimeraze yra svarbiis tik du motyvai, atitinkamai: C-galinio domeno 6 a.r.
motyvas bei C-galini domeng su likusia baltymo dalimi jungianti aminoraigsciy
sekos sritis. Nustatyta, kad minéty motyvy aminortig§¢iy sekos skirtinguose T4
tipo faguose yra itin konservatyvios, o N-galiné gp33 sritis, T4 tipo fagy
atveju, yra variabili (Nechaev ir Geiduschek, 2008).
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33 VR7 ----MMSSLVNFDTQ--------- KTESP--SGAISKQQONGLDIEAMVESTEMSYLEATT 45
33 T4 MTQFSLNDIRPVDETGLSEKELSIKKEKDEIAKLLDRQENGFIIEKMVEEFGMSYLEATT 60

* * * . . * ** * % *** *k ok kkkk Kk

33 _VR7 AWLEERGVPEGNFARYIPAGIIDKIMNEAYDDNLLRPSMSRTQKTNTLDELL 97
33 T4 AFLEENSIPETQFAKFIPSGIIEKIQSEAIDENLLRPSVVRCEKTNILDELL 112

* ok kk ekk ekkeokkoekkKko kK kk Kkekkkkkkoe Kk okkkAkkAkKkk KX

40 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 gp33 aminoruigsciy sekos palyginimas. Pazyméti PL
aktyvavimui bei saveikai su RNR polimeraze (pilka spalva), o taip pat saveikai su gp45
(zalia spalva) svarbiis motyvai.

Kaip matyti 40 pav., fago VR7 saveikos su gp45 srities aminortigs¢iy
seka yra identiSka atitinkamai T4 gp33 sri¢iai. Tacdiau Siek tiek skirtingos
aminoriigStys yra S§iy baltymy jungianciojo domeno srityje, o N-galiniai
domenai nehomologiski. JungianCiojo domeno aminortigs§ciy skirtumai gali
biti susij¢ su fagy T4 bei VR7 Seimininky rato skirtumais, taciau nei N-galinis
domenas, nei jungiancioji gp33 dalis promotoriy atpazinimo nejtakoja.

Svarbiausias vaidmuo vélyvyju faginiy promotoriy atpazinime tenka
baltymui gp55. Atlikus palyginamaja VR7 gp55 pirminés strukttiros analize
nustatyta, kad labiausiai skiriasi fagy T4 bei VR7 gp55 C-galinio domeno (41
pav.) 32 amino rugsciy sritis (Sios baltymo dalies atitikimas 41%, o likusios
baltymo dalies — 86% identisky amino riig§¢iy), kuri yra MotA lanksciosios
jungties atitikmuo. Tuo tarpu 8 ar C-galinis motyvas, kuris saveikauja su gp45
yra ganétinai konservatyvus, kas buvo nustatyta ir kity T4 tipo fagy gp55
atveju (Nechaev ir Geiduschek, 2008).

10 20 30 40 50 60
55_VR7 MNEIKLTKNNYVNNKELLKAISEWKQKLNANTDPNKIIRQNDVIGLAIMLIAEGLSKRFN

55 T4 MSETK PKYNYVNNKELLQAIIDWKTELANNKDPNKVVRQNDTIGLAIMLIAEGLSKRFN
10 20 30 40 50

70 80 90 100 110 120
55_VR7 FSGYTQSWKQEMIADGIEAAIKGLHNFDETKYDNPHAYITMACFNAFVQRIKKERKEMAK

55_T4 FSGYTQSWKQEMIADGIEASIKGLHNFDETKYKNPHAYITQACEFNAFVQRIKKERKEVAK
60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170 180
55_VR7 KYSYFVHNVYDSRDDDMVALADETFIQDIYDKMTQYESSLVKAPGSDK SAKDKEGDEDELYGTSI

55_T4 KYSYFVHNVYDSRDDDMVALVDETFIQDIYDKMTHYEESTYRTPGAEKKSVVDDSPSLDFLYEAND
120 130 140 150 160 170 180

41 pav. Bakteriofagy VR7 bei T4 gp55 aminoriugsciy sekos palyginimas. Pazyméti PL —
10 srities atpazinimui (pilka spalva) bei saveikai su gp45 (zalia spalva) svarbiis motyvai.
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Tuo tarpu sigma 70 2 domeng atitinkanti gp55 sritis ~42—140 a.r., o ypac uz
saveika su vélyvojo promotoriaus —10 sritimi atsakinga 118—134 aminoriig§¢iy
seka, beveik identiSka fago T4 gp55. Tai nestebina, nes kaip tik VR7 Py —10

sritis yra dar labiau iSreiksta, nei fago T4 Py atveju.

3.3.4. Transkripcijos terminatoriai

Bakteriofago VR7 genominés nukleotidy sekos analizés metu buvo
aptikti 28, keturiy bp ilgio kilput¢ formuojantys, nuo Rho nepriklausomi
hipotetiniai terminatoriai. Net 18 i§ ju kilputés motyvas yra UUCG. Toks
kilputés tetranukleotidas dominuoja T4 bakteriofagy terminatoriy tarpe, o fago
T4 atveju, buvo jrodyta tokio motyvo svarba iSskirtinai stabilios RNR antrinés
struktiiros formavimui (Tuerk ir kiti, 1988; Miller ir kiti, 2003a). Like
potencialiis fago VR7 terminatoriai turi CGAA (7 term.), GAAA (1 term.),
UUUC (1 term.) bei CAAA (1 term.) kilputés motyva. Be to, fago VR7 DNR
dar buvo aptikti 12 nekanonines (3, 5 bei 6 nt ilgio) kilputes formuojanciy
hipotetiniy terminatoriy. Daugelio fago VR7 nuo Rho nepriklausomy
terminatoriy nukleotidy sekos bei iSsidéstymas genominéje DNR byloja, kad

jie gali buti aktyviis abiejy DNR grandiniy atveju.

3.3.5. Potranskripcinés reguliacijos ypatumai

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgos 1.3.2. skyriuje, daugelis (jei
ne visi) potranskripcinés reguliacijos signaly gludi bakteriofago T4 iRNR
sekose. I ju svarbiausi yra: iniciacijos bei terminacijos (beprasmiai) kodonai,
Saino ir Dalgarno (SD) seka bei antrinés iRNR struktiiros.

Didziosios dalies bakteriofago VR7 ASR, kaip ir visy T4 giminingy
fagy atveju, inicijacijos kodonas yra AUG. Septyniy geny — VR7ORFO016w,
rpbA, VRTORF101c, VRTORF162c(mobE), 5.1 bei 32.1 — inicijacijos
kodonas yra UUG, o penkiy (41, 46.2, nrdH, VRTORF087c(mobE) ir 19.1) —
GUG. ISvardinty geny tarpe, tik g4/ bei, i§ dalies, VR7ORF162c(mobE)
inicijacijos kodonai VR7 bei T4 faguose sutampa. Fago T4 atveju, tik vieno

geno (g26°) inicijacijos kodonas yra AUU, o UUG apskritai nenaudojamas.
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Tuo tarpu fago VR7 hipotetiniy ASR tarpe, nenustatytas inicijacijos kodonas
AUU. Dominuojantis bakteriofago VR7 SD sekos motyvas, kaip ir fago T4
atveju, yra AGGA, kurio atstumas nuo inicijacijos kodono dazniausiai yra 7 bp
(58%) bei 6 bp (31%). Pastebéta, kad galiniais nukleotidais persidengianciy
geny SD sekos motyvas néra isreikstas.

Bakteriofago T4 genominéje DNR koduojami trys transliacijos
represoriai. Baltymas RegA yra universalus transliacijos represorius, tuo tarpu
du replikacijos sistemos baltymai (gp32 bei gp43), esant dideléms juy
koncentracijoms, represuoja sintez¢ nuo savo paciy iRNR. Siy baltymy
atpazinimo taikiniai yra smeigtuko pavidalo antrinés, arba sudétingesnés
(pseudomazgy) struktiiros, kurias prie§ transliacijos iniciacijos sritis formuoja
ju iRNR (Russel ir kiti, 1976; Pavlov ir Karam, 1994; Phillips ir kiti, 1996;
Brown ir kiti, 1997). Bakteriofago VR7 lyderinéje g32 bei g43 nukleotidy
sekoje, reguliacines struktiras formuojancios sekos, budingos atitinkamoms
fago T4 DNR sritims, aptiktos nebuvo. Tuo tarpu genas regA, buvo aptiktas
fago VR7 genominés DNR sekos analizés metu. Nustatyta, kad 79% VR7 bei
T4 RegA amino riigsciy yra identiskos, taciau ka nors pasakyti apie fago VR7
geno regA koduojamo baltymo taikinius yra sudétinga, kadangi Sio
represoriaus taikiniy ilgis bei nukleotidy sekos néra konservatyvios.

Genominés DNR nukleotidy sekos analizés metu buvo identifikuota
viena bakteriofago VR7 tRNRM®, kurios 72 bp seka yra panasi (67% id bp)
fago Aehl tRNRM®. [domu tai, kad tRNR™*" aptiktos tik fagy Aehl bei
44RR2.8t genomingje DNR. Pasak Nolan'o bei bendraautoriy (2006), vykdant
bakteriofagy transportiniy RNR paieSka tRNAscan-SE internetine programa,

Met

fagy tRNR"™ yra klaidingai priskiriamos tRNR™ grupei. Ir ta, kaip manoma,
liudija E. coli izoleucil-tRNR sintetazés atpazinimo signalai, aptinkami fagy
tRNRM bei tRNR™ sekose. Kad ir kaip bebity, jokiy $ia hipoteze jrodanciy

tyrimy, minéti autoriai, néra publikave.
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3.4. VR grupés bakteriofagai

1980 metais tiriant bakteriofagy, iSskirty i§ gamtiniy vandens istekliy
méginiy vystymosi priklausomybg¢ nuo temperatiiros, buvo nustatyta, kad
gamtoje egzistuoja trys fagy tipai, besivystantys esant zemai, vidutinei bei
aukstai temperaturai (Seeley ir Primrose, 1980). Escherichia coli infekuojantys
bakteriofagai dazniausiai yra i$skiriami i§ nutekamojo vandens pavyzdziy bei
sruty, o optimali juy vystymosi temperatira yra artima lastelés Seimininkés
vystymosi temperatiirai ty., 37°C. Taigi, Sie fagai yra mezofiliniai
bakteriofagai. Psichrofiliniy fagy (t.y. tokiy, kurie geba vystytis esant Zemai
temperatiirai) yra aptinkama Aeromonas sp. infekuojan¢iy virusy tarpe, taciau
lig Siol tokio temperatiirinio spektro T4 tipo E. coli bakteriofagy aprasSyta
nebuvo.

Atlikus E. coli infekuojanc¢iy T4 giminingy bakteriofagy paieska
uzter§to vandens S$altiniuose Lietuvoje, buvo surinkta >100 jvairiy fagy
kolekcija (Klausa ir kiti, 2003). Analizuojant $ios kolekcijos bakteriofagy
i§s¢jimo efektyvuma, buvo atrinkti du temperatiirai jautriis fagai VR7 bei
VR20. Kadangi fago viriono baltymuy, regB geno bei kiti tyrimy rezultatai
parod¢, kad VR7 bei VR20 yra itin panaSios genetinés sandaros, genomo
nukleotidy seka buvo nuodugniai tiriama tik fago VR7 atveju. Siems tyrimams
ipuséjus buvo pastebéta, kad dar vienas misy skyriaus darbuotojo Dr. V.
Klausos surinktos kolekcijos bakteriofagas — VRS — formuoja itin mazas
kolonijas, esant 37°C temperatiirai. Atlikus viriono baltymy bei atsitiktiniy Sio
fago DNR seky tyrimus, buvo nustatyta, kad VRS genominés DNR seka galéty
biti labiau panasi | T4, nei fagy VR7 bei VRS5. Bakteriofago VR7 genominés
DNR nukleotidy seka buvo nustatyta Sio darbo metu, fago VRS DNR S$iuo
metu sekvenuojama JAV, tadiau norint publikuoti §iy fagy genominés DNR
tyrimo rezultatus, laikantis ICTV pateikty rekomendacijuy, reikia Siuos fagus
klasifikuoti. Pagrindiniai fagy klasifikavimo metodai yra paremti fago
vystymosi lasteléje ypatumy tyrimu bei morfologijos identifikavimu.
Bakteriofagy VRS, VR7 bei VR20 morfologinés charakteristikos aprasytos

literatiiros apZvalgoje.
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Tam, kad nustatyti vystymosi E. coli lastelése ypatumus, buvo atliktas
laboratoriniy Escherichia coli kamieny jautrumo fagams VRS, VR7 bei VR20
tyrimas (5 lentelé) bei Siy bakteriniy virusy vystymosi efektyvumo

priklausomybé nuo temperatiros. (angl. e.o.p.).

5 lentelé. Laboratoriniy E. coli kamieny jautrumo fagams VRS, VR7 bei VR20 tyrimas.

Bg |B40 | K12 | MHI1 | NovaBlue | GM 2163 | CR63 | BL21
(DE3) (DE3)
VRS + + + + + + + +
VR7 + + +* +* - ¥ ¥ +
VR20 |+ +* +* + +* + + +
T4 + + + + + + + +

+* labai mazos faginés kolonijos;

+** difuzinés faginés kolonijos.

Laboratoriniy E. coli kamieny jautrumo fagams VRS, VR7 bei VR20
tyrimas parodé, kad bakteriofagu VR7 bei VR20 vystymasis tyrimui
naudotuose kamienuose, yra skirtingas, lyginant su T4. Bakteriofagas VR7 itin
prastai vystosi E. coli K-12 artimy kamieny lastelése, o Nova Blue (DE3)
kamieno lastelés Siam fagui nejautrios. Kad VR7 bei T4 Seimininky spektras
gali skirtis, buvo paminéta ir fago VR7 genominés DNR sekos analizés
skyriuje (3.2. bei 3.3), taciau biitent Sio tyrimo rezultatai hipotezg¢ patvirtino.
Reikia paminéti, kad §io tyrimo metu taip pat buvo tirtas jvairiy klinikiniy
Pseudomonas, Klebsiella, Salmonella ir Aeromonas salmonicida bei
Aeromonas hydrophyla kamieny lasteliy jautrumas minétiems VR grupés
bakteriofagams, taciau Siy kamieny lastelése fagai VRS, VR7 ir VR20
nesivysté. Todél buvo suformuluota prielaida, kad VR grupés fagai yra tik E.
coli infekuojantys fagai.

Toliau buvo tiriamas minéty fagy gebéjimas vystytis E. coli Bg kamieno
lastelése esant jvairiai inkubacijos temperatirai nuo +7 iki +40°C. Tyrimy
metu paaiskéjo, kad fagams VRS, VR7 bei VR20 bidingas lig Siol literatiiros
Saltiniuose neapraSytas temperatiirinis vystymosi fenotipas (42 pav.). Kaip

matyti i§ pateiktos diagramos, tirty VR grupés bakteriofagy faginiy kolonijy
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formavimosi efektyvumas esant temperatirai nuo 24 °C iki 10 °C islieka
beveik stabilus, tuo tarpu nuo 27 °C iki 35 °C zenkliai sumazéja. Fagai VR7 bei
VR20 nebesivysto esant 37 °C temperatirai, o fagas VRS — esant 40°C

temperatirai.

0.6 1

0.2 A

0.0 A

VYSTYMOSI EFEKTYVUMAS (e.0.p.)
o
F-

] 6 12 18 24 30 36 42 48 54
TEMPERATURA (°C)

42 pav. Bakteriofagy VRS, VR7, VR20 bei T4 (kontrol¢) temperatiiriné vystymosi

priklausomybé.

Yra kelios priezastys, dél kuriy bakteriofagas negali vystytis esant tam
tikrai temperatiirai: dél sutrikdytos adsorbcijos arba dél sutrikusio fago
vystymosi lasteléje. Atlikus VR grupés fagy adsorbcijos prie skirtingy
temperatiiry tyrima, buvo nustatyta, kad padidinus temperatiira, tirty fagy
adsorbcijos efektyvumas padidéja, tadiau faginé iSeiga sumazéja Zenkliai (43
pav.). Todél buvo padaryta iSvada, kad esant aukstesnei nei 27°C temperafirai,
sutrinka ne fagy VRS ir VR7 adsorbcija, o vystymasis E. coli lastelése. Kaip
matyti 43 pav. D, bakteriofago VR20 adsorbcijos ant E. coli lasteliy pavir§iaus
temperattrinés priklausomybés tyrimo rezultatai rodo, kad esant 35°C
temperatirai, Siam fagui yra biidinga taip vadinama abortatyvi adsorbcija.
Galima numanyti, kad bakteriofago VR20 atveju, esant aukstesnei temperattirai

sutrinka ne tik adsorbcijos, bet ir vystymosi procesai.
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43 pav. Bakteriofagy T4 (kontr.), VRS, VR7 bei VR20 adsorbcijos efektyvumo temperatiiriné
prikilausomybé. Skaiciai X aSyje atitinka laikaq (min.), o Y aSyje — neadsorbuoty fagy kieki (%).
Desiniajame virSutiniame kampe, riestiniuose skliaustuose, pateikiama galutinés fagy iSeigos skaitiné

iSraiska (didziausias i$sivysc¢iusiy fagy skaicius atitinka 1.00).

Tiriant bakteriofagy VRS, VR7 bei VR20 koloniju morfologija, buvo
pastebétas dar vienas T4 tipo fagams nebiidingas bruozas — nuolat didéjancios
Siy fagy kolonijos. Be abejo, terminas ,,nuolat™ nereiskia, kad kolonijos didéja
amzinai. ,,Nuolat” didéjancias (angl. costantly growing) kolonijas formuoja T7
tipo bakteriofagai. Kolonijy dydzio kaita, tokiy fagy atvejais, stebima apie 120
— 140 h, o ju plétimasi itakoja tokie faktoriai, kaip dehidratacija, lékstelés
dydis, inkubavimo temperatira ir pan. (Fort ir Méndez, 2002). T4 tipo

bakteriofagu kolonijuy dydis, priklausomai nuo temperatiiros, kinta nuo ~24h
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(37°C) iki ~48h (24°C) (Kutter ir kiti, 1994a). Tuo tarpu, tirtos VR grupés
bakteriofagy koloniju dydzio pokytis esant 24°C temperafirai, buvo stebimas
iki ~144 h (44 pav.). Be to, kolonijy didéjimas buvo nustatytas net laikant
léksteles Saldytuve ty. *€. Manoma, kad ,nuolat“ didéjancias kolonijas
formuoja fagai, kurie geba infekuoti bei vystytis stacionarios fazés lastelése
(Fort ir Méndez, 2002). Pradiniai fagy VRS, VR7 bei VR20 tyrimai rodo, kad
Sie fagai vystosi ODgg 2.5 Igsteliy kultiiroje, 0 VR7 net ir ODgy 4.0 E. coli Bg
kamieno kulttiroje.

T4

VR5

VR20

1cm
44 pav. Bakteriofagy VRS, VR7, VR20 ir T4 (kontrolé¢) kolonijy augimas esant 24°C

temperatiirai. VirSuje nurodytas inkubacijos laikas (val.), apacioje esantis briksnys atitinka

1 centimetra.

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgos 1.1. skyriuje, T4 giminingy
fagy klasifikacijai dazniausiai naudojama diagnostinés PGR reakcijos metu
gauty g23 fragmenty palyginamoji analizé. Pritaikius §i metoda buvo atlikta
fagu VRS, VR7 bei VR20 diagnostiné PGR. Nustacius centring g23 sekos dalj
atitinkanc¢iy diagnostiniy PGR fragmenty (600 bp) sekas (seky numeriai geny
banke: FN641800, FN641801 and FN641802), atlikta palyginamoji nukleotidy
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sekuy bei jas atitinkan¢iy aminortig§¢iy seky analizé. Tokiu btidu nustatyta, kad
VR grupés bakteriofagy minéto g23 fragmento sekos yra itin panaSios tiek
nukleotidy, tiek ir aminortigsciy lygmeny (97% — 98% identisky ar bei nt). Tuo
tarpu, lyginant su atitinkama fago T4 gp23 sekos dalimi, fagy VR5, VR7 bei
VR20 centrinio gp23 segmento aminortigs¢iy sekos panasumas yra atitinkamai
84%, 84% bei 83%. Siekiant fagus VR5, VR7 bei VR20 klasifikuoti, buvo
sudaryta filogenetiné T4 giminingy fagy gp23 diagrama (45. Pav).

gsr T4
49l rRB32
100 T6
100 RB69
Jsgs8
87 * ViSRzo
[
85 L VR7
“ | RB43

45 —li 44RR
88 RB49
Aehl
—?'9| 65

nt-1

100 KVP40
100 |: KVPZ20

SPM-2

0.05
45 pav. Filogenetiné T4 giminingy fagy diagrama, sudaryta artimiausiy grupiy apjungimo

metodu. Palyginti diagnostiniai fagy VRS, VR7 bei VR20 g23 PGR fragmentai (600 bp centrinés geno
dalies) bei atitinkami DNR fragmentai fagy, kuriy genomy sekos deponuotos internetinése

http://phage.bioc.tulane.edu ir NCBI duomeny bazése. Salia atsisakojimu nurodyta procentiné ikélos

sutapimo su tiriamu baltymu israiSka. Mastelis atitinka pakeisty aminortgs¢iy skaiCiy, tenkanti vienai

pozicijai.

Pateiktoje diagramoje matyti, kad visi trys VR grupés bakteriofagai,
kartu su fagu JS98, formuoja atskira T4 giminingy faguy pogrupi.
Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad VR grupés T4 giminingi
fagai bei T-lyginis bakteriofagas T4 skiriasi tiek g23 seka, tiek ir

fiziologinémis savybémis.
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3.5 Reziumé

Apzvelgiant visus pateikty tyrimy rezultatus, pirmiausiai reikia atsakyti
1 klausima: ar gali bakteriofagas VR7 buti priskirtas T4 giminingy fagy T-
lyginiam pogrupiui?

T-lyginiy bakteriofagy pogrupiui priskiriami tie fagai, kuriy genominés
DNR sekos yra >90% tapacios T4, o likusi (10%) genomo dalis skiriasi, taciau
didzioji dalis skirtumy aptinkami neesminiy, nezinomos funkcijos geny
pozicijose (Desplats ir Krisch, 2003). Labiau nuo T4 ,,nutolusio” T-lyginio
bakteriofago RB69 atveju, tokiy besiskirian¢iy DNR sri¢iy yra Siek tiek
daugiau, taciau net ir $io fago didzioji dalis genomo yra bemaz identiska T4.
Tuo tarpu, Siame darbe apraSyto bakteriofago VR7 genomas, tik 41% DNR
nukleotidy sekos yra kolinearus fago T4 DNR, taciau net ir §ios dalies
tapatumas nesiekia 75%. Genominés DNR analizés metu nustatyta, kad 72%
fago VR7 ASR koduoja baltymus homologiskus atitinkamiems T4 geny
produktams, bet net 88% S$iy baltymy aminortigs§¢iy seky tapatumas téra nuo
20% iki 79%. Istyrus bakteriofago VR7 transkripcijos reguliacija paaiskéjo,
kad visy klasiy promotoriy tipiné seka skiriasi, lyginant su atitinkamomis fago
T4 promotoriy tipinémis sekomis, be to, genuy raiSkos reguliacijoje
dalyvaujan¢iy VR7 bei T4 baltymy aminortigséiy sekos taip pat Zenkliai
skiriasi. Dar daugiau, iStyrus fago VR7 vystymosi E. coli lastelése ypatybes
paaiskéjo, kad Sio fago fiziologinés savybés yra nebudingos jokiam zinomam
T-lyginiam bakteriofagui. Galy gale, T4 tipo fagy klasifikacijoje naudojamas
gpl8, gpl9 bei gp23 aminoriigsciy sekos palyginimas parod¢, kad né vienas
§iy baltymy néra >90% homologiskas atitinkamy fago T4 genuy produktams,
kas yra biitina salyga, priskiriant tiriama bakteriofaga T-lyginiy fagy pogrupiui.

Kadangi $io darbo tikslas buvo atrinkti bei istirti filogenetiSkai tiek nuo
T-lyginiy, tiek ir nuo pseudo T-lyginiy fagy nutolusi bakteriofaga, reikia
atsakyti i dar vieng klausima: ar fagas VR7 néra pseudo T-lyginis? Tipinis
pseudo T-lyginiy fagy atstovas yra bakteriofagas RB49. Pasinaudojus BlastN
programa buvo nustatyta, kad §io bakteriofago genominés DNR nukleotidy

seka yra absoliuciai nehomologiska T4 (Desplats ir Krisch, 2003), taciau
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aminorigsciy lygyje 45% fago RB49 geny koduojamy baltymy yra 20% - 70%
homologiski atitinkamiems T4 baltymams (Nolan ir kt., 2006). Palyginamosios
fago RB49 gpl8, gpl9 bei gp23 analizés metu nustatyta, kad $iy baltymy
homologija atitinkamiems fago T4 baltymams téra 54%. Be to, bakteriofago
T4, kaip ir Siame darbe aprasyto fago VR7 atveju, transkripcijos reguliacija
laike vyksta trimis etapais, aktyvuojant trijy skirtingy klasiy promotorius. Fago
RB49 atveju aptiktos tik dvi klasés promotoriy, o viduriniuosius promotorius
atitinkan¢iy seky bei su Siuo transkripcijos etapu susijusius baltymus
koduojan¢iy geny RB49 genominéje DNR néra. Taigi, palyginus visus
paminétus faktus akivaizdu, kad fagas VR7 néra pseudo T-lyginis
bakteriofagas.

Reikia pasakyti, kad bakteriofago VR7 tyrimo rezultatai uzdavé daugiau
klausimu, nei pateiké atsakymuy. Siai dienai neimanoma pasakyti kodél is T4
tipo bakteriofagas yra jautrus temperatirai, kodél kitaip nei visi kiti T4
giminingi fagai jis vystosi stacionarios fazés lastelése. Galiausiai, kokia jtaka
Sio fago fiziologinéms savybéms turi vienokie ar kitokie genominés DNR
neatitikimai, lyginant su fagu T4. Kol kas tegalima numanyti, kad temperattirai
jautrus fago VR7 fenotipas, ko gero, yra salygotas §io bakteriofago strukttriniy
bei replikacijoje dalyvaujanciy baltymu saveikos ypatybiy, nes biitent Sie du
procesai viruso vystymosi metu yra itin jautriis temperatirai. Taciau, kazka
konkretaus pasakyti Siuo klausimu neimanoma, nes be atitinkamy baltymy
sistemos tyrimy, remtis tik palyginamaja sekos analize su T4, esant tokiam
dideliam skaiciui neatitikimy yra nenaudinga.

VR7 genomo tyrimo metu buvo nustatyta, kad vieno T4 tipo
bakteriofago — JS98 — genominés DNR nukleotidy seka yra panasesn¢ VR7,
nei fago T4. Bakteriofagas JS98 buvo iSskirtas 2003 m. Indijoje i§ diaréja
serganéiy pacienty fekalijy. Sio E. coli infekuojanéio viruso genominé DNR
buvo Zuber ir bendraautoriy publikuota 2007 metais, taciau kaip tik tuo metu
buvo pasiiilyta visa eilé T4 tipo fagy klasifikacijos naujoviy, dél ko JS98 taip ir
nebuvo deramai klasifikuotas ir téra apibidinamas kaip “tolimas T-lyginis”,

formuojantis atskira pogrupi RB49, RB69 bei T4 fagy grupéje. Kad ir kaip ten
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bebuty, 68% Siame darbe aprasyto fago VR7 genominés DNR yra kolineari
JS98 genomui vidutiniSkai 77% identisky nukleotidy (zr. 2 prieda). IS
disertacinio darbo priede pateikto paveikslo matyti, kad fago VR7 bei JS98
genominés DNR seka yra panaSesné, nei lyginant su T4. Belieka tik
apgailestauti, kad JS98 buvo isSskirtas terapiniu tikslu, todél nuodugniau Sio
fago genomo ypatybés tirtos nebuvo ir daugiau nieko, iSskyrus genomo seka,
baltymus ir tam tikras fiziologines savybes, apie §i bakteriofaga néra Zinoma.
Akivaizdu tik tiek, kad fagas VR7, kartu su kitais VR grupés fagais bei JS98,
formuoja atskirg fiziologinémis savybémis itin besiskirian¢iy fagy pogrupi T4
giminingy bakteriofagy tarpe.

Tikétina, kad Siuo metu Biotechnologijos institute atlieckami
bakteriofago VR7 replisomos baltymy tyrimai, Craig Venter institute JAV
nustatoma fago VRS DNR seka, bei toliau tgsiami bakteriofago VR7
fiziologijos ypatybiy tiriamieji darbai leis atsakyti { bent vieng i§ aukSciau
paminéty klausimy. Kita vertus, dziugu, kad VR grupés fagy tyrimas gali
pagelbéti ne tik siekiant iSsiaiSkinti T4 giminingy bakteriofagy paplitimo
gamtoje désningumus bei evoliucinius rySius tarp T-lyginiy bei Pseudo T-
lyginiy fagy, bet ir atveria naujas fago-lastelés Seimininkés sistemos tyrimy

galimybes.
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ISVADOS

1. LZ grupés fagy genomo srities 30 - 3/ struktiira yra budinga T-lyginiams
bakteriofagams. Tuo tarpu Zenklts struktiiriniai pokyciai bakteriofago VR7

genomo srityje 30.4 — 30.2 niekada nebuvo aptikti jokiy T-lyginiy fagy atveju.

2. Nustacius 169,285 bp bakteriofago VR7 genomo seka aptikti 293
hipotetiniai ASR, i§ kuriy 211 koduoja baltymus, homologiskus fago T4
baltymams ribose nuo 27% — 97%; 46 ASR neturi analogy T4, bet aptinkami
kity T4 giminingy fagy genomuose; 9 ASR yra nebuidingi T4 tipo fagams bei
27 ASR koduoja baltymus, kuriems patikimy homology NCBI duomeny bazéje

néra.

3. Bakteriofago VR7 geny raiSkai buidinga tripakopé transkripcijos reguliacija,
kontroliuojama ankstyvyjy, viduriniyjy bei vélyvujy promotoriy. Sio fago
genominéje DNR koduojami visi fago T4 transkripcijos reguliacijai biitini
baltymai. Laboratorinémis salygomis, plazmidéje koduojamas fago VR7
viduriniosios transkripcijos aktyvatorius MotA, kurio homologija T4 MotA

téra 34%, atstato fago T4motAA gyvybinguma.

4. Bakteriofagy VR7, VRS bei VR20 fiziologinés savybés yra nebiidingos

jokiam zinomam E. coli infekuojanc¢iam T4 tipo bakteriofagui.

5. Remiantis nustatytais T4 tipo bakteriofagy klasifikacijos kriterijais, fagas
VR7 negali biti priskiriamas T-lyginiy bakteriofagy pogrupiui. Kartu su
bakteriofagu JS98, VR grupés fagai formuoja atskira T4 giminingy
bakteriofagu pogrupi.
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PRIEDAS NR 1

Bakteriofago VR7 geny bei promotoriy sarasas. Nurodyti geny pavadinimai, numanoma baltymo funkcija, artimiausi homologai bei
paplitimas keturiy T4 giminingy fagy genomuose: T-lyginio T4, pseudo T-lyginio RB49, §izo T-lyginio Aehl ir egzo T-lyginio S-PM2.

HOMOLOGAS
PAVADINIMAS | FUNKCIJA (IDENTISKU A.R. %) T4 RB49 Aehl S_PM2
o
Su Iastelés Seimininkés ATF- 1598 (54.0%) + + + -
rllA aze saveikaujantis baltymas T4 (59.3%) P
Pu & ! y RB69 (49.4%) P
M
JS98 (77.3%)
rlIA. 1 Hipotetinis baltymas T4 (75.8%) + + + -
RB69 (69.7%)
R 60
60.1
mobA
Pg
. - Agrobacterium vitis - - - -
ORFO003c Hipotetinis baltymas Avi 1970 (32%)
ORF004c Hipotetinis baltymas B B - Bl B
Py
du atskiri
V)
60plus39 Didysis topoizomerazés U (00 /;’) genai g39 ir 60+39 60+39 -
Py subvienetas R?69 (708'4 ) g60
T4 (73.7%) Py39
. . . T7 tipo Enterobacteria - - - -
ORF006¢ Hipotetiné endonukleazé fagas EcoDS1 (35.1%)
. - JS98 (86.0%) + - - -
39.1 Hipotetinis baltymas T4 (67.7%)
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JS98 (98.2%)

39.2 Hipotetinis baltymas RB69 (84.2%) +
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iRNR metabolizme RB14 (37.3%)
gof dalyvaujantis baltymas T4 (36.4%) M
JS98 (46.0%)
RB69 (49.3%)
cef Cef baltymas JS98 (42.6%) +
T4 (35.3%) Pg
T4 (60.0%)
motB o JS98 (72.1%) +
P, Transkripcijos baltymas RB69 (49.4%) P,
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P Hipotetinis baltymas T4 (36.2%) +
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dda DNR helikazé T4 (62.2%) +
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wi L iemnnke S 1) :
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RB69 (61.1%) Pum
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61.4 (duplikacijq) | T POtetINs baltymas T4 (39.394%) - -
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. .. JS98 (50.0%)
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E
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E
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40 Galvutés formavimo baltymas 1S98 (77.6%)
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uvsX Rekombinacijos ir reparacijos RB69 (72.4%) +
Pum baltymas JS98 (71.9%) Pum
— segAl Py
p-gt
—_— —— — 42/ Pm
ORF049 Hipotetinis baltymas. JS98ORF043c (47.3%) -
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RB320RF047¢ (46.0%)
RB69 (86.9%)
regA Transliacijos represorius JS98 (86.1%) +
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Ziedo uzkéléjo baltymy JS98 (68.2%)
62 komplekso mazesnysis T4 (55.3%) 4
subvienetas RB69 (51.6%)
Ziedo uzkéléjo baltymy JS98 (80.1%)
44 komplekso didesnysis T4 (72.0%) F
Pm subvienetas RB69 (65.5%)
Polimerazés procesyvumo JS98 (71.7%)
) eiksnys (Zledas) LS9 (207 N
Py Y T4 (60.3%) Py
S JS98 (78.4%)
rpbA bSalllt}ll{rlljiP saveikaujantis RB69 (66.1%) +
T4 (49.1%)
JS98 (76.2%)
45.2 Hipotetinis baltymas T4 (57.4%) +
Py RB69 (55.7%) Pum
JS98 (71.2%)
46 Rekombinacijos endonukleazé | T4 (70.7%) 4
RB69 (65.8%) Pu (1)/(2)
— 46.1
JS98 (69.8%)
46.2 Hipotetinis baltymas RB69 (56.3%) +
Py T4 (43.9%) Pg
IS98 (72.2%)
47 Egzonukleazés subvienetas RB69 (71.2%) +
Pum T4 (68.2%) Pum
— 47.1
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a-gt

mobB/ Py

a-gt.2

Hipotetinis baltymas

JS98 (87.7%)
T4 (64.2%)
RB69 (57.7%)

a-gt.3

Hipotetinis baltymas

JS98 (90.9%)
RB69 (47.1%)
T4 (41.5%)

a-gt.4

Hipotetinis baltymas

JS98 (78.6%)
T4 (42.4%)
RB69 (45.9%)

a—gt5

Hipotetinis baltymas

T4 (38.9%)
JS98 (35.1%)
RB69 (35.3%)

55
Py

RNR polimerazés sigma
veiksnys

JS98 (90.2%)
T4 (80.2%)
RB69 (81.3%)

ORF068

Hipotetinis baltymas

RB690ORF072c¢ (50.6%)
JS980ORF064c (36.1%)

55.1

Hipotetinis baltymas

JS98 (81.7%)
RB69 (56.3%)
T4 (56.3%)

ORF070

Hipotetinis baltymas

55.2

Hipotetinis baltymas

JS98 (54.1%)
T4 (49.5%)
RB69 (47.7%)

55.3

Hipotetinis baltymas

7S98 (87.7%)
T4 (74.6%)
RB69 (57.1%)
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T4 (95.3%)

55.4 Hipotetinis baltymas JS98 (93.0%) +
Pg RB69 (92.7%) Pg
JS98 (92.8%)
55.5 Hipotetinis baltymas RB69 (79.4%) +
T4 (74.2%)
0,
ORFO075 Hipotetinis baltymas JRSB9§;) (1)?219 (Z;) ;c(?32 ;5/:/?)) 3
RB69 (56.7%)
55.6 Hipotetinis baltymas JS98 (50.8%) +
Pg T4 (51.7%) Pg
. . T4 (67.6%)
nrdH grt‘;elre‘;bel;zs NDPreduktazes | 1508 (66.7%) +
RB69 (71.8%)
ORF078 Hipotetinis baltymas JS98ORF073c (84.8%) -
Pum RB69ORF082c¢ (50.6%)
55.8 JS10 (77.5%)
P' Hipotetinis baltymas T4 (40.3%) +
L RB69 (40.0%) Py (1)/(2)
- nrdG/ Py
mobC/ Py
nrdD/ Py
I-TevIl (Pr)
ORF080 Hipotetinis baltymas - -
o
49 5elzkombinacijos endonukleazé {,39?828;;0 )A) ) +
PL RB69 (80.9%) P
0,
ORF082 Hipotetinis baltymas JRS}§68;) (?1519 386 ;c(?sl ;2/:,2) _
ORF083 Hipotetinis baltymas - -
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JS98ORF077c (87.7%)

Pg Hipotetinis baltymas T4 PinA (46/161 (39.1%) +/—
PM PE
. .. JS98 (84.1%)
49.1 Hipotetinis baltymas T4 (63.6%) +
e 49.2
+*
MobE Mobili endonukleazé RB43 (36.3%) (sioje
pozicijoje néra)
. .. JS98 (85.1%)
49.3 Hipotetinis baltymas T4 (72.6%) +
ORF088 Hipotetinis baltymas -
JS98 (89.7%)
lf”if) Aerobinés NDP reduktazés RB69 (85.1%) Pl
P:: ?) subvienetas T4 (83.9%) Pi: 2)
. - T4 (80.0%)
nrdC.1 Hipotetinis baltymas 1S98(76.9%) +
RB32 (62.0%)
nrdC.2 Hipotetinis baltymas T4 (61.0%) +
JS98 (80.0%)
— nrdC.3
T4 (49.1%)
nrdC.4 Hipotetinis baltymas JS98 (83.3%) +
Pg RB32 (48.4%) Pg
. - JS98 (51%)
nrdC.5 Hipotetinis baltymas T4 (27.0%) +
ORF094 Hipotetinis baltymas - -
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JS98 (72.4%)

nrdC.6 Hipotetinis baltymas T4 (43.0%) +
Py RB69 (29.6%)
nrdC.7
Py
JS98 (77.0%)
nrdC.8 Hipotetinis baltymas T4 (66.3%) +
Pg RB69 (64.6%) Pg
RB69 (37.9%)
nrdC.9 Hipotetinis baltymas T4 (34.8%) +
JS98 (28.2%)
nrdC.10
Pg
ORF098 Hipotetinis baltymas RB69ORF102c (79.4%)
Pg JS980ORF121c¢ (66.7%) -
ORF99 Hipotetinis baltymas _— -
ORF100 Hipotetinis baltymas — -
JS98 (96.7%)
nrdC.11 Hipotetinis baltymas T4 (96.7%) +
RB69 (69.0%)
(V)
ORF102 Hipotetinis baltymas {{Sng;) O}}Eg 19 5:0(575320//?) -
mobD
Pm
JS98 (79.5%)
mobD.1 Hipotetinis baltymas T4 (33.2%) +
RB69 (30.6%)
mobD.2
Pg
mobD.2a
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JS980ORF094c (54.8%)

ORF104 Hipotetinis baltymas RB69ORF106¢ (46.5%) 3
ORF105 Hipotetinis baltymas - -
. . JS98ORF095¢(90.6%)
ORF106 Hipotetinis baltymas PHG310RF130c (36.5%) _
. .. JS98 (90.0%) +
mobD.3 Hipotetinis baltymas T4 (66.1%) Py
. - RB32 (61.5%)
mobD.4 Hipotetinis baltymas T4 (58.7%) +
ORF109 Hipotetinis baltymas Chitinophaga pinensis B
P Y Cpin 4278 (38%)
mobD.5 . - RB32 (49.2%)
P, Hipotetinis baltymas T4 (49.2%) I-)i-
E
JS98 (82.7%)
mobD.7 Hipotetinis baltymas T4 (56.2%) +
RB49 (35.6%)
JS98 (40.6%)
rl Lizés inhibicijos reguliatorius T4 (34.6%) +
Py RB69 (30.8%)
B — _ rl.1/ PL
ORF113 Hipotetinis baltymas JS98ORF099 (51.7%) -
JS98 (78.4%)
tk Timidinkinazé T4 (71.6%) +
RB69 (70.0%)
— th.1
JS98 (65.6%)
th.2 Hipotetinis baltymas RB69 (55.0%) +

T4 (55.7%)
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o
tk.3 Hipotetinis baltymas 1}849(87(1850/60 )A) ) P-'I-VI
JS98 (88.7%)
tk.4 Hipotetinis baltymas RB69 (60.5%) +
T4 (58.7%)
Valil-tRNR syntetaze JS98 (61.3%)
vs modifikuojantis RB69 (45.7%) +
baltymas T4 (45.5%)
JS98 (77.7%)
vs. 1 Hipotetinis baltymas T4 (65.8%) +
RB69 (64.6%)
regB JS98 (67.1%)
P Endoribonukleazé RB69 (62.7%) +
® T4 (59.7%) Pg
RB14 (73.3%)
(V)
vs.3 Hipotetinis baltymas E‘];gzl (2;) g% ) *
Tula (100.0%)
vs.4 Hipotetinis baltymas RB69 (100.0%) +
T4 (65.9%)
IS98 (77.8%)
vs.5 Hipotetinis baltymas RB32 (54.1%) +
RB69 (49.3%)
e vs.6
JS98 (74%)
vs7 Hipotetinis baltymas T4 (46.1%) +
RB69 (41.2%) Py
JS98 (39.5%)
vs.8 Hipotetinis baltymas T4 (38.0%) *

RB69 (36.5%)
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JS980ORF112c (94.9%)

ip7 Hipotetinis baltymas T2 Ip7 (47.0%) —*
Pg RB32 Ip7 (47.0%)
ORF127 Hipotetinis baltymas RB690ORF125c¢ (71.6%) -
. . . Pol Ip10 (71.7%) .
1117)1 0 Hipotetinis baltymas RB69ORF124c (68.6%) -
M
T4 (76.8%)
denV Endonukleazé JS98 (76.7%) +
Pg RB69 (76.6%) Pg
ipIl
Pg
iplll
Pg
Pm
JS98(77.8%) +
e Lizocimas T2 (69.8%) Py (1); Pr
PL T4 (69.1%) 2); PL (W)
RB69 (83.6%)
nudE Nudix hidrolazé JS98 (77.5%) +
T4 (63.0%)
ORF132 Hinotetinis baltvmas JS980ORF118c (79.5%)
Pe p Y RB69ORF130c(67.9%) -
JS98 (80.5%)
e2 Hipotetinis baltymas RB69 (26.6%) +
T4 (34.3%)
. .. RB69ORF132¢(85.5%)
ORF134 Hipotetinis baltymas JSOSORF120c (83.3%) _
ORFI135 Hipotetinis baltymas Pseudomonas fagas D3 -

ORF78 (36%)
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JS98ORF122¢ (91.9%.)

ORF136 Hipotetinis baltymas RB690ORF134c¢ (72.1%.) -
ORF137 . - Salmonella fagas 5
Pu Hipotetinis baltymas ORF trn 2.19.-1 (40.4%) -
JS980ORF126¢ (90.5%)
ORF138 Hipotetinis baltymas 44RR2.8tORF063c -
(42.6%)
ORF139 Hipotetinis baltymas - -
. - JS98ORF127¢ (98.5%)
ORF140 Hipotetinis baltymas RB69ORF136¢ (55.2%) 3
. - JS980ORF128¢ (86%)
ORF141 Hipotetinis baltymas RB69ORF137c (55.7%) 3
ORF142 Hinotetinis baltvmas JS98ORF129¢ (88.5%)
Pum P Y RB690ORF139¢ (54.3%) -
JS98 (82.1%)
e3 Hipotetinis baltymas RB69 (30.1%) +
T4 (23.8%)
. . T4 (28.6%)
ed Hipotetinis baltymas RB69 (31.5%) +
e.5
e.6
Pg
e.7
Pg
ed
Pg
_— _— segB
ORF145 Hipotetinis baltymas -
ORF146 Hipotetinis baltymas -
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Rhodopseudomonas

ORII)V 147 Hipotetinis baltymas palustris -
E RPC 1770 (28%)
BF230RF172¢ (33.3%)
ORF148 Hipotetinis baltymas T50RF067c (28.2%) -
44RRORF121¢ (27.2%)
ORF149 Hipotetinis baltymas B
Py
tRNA.2
P (i)
JS98 (53.8%)
’Rg/“ Hipotetinis baltymas T4 (50.0%) +
M RB69 (39.4%)
JS98 (90.2%)
tR[;’,AA Hipotetinis baltymas T4 (65.6%) ;
E o E
P, RB69 (65.6%) P,
ipl
P
ip6 . .. o -
P Hipotetinis baltymas T6 (76.6%)
E
ORF153 Hipotetinis baltymas - a
Pg
ORF154 Hipotetinis baltymas RB690ORF125¢ (39.3%) 3
RB32 (78.9%)
ip9 Hipotetinis baltymas RB15 (77.8%) -
PL K3 (76.7%)
ORF156 Hipotetinis baltymas - -
T4 (83.4%)
57B Viriono surinkimo $aperonas JS98 (80.8%) +

RB69 (77.5%)
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T4 (57.5%)

574 Vriono surinkimo Saperonas JS98 (56.6%) +
P RB69 (51.9%) Pw Py
T4 (47.7%)
1 dNMP kinazé JS98 (47.0%) +
Py 44RR2.8t (36.4%) Py
JS98 (79.7%)
3 Viriono struktiirinis baltymas T4 (50.9%) 4
RB69 (47.2%)
o
mob(B/E) Hipotetiné mobili endonukleazé ?fii%fé?iésgél %) 4%
JS98 (77.5%)
2 DNR galus saugantis baltymas | T4 (70.8%) F
RB69 (70.0%)
Viriono galvutés formavimo s (83(;9%) +
- baltymas I (@) Py,
P RB69 (59.7%)
JS98 (80.0%) +
0
;’i Bazinés plokstelés baltymas ?4?569 4(230‘;’ %) PLP(LW)
JS98 (89.0%)
5 Lizocimas RB69 (66.0%) +
T4 (64.5%) Py
JS98 (85.4%)
5.1 Hipotetinis baltymas RB69 (70.2%) +
P T4 (71.3%) PL
—_— segC
5.3
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JS98 (93.8%)

5.4 Hipotetinis baltymas T4 (90.7%) +
RB69 (86.6%)
JS98 (87.4%)
0
g Bazinés plokstelés baltymas ;%2698(2? i% ) *
JS98 (79.6%)
0,
4 Bazinés plokstelés baltymas %2693(2;) i %) *
JS98 (83.2%)
8 Bazinés plokstelés baltymas RB69 (72.2%) F
PL T4 (70.1%) Py
JS98 (53.3%)
9 Bazinés plokstelés baltymas T4 (48.3%) 4
PL RB69 (46.7%) Py
JS98 (63.5%)
10 Bazinés plokstelés baltymas T4 (54.5%) +
Py RB69 (53.8%) Py
JS98 (69.1%)
0
Z Bazinés plokstelés baltymas ,%f??? 3(?;?/0; ) *
JS98 (65.4%)
12 Trumpyjy uodegelés ataugéliu - | RB69 (45.7%) 4
baltymas T4 (45.4%)
“Whisker antigen control” / 1898 (5 5(;6%)
wac galvutés pamato baltymas T4 (36.5%) *
RB69 (37.3%)
JS98 (88.2%)
13 Kakliuko baltymas RB69 (64.5%) +
PL T4 (63.8%)
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JS98 (74.3%)

14 Kakliuko baltymas T4 (66.8%) +
RB69 (64.2%)
JS98 (81.2%)
15 Uodegeles prijungéjas RB49 (56.9%) F
PL T4 (56.3%) PL
JS98 (90.1%)
16 DNR pakavimo baltymas RB69 (79.6%) 4
T4 (76.5%)
JS98 (86.3%)
17 DNR pakavimo baltymas RB69 (8.5%) F
T4 (81.0%) Py; Pu (D)
18 JS98 (90.1%) o
PL(1) Uodegelés baltymas RB69 (71.1%) P
T4 (71.3%)
PL(2) Pr(w)
19.1 Hipotetinis baltymas T6 (59.5%) -
19 JS98 (91.4%) +
P (1 Uodegeélés baltymas KPP95 (82.8%) PL(a)
L(D T4 (69.9%) L
PL(2) Py (b)
JS98 (87.4%)
20 Galvuteés strukttrinis baltymas | T4 (75.0%) I
PL RB49 (57.7%) PL
JS98 (68.5%)
0
67 “Prehead core” baltymas EA];?;(;A) ;% ) ;L
JS98 (74.6%)
68 “Prehead core” baltymas T4 (67.4%) +

RB69 (63.1%)
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JS98 (88. 9%)

JS98 (26.5%

21 Proteazé T4 (88. 9%) 4 4 4 +
PL RB69 (86.7%) PL
o s . JS98 (86.8%)
22 Clgf?,og eﬁ:;}f;d S T4 (74.1%) + + + +
PL RB69 (70.8%) Py
JS98 (97.3%)
0,
f’i Didysis kapsidés baltymas %224(3;) %% ) P/ ;L @) * * *
R — e — segD
Ole]; 90 Hipotetinis baltymas JS98ORF173¢ (64.4%) - - - -
24(1) JS98 (89.2%) Gp24(1)
P Kapsidés baltymas T4 (70.4%) S S +* =
L RB69 (70.4%) Py
JS98 (81.1%) Gp24(2) vienas
24(2) Kapsidés baltymas T4 (63.8%) vienas g24 g24 vienas vienas
RB69 (60.4%) g24 g24
T4 (82.9%)
rnlB RNR ligazé RB69 (75.4%) + B + -
Pum IS98 (71.9%) Pum (2 ASR)
0,
24.2 Hipotetinis baltymas ggz(g?i% ) * a - -
IS98 (79.4%)
24.3 Hipotetinis baltymas RB69 (54.1%) + + - -
Px RB49 (46.3%) Py
ORF196 Hipotetinis baltymas Bacillus cereus
Py BCE G9241 4821 (38%) - - - -
RB69 (29.5%)
hoc(W) Hipotetinis baltymas T4 (29.0%) —* —* - -
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JS98 (48.9%)

hoc ISorinis kapsidés baltymas RB69 (39.8%) +
T4 (45.0%) Pum
inh JS98 (63.9%)
lI’: Proteazés inhibitorius T4 (60.0%) +
L RB69 (59.6%) P
— segE/ Py,
JS98 (84.2%)
uvsw Helikaz¢é, ATP—azé RB69 (72.1%) +
Py T4 (71.4%) P
JS98 (84.0%)
uvsW.1 Hipotetinis baltymas RB69 (68.1%) +
44RR2.8t (63.5%) Py
JS98 (85.5%)
uvsY.-2 Hipotetinis baltymas RB69 (81.8%) +
PL T4 (80.0%)
_— uvsY.-1
JS98 (84.0%)
0,
";‘;Y Rekombinacijos baltymas ?4]13?69 0(2;3 %) 1:1-\4
JS98 (86.8%)
0
= Bazinés plokstelés baltymas 1222693(2;) ())% ) *
JS98 (61.0%)
26 Bazinés plokstelés baltymas T4 (49.8%) +
PyL RB69 (46.8%) Py
51 JS98 (69.6%)
P Bazinés plokstelés baltymas RB69 (59.4%) +
L T4 (52.2%) P
JS98 (87.9%)
27 Bazinés plokstelés baltymas T4 (62.8%) A

RB69 (62.7%)
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JS98 (71.5%)

28 Bazinés plokstelés baltymas T4 (52.8%) +
RB69 (49.4%)
JS98 (71.4%)
29 Uodegelés surinkimo baltymas | RB69 (34.6%) F
T4 (34.9%)
JS98 (78.6%)
48 Uodegélés surinkimo baltymas | T4 (59.7%) 4
RB69 (60.9%)
JS98 (85.0%)
54 Uodegeles surinkimo baltymas | RB69 (65.6%) F
T4 (65.5%)
alt—3 JS98 (87.5%)
P. Hipotetinis baltymas T4 (59.4%) +
£ RB69 (49.5%) Pg
e alt.—2
e alt.—1
T4 (35.4%)
alt Kapsidés baltymas JS98 (38.5% +
P /ADF-riboziltransferazé RB69 (34.6%) Py
R alt.1
T4 (68.6%)
30 DNR ligazé RB69 (65.8%) +
Py JS98 (64.5%) Pm
RB69 (48.3%)
30.1 Hipotetinis baltymas T4 (45.1%) +
JS98 (44.4%)
302 T4 (67.6%)
P Hipotetinis baltymas RB69 (66.8%) N
M p y JS98 (73.8%) Py
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RB3 (64.9%)

30.3 Hipotetinis baltymas T4 (58.1%) +
JS98 (88.2%)
30.3 Hipotetinis baltymas RB32 (85.5%) +
T4 (84.9%)
. - JS98 (81.7%)
30.4 Hipotetinis baltymas T4 (46.3%) +
. - JS98 (92.2%)
30.5 Hipotetinis baltymas T4 (72.6%) +
. - JS98 (85,3%)
30.6 Hipotetinis baltymas T4 (82.1%) +
30.7 RB69 (93,4%)
P' Hipotetinis baltymas T4 (90.9%) +
E JS98 (90.9%) Pg
30.8 RB69 (55.5%)
P' Hipotetinis baltymas T4 (40.0%) +
£ JS98 (39.5%) Pg
JS98 (94.3%)
30.9 Hipotetinis baltymas RB69 (70.0%) +
T4 (65.4%)
I Lizés inhibicijoje dalyvaujantis | JS98 (80,3%) +
baltymas T4 (61.39%)
31 JS98 (91.2%) +
Kapsidés surinkimo baltymas RB69 (77.2%)
Py T4 (76.9%) Py
Py (i) i Py (i)
JS98 (89.9%)
31.1 Hipotetinis baltymas RB69 (54.5%) +

T4 (45.4%)
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31.2 Hipotetinis baltymas JS98 (63.6%)
T4 (56.4%) +
J T4 (86.0%)
lf Deoksicitidilataminazé RB69 (74.5%) +
M JS98 (65.8%) Py
. - T4 (54.5%)
cd.1 Hipotetinis baltymas RB32 (50.5%) +
RB69 (77%)
cd.2 Hipotetinis baltymas JS98 (70.1%) +
T4 (56.5%) Pg
ORF232 Hivotetinis baltvmas JS980ORF212¢ (46.8%) ~
Pr P Y RB320RF214c¢ (26.2%)
JS98 (83.7%)
cd.3 Hipotetinis baltymas RB69 (46.7%) +
T4 (43.5%)
. - JS98ORF214c¢ (63.4%)
ORF234 Hipotetinis baltymas RB69ORF227¢ (69.0%) -
JS98 (80.0%)
cd.4 Hipotetinis baltymas T4 (56.1%) +
Py RB69 (42.9%)
—_— cd.5
DE( RB320RF054w (37.2%)
meb ) Hipotetinis baltymas LZ7 MobE (33.8%) .
L T4 MobE (37.4%)
JS98 (91.4%)
Polinukleotid 5'-hidroksil T4 (87.0%) +
pseT

kinazé

RB69 (72.8%)
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pseT.l
Pg
JS980ORF217c (78.3%)
ORF238 Hipotetinis baltymas RB320RF217c (53.8%) -
RB690ORF231c¢ (53.8%)
Ole; 239 Hipotetinis baltymas - B
RB69 (64.9%)
psel.2 Hipotetinis baltymas JS98 (67.7%) +
T4 (62.2%)
T4 (47.0%)
pseTl.3 Hipotetinis baltymas RB69 (44.3%) +
JS98 (34.2%)
T4 (57.2%)
alce Su Iastelés Seimininkés RNRP ir | JS98 (47.9%) +
Pg DNR sgveikaujantis baltymas RB69( 49.1%) Pg
T4 alc (49.1%) +*
ORF243 Hipotetinis baltymas RB69 alc (40.6%) (viena geno
JS98 ale (39.1%) alc kopija)
JS98 (44.6%)
rnlA RNR ligazé RB69 (44.1%) +
T4 (35.7%) Py
0,
denA DenA endonukleaze 51,849?7(37 75;?) +
JS98 (89.7%)
nrdB Aerobinés NDP reduktazés RB69 (88.0%) +
Pum subvienetas T4 (86.6%) Pums Py (i)
Py
I-Tevlll
* —_— % _— % mobE
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nrdA JS98 (92.5%)
Pm Aerobinés NDP reduktazés T4 (97.2%) + + +
Py subvienetas RB69 (84.0%) Pm (du ASR)
— nrdA.1 e +
—_— nrdA.2
RB69 (67.5%)
td Timidilat sintetazé JS98 (68.5%) + + +
Py T4 (64.8%) Pm
R — I-Tevl/P
T4 (65.8%) -
o . . JS98 (65.5%) + + +
frd Dihidrofoliat reduktazé RB69 (57.9%)
ORF250 Hipotetinis baltymas RB320RF231c (38.2%) — — -
ORF251 Hipotetinis baltymas JS98ORF228c (93. 8%) — - -
JS98 (93.7%)
frd.1 Hipotetinis baltymas T4 (72.2%) + - -
Pg RB69 (71.8%)
JS98 (93.3%) "
(tr /i '}d]j i) Hipotetinis baltymas T4 (72.0%) -l'; B B
"”SPO acya RB69 (52.0%) E
E
ORF254 Hipotetinis baltymas JS980ORF232c¢ (92.9%) - - -
JS98 (68.0%) N "
(tr r{; 7;]5 cija) Hipotetinis baltymas RB69 (36.4%) * * -
ansioracya T4 (36.7%)
Pg
JS98 (70.9%)
P 3%) Viengranding DNR surisantis RB69 (64.4%) P+ * *
M baltymas T4 (61.0%) M
Pm(2) PL
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32.1 (SegG)

Pf;‘gi) DNR endonukleazé T4 (53.9%) o B
Py
JS98 (86.2%)
59 DNR helikaze¢ uzkeliantis RB69 (75.6%) + +
baltymas T4 (74.7%)
o JS98 (70.0%)
33 E:lg{lrjlisl’ saveikaujantis RB69 (61.5%) " n
Y T4 (64.1%)
o
dsbA Su dsDNR asocijuojantis JTS49(85§7§; )A) ) + +
. (V]
Pv(1) baltymas RB69 (56.0%) Pm(1)
Pum (2) Py (2)
JS98 (78.9%)
rnh RNazéH T4 (55.6%) + +
RB69 (53.7%) Pg
0
34 Didysis uodegos ataugéliy ?;9(85(9655 /002%) + +
Py (i) altymas S o P (i)
P, RB69 (53.7%) P,
JS98 (66.0%)
35 Uodegos ataugeliy baltymas RB69 (44.1%) + +
T4 (44.5%)
. . JS98 (72.1%)
36 {)laglltylrln izdegos ataugéliy T4 (43.0%) o i
Py Y RB69 (40.7%) PL
. Ny T4 (69.8%)
.i) 7 gaglltglr{n li(sdegos ataugeliy RB69 (32.7%) o o
L Y JS98 (32.8%) Py
38 Uodegos ataugéliy surinkimo T4 (88.3%) + +

baltymas
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Lizés baltymas

JS98 (97.7%)

P RB69 (58.8%) +
L T4 (52.8%) Py
asiA . . JS98 (98.9%) +
Py Anti—sigma veiksnys T4 (51.1%) Py
— asiA.1
R — arn
. - JS980ORF247¢ (90.7%)
ORF269 Hipotetinis baltymas RB69ORF258¢ (33.3%) B
RB320RF249c¢ (86.8%)
Hipotetinis baltymas JS98ORF248c (82.1%) -
ORF270 RB430RF288c¢ (71.4%)
. - RB69 (58.5%)
arn.l Hipotetinis baltymas T4 (70.3%) +
JS98 (83.1%)
arn.2 Hipotetinis baltymas RB69 (62.0%) +
T4 (42.2%)
RB69 (79.1%)
arn.3 Hipotetinis baltymas JS98 (78.4%) +
T4 (69.9%)
ORF274 Hipotetinis baltymas - -
4 JS98 (84.5%) +
ag" Hipotetinis baltymas T4 (75.5%)
E RB69 (74.5%)
S . JS98 (40.3%)
mot | s et s :
v y T4 (33.8%) Pe
e R motA.1
OR£ 277 Hipotetinis baltymas a
E
ORF278 Hipotetinis baltymas - -
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T4 (69.4%)

o2 DNR topoizomerazé RB69 (68.0%) +
M JS98 (68.3%) Py
T4 (87.0%)
52.1 Hipotetinis baltymas JS98 (82.6%) +
RB69 (73.9%)
_ ac
- - stp
ORF281c Hipotetinis baltymas - -
JS98 (74.5%)
ndd Nuclear disruption baltymas RB69 (59.7%) +
Pg T4 (61.7%)
ORF283c Hipotetinis baltymas - -
JS98 (92.6%)
ndd.1 Hipotetinis baltymas RB69 (51.5%) +
T4 (51.4%)
— ndd.2
ndd.2a
0,
ndd.3 Hipotetinis baltymas ?4?37(2084? %) l)+
™M
JS98 (86.1%)
ndd.4 Hipotetinis baltymas T4 (61.1%) +
Pg RB32 (61.1%) Pg
—_— ndd.5
ndd.6
Pg
ORF287c Hipotetinis baltymas JS980ORF262c¢ (73.9%)
Pg RB690ORF270c¢ (29.1%) -
ORF288c Staphylococcus fagas G1
Pg Hipotetinis baltymas (36%) -
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T4 (44.1%)
denB Endonukleazé IV JS98 (46.8%) + + + -
RB69 (46.8%)
. - RB69ORF272¢ (65.2%)
ORF290 Hipotetinis baltymas JS98ORF264c (36.5%) _ _ _ _
. .. JS98 (89.2%)
denB.1 Hipotetinis baltymas T4 (50.8%) + 3 _ 3
ORF292c Hipotetinis baltymas - - - - -
o —_
rifB Su Iastelés Seimininkés ATF- 1598 (77(;7 %) * * *
Pu(l) aze saveikaujantis baltymas T4 (64.2%) Pu(1)
Pu(2) 4 : Y RB69 (60.6%) Pu(2)
Paaiskinimai:

(+) — fago genome homologas koduojamas;

(-) — fago genome artimg baltyma koduojancio geno néra;

(?) — genas koduoja ne artima, o analogiska baltyma;

(+*) — Zymi geno pozicijos arba kiekybinj neatitikima;

Du ASR - baltyma koduoja du atskiri genai;

Pilkas fonas — esminiai bakteriofago T4 genai;

Visy nurodyty baltymy (i$skyrus rezultaty apZvalgos 1 ir 2 lentelése minimy kai kuriy baltymy) panasumo VR7 baltymams koeficiento E verté <107,
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PRIEDAS NR 2
Bakteriofagy VR7, T4 bei JS98 genominés DNR palyginimas, atliktas Artemis

programa (Carver ir kiti, 2008; www.webact.org). Raudona spalva Zymi homologines
sritis, mélyna — invertuotas homologines sritis.

VR7 19500 35000 |s8500 78000 s7s00 117000 138500 156000

T4 EQSDD bQDDD EBSDD 78000 |E']5EIEI hl?DDD |£365EIEI ESEDDD

19500 39000 |s8s00 78000 37500 117000 136500 156000

JS98

|
VR7 19500 39000 |s8s00 78000 37500 117000 136500 156000
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