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SANTRUMPOS

AEP - archéjy-eukarioty praimaze

a-r. — aminorugstis

bp — baziy pora; kbp — 10° bp; Mb — 10° bp

DB — duomeny bazé

dg — dvigrande

DUF — neZinomos funkcijos domenas (domain of unknown function)

NCBI — JAV nacionalinis biotechnologinés informacijos centras (National
Center for Biotechnology Information)

NCLDYV - Branduolyje ir citoplazmoje besidauginantys didelio genomo DNR
virusai (Nuclear and Cytoplasmic Large DNA Viruses)

NTP — nukleotidy trifosfatas

nr — NCBI nepasikartojanciy baltymy seky (non-redundant) duomeny baze
nr’70 — ,,nr* duomeny bazé nufiltruota iki 70% identiSkumo

OB - sgveikaujantis su oligonukleotidais (oligonucleotide-binding)

Pfam — baltymy Seimy (protein families) duomeny baze

PCNA - besidauginanciy lagsteliy branduolio antigenas (Proliferating Cell
Nuclear Antigen)

PV — procesyvumo veiksnys

RFC - replikacijos veiksnys C (Replication Factor C)

RFCL - replikacijos veiksnio C didysis subvienetas (Replication Factor C,
large)

RFCS - replikacijos veiksnio C maZzasis subvienetas (Replication Factor C,
small)

SF — superSeima (superfamily)

SmpB — mazasis baltymas B (Small protein B) — bakterijy baltymas, suriSantis
tmRNR

SSB - viengrande DNR suriSantis baltymas (single-stranded DN A-binding)
Toprim — topoizomerazes-praimazes domenas

UDG — uracil-DNR glikozilazé

vg — viengrande

ZUK - Ziedo uzkélimo kompleksas



IVADAS

Sugeb¢jimas daugintis ir evoliucionuoti yra pagrindinés gyvy esybiy
ypatybés. Genetinés informacijos kopijavimg atlieka replikacijos baltymai.
Laisvai gyvenanciy lasteliniy organizmy replikacijos aparato sandara yra
vienoda. Skiriasi tik atskiry Sios sistemos komponenty kilmé. Pavyzdziui, seky
ir strukttry analizés rodo, kad eukarioty-archéjy ir bakterijy DNR polimerazés
yra negiminingos (Leipe, Aravind et al., 1999; Bailey, Wing et al., 2006). Tuo
tarpu virusy DNR replikacijos baltymai yra labai jvairis. Jie gerai istirti T7, T4
faguose, herpes, poliomos ir papilomos virusuose, taciau §ios grupés sudaro tik
maza dalj (~10%) visos tyrinétos jy jvairoves. Kaip dauginasi maziau Zinomi
dgDNR virusai? Ar jie naudoja jau Zinomy replikacijos sistemy variacijas? O
gal jiems budingos specifinés, dar neZzinomos DNR replikacijos strategijos?
DgDNR virusai stebina ne tik savo jvairove, bet ir genomo dydZio svyravimu.
PavyzdZiui, maziausiy Sios grupés virusy (poliomos) genomai yra 500 karty
mazesni uz didziausiy Pandora virusy (genomas — 2500 kbp). Laisvai
gyvenanciy lasteliniy organizmy genomo dydis taip pat varijuoja. PavyzdZziui,
maziausio eukarioto (Ostreococcus tauri) ir Zzmogaus genomo dydis skiriasi
~260 karty (Derelle, Ferraz et al., 2006). Nepaisant to, Siy organizmy DNR
replikacijos aparatas turi tuos pacius komponentus. Ar jie vienodi ir dgDNR
virusuose? O galbiit replikacijos baltymy jvairove ir pasiskirstymas genomuose
priklauso nuo viruso genomo dydzio?

Siekiant atsakyti j aukS¢iau pateiktus klausimus, buvo atlikta iSsami
dgDNR virusy DNR replikacijos baltymy kompiuteriné analizé. Naudojant
pazangiausius bioinformatikos metodus, identifikuoti ir charakterizuoti virusy
replikacijos baltymai (DNR polimerazés, procesyvumo veiksniai, Ziedo
uzkelimo kompleksai, DNR praimazes, helikazes, viengrandg DNR suriSantys
baltymai, pradmens paSalinime dalyvaujancios nukleazés, DNR ligazes ir
topoizomerazes) bei nustatyti jy pasiskirstymo genomuose désningumai.

DgDNR virusy replikacijos baltymy tyrimas vyko dviem etapais. IS

pradZziy buvo tiriamos DNR replikazés (DNR polimerazés, procesyvumo



veiksniai, Ziedo uZzkélimo kompleksai). Nustatyta, kad Sios sistemos
komponenty buvimas genome ir jy tipai priklauso nuo viruso genomo dydzio.
Mazi virusai (<40 kbp) daZnai neturi DNR polimeraziy arba turi B-Seimos
polimeraze, pradmeniu naudojanig baltymg. Did¢jant genomui virusai vis
daZniau koduoja nuosavg DNR polimeraze, o patys didZiausi atstovai (>140
kbp) daugeliu atvejy papildomai turi procesyvumo veiksnj ir kartais jo
uzkeleja. Vienintele Sios taisykles iSimtis buvo phiKZ fagai. Ji buvo pasalinta
Siuose dideliuose virusuose radus B-Seimos DNR polimerazes. Nusta¢ius DNR
replikazés komponenty ir viruso genomo dydzZio rys$j, buvo nuspresta patikrinti
ar minétas désningumas galioja ir kitiems replikacijos baltymams. Paaiskéjo,
kad did¢jant genomui virusai dazniau koduoja nuosavus replikacijos baltymus.
Tikrinant atvejus, nepakliistanCius Siai taisyklei, naujai rasti vgDNR suriSantys
baltymai didZiausiuose eukarioty virusuose (NCLDV). Nustebino tai, kad Sie
baltymai yra giminingi bakteriofago T7 SSB. Taip pat netikéta buvo nustatyti,
kad replikaciné helikaz¢ yra daZniausias virusy replikacijos baltymas. Ji buvo
rasta net 70% visy atvejy. Detaliau analizuojant herpes virusy helikaze-
praimaz¢ nustatyta, kad maziausiai charakterizuotas jos komponentas (ULS)

yra inaktyvuota B-Seimos DNR polimerazé.

Darbo tikslas. IStirti dvigrandés DNR virusy replikacijos baltymus
kompiuteriniais metodais.
UZdaviniai:
1. Kompiuteriniais metodais analizuojant virusy genomy ir baltymy duomeny
bazes identifikuoti ir charakterizuoti DNR replikacijos baltymus.
2. Nustatyti, ar yra rySys tarp DNR replikacijos baltymy ir viruso genomo

dydZio ir jei taip, pabandyti atskleisti Sio rySio désningumus.

Mokslinis naujumas. Sis darbas yra pirma tokios didelés apimties analizé,
kurioje istirti visy Zinomy dvigrandés DNR virusy replikacijos baltymai.
Analizés metu nustatytas rySys tarp viruso replikacijos baltymy ir genomo

dydzio. Naujai atrasti ir charakterizuoti SSB baltymai NCLD virusuose, DNR



polimerazés phiKZ faguose. Nustatytas ir detaliai aptartas raupy viruso SSB
(I3) panaSumas j E. coli SmpB baltyma bei herpes virusy helikazés-praimazés
komponento UL8 panaSumas j B Seimos DNR polimerazes.

Praktiné nauda. Sio tyrimo metu nustatytas replikacijos baltymy ir
genomo dydZio rySys leidZia prognozuoti naujai sekvenuojamy virusy
replikacijos aparato pilnumg (dideli genomai — pilnesnis replikacijos aparatas).
Be to, dgDNR virusai yra dazni ligy sukéléjai (herpes, papilomos, poliomos,
raupy, adeno virusai), bei Zemés ir vandens uUkiy kenkeéjai (afrikinio kiauliy
maro, krevec€iy virusai), todel jy tyrimai svarbis ligy gydymui bei kovai su
kenkejais. Naujai rastos DNR polimerazés Pseudomonas aeruginosa phiKZ
faguose bei raupy viengrand¢ DNR suriSancio baltymo (I3) ir herpes viruso
helikazés-praimazés  komplekso ~ baltymo  (UL8)  charakterizavimas
kompiuteriniais metodais  galéty padéti  planuojant  Siy  baltymy

eksperimentinius tyrimus.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Replikazés komponenty (ne)buvimas genome ir jy tipai priklauso
nuo viruso genomo dydzio: mazi virusai (<40 kbp) daZnai neturi
DNR polimeraziy arba turi B-Seimos polimeraze, kaip pradmenj
naudojancig baltymg. Did¢jant genomui virusai vis dazniau koduoja
nuosavg DNR polimerazg, o patys didZiausi atstovai (>140 kbp)
daznai papildomai turi procesyvumo veiksnj ir kartais jo uzkeléja.

2. PhiKZ fagai turi stipriai divergavusias B-Seimos DNR polimerazes.

3. Didé¢jant viruso genomui jame dazniau koduojami nuosavi
replikacijos baltymai, o pats daZniausias virusy replikacinis
baltymas yra helikazé.

4. Herpes virusy helikazés-praimazés subvienetas (ULS) yra
inaktyvuota B Seimos DNR polimeraze.

5. Didziausi eukarioty virusai (NCLDV) turi bent dvi evoliuciskai

skirtingas SSB Seimas, negiminingas eukarioty baltymams.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. DNR replikacija

Genetinés informacijos kopijavimas budingas visiems organizmams.
Siame procese dalyvauja daug tarpusavyje saveikaujanéiy baltymy. DNR
sintezes pradziai replikacinés DNR polimerazés naudoja pradmenis. Pagal
naudojamg pradmenj DNR replikacija galima suskirstyti j du tipus: pradmens-
baltymo ir pradmens-RNR (Lentel¢ 1.1). Pirmasis tipas budingas kai kuriems
virusams ir mazoms linjjinéms bakterijy plazmidéms, o pradmens-RNR
replikacija — lasteliniams organizmams ir daugeliui virusy. Abiems tipams
reikalingos DNR polimerazés ir vgDNR suriSantys baltymai (SSB), taciau kiti
replikacijos baltymai skiriasi. Pradmens-baltymo atveju, prie genomo 5' galy
buina prijungtas terminalinis baltymas. Replikacija prasideda nuo abiejy
genomo galy, kuomet prie terminalinio baltymo serino/tirozino/treonino a-r.
hidroksilo grupés DNR polimerazé¢ prijungia nukleotidg (Salas, 1991).
Replikacijos metu susidaranti vgDNR nuo paZeidimy apsaugoma ja padengiant
SSB baltymais. DNR sintez¢ baigiama abejoms polimerazéms pasiekus
genomo galus.

Pradmens-baltymo atveju DNR sintetinama grandinés iSstimimo, o
pradmens-RNR — daznai replikacinés Sakutés mechanizmu. Pastarasis yra
sudétingesnis.  Vienu metu  vykstant abiejy motininiy  grandiniy
komplementariam kopijavimui susidaro Y-formos struktiira, vadinama
replikacine Sakute (1.1 pav.). Kadangi replikacinés DNR polimerazés gali
sintetinti tik 5'-3' kryptimi, viena grandiné (pirmaujanti) yra sintetinama
nuolatos, o kita (atsiliekanti) — fragmentiSkai (1.1 pav.). Replikacinés Sakutés
atveju, DNR replikaze daZnai sudaro ne tik DNR polimeraze, bet ir jos sintezés
efektyvumg uZtikrinantys baltymai — procesyvumo veiksnys ir jo uzkelejas (1.1
pav.). Sio tipo replikacijos pradZioje DNR helikazé i$skiria motinines
grandines, VgDNR padengiama SSB baltymais, o praimazé susintetina RNR
pradmenj, nuo kurio DNR polimerazé pradeda DNR sintez¢. Véliau pradmuo

pasSalinamas nukleazémis, o susidariusj tarpg uztaiso DNR ligazés (1.1 pav.).
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Topoizomerazés, keisdamos DNR topologija, pasSalina jtampa, susidariusig
priesais replikacijos Sakute. Tolimesniuose skyriuose visi minéti replikacijos

baltymai yra aptariami detaliau.

Lentelé 1.1 DNR replikacijos tipai

Pradmuo-baltymas Pradmuo-RNR

Bendri baltymai

DNR polimerazé

vgDNR suriSantis baltymas

Specifiniai baltymai Specifiniai baltymai

Terminalinis baltymas Helikazé

Procesyvumo veiksnys ir jo uzkéléjas

Praimazé

Pradmens paSalinimo baltymas

RNR pradmuo

Ligazé

o TAFEN

vgDNR
surisantys
baltymai

Ziedo uzkélimo
kompleksas

Procesyvumo = i
veilenys Praimazé & W B
3 -
5!

Pirmaujanti grandiné

5!
WP
DNR polimerazé

1.1 pav. T4 fago DNR replikacijos baltymai (adaptuota i§ (Mueser, Hinerman et al.,
2010)).
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1.2. DNR replikacijos baltymai

1.2.1. DNR replikazés

Visy gyvy organizmy ir kai kuriy virusy DNR sintezei naudojamos daznai
daugiakomponentés baltymy maSinos — DNR replikazés. Jos daZniausiai
sudarytos 1§ DNR polimerazés, procesyvumo veiksnio ir Ziedo uzkélimo
komplekso.

DNR polimerazés. DNR polimerazés yra fermentai sintetinantys DNR
granding 5'-3' kryptimi. Sie baltymai dalyvauja ne tik DNR replikacijoje, bet ir
reparacijos bei rekombinacijos procesuose. Remiantis tarpusavio panaSumu
iSskirtamos SeSios polimeraziy Seimos (A, B, C, D, X, Y) (Rothwell ir
Waksman, 2005). X ir Y Seimy atstovai dalyvauja DNR reparacijoje. Bakterijy
DNR replikuoja C Seimos polimerazés. Jos negiminingos kitoms replikacinéms
polimerazéms (Leipe, Aravind et al., 1999). Visiems eukariotams ir archéjoms
budingos B Seimos replikacinés polimerazées. D-Seimos polimerazés randamos
tik archéjose (iSskyrus Crenarchaea) (Sarmiento, Long et al., 2014). Virusy
genomus daZniausiai replikuoja A ir B Seimy polimerazés, o C Seimos atstovai
juose aptinkami retai (Koonin, 2006).

Replikaciniy polimeraziy i§ A, B ir C Seimy struktiros ir domeniné
organizacija yra zZinomos (1.2 pav). Jy polimerazinis domenas sudarytas i$
delno, nyks$¢io ir pirSty subdomeny. Replikacijos tikslumg uZtikrina 5'-3'
egzonukleazeé. Beveik visos bakterines C-Seimos polimerazés turi PHP ir OB
domenus (Timinskas, Balvociiité et al., 2014), kurie atlieka atitinkamai 5'-3'
egzonukleazés ir viengrandés DNR suriSimo funkcijas. Polimerazeés,
pradmeniu naudojancios baltymg (PolBp), papildomai turi terminalinio
baltymo suri§Simo domenus (1.2 pav., GB1 ir GB2). Minétas baltymas biina
kovalentiSkai prijungtas prie 5' genomo galy. Replikacija prasideda kuomet
prie terminalinio baltymo serino/tirozino/treonino a-r. hidroksilo grupés

prijungiamas nukleotidas (Salas, 1991).
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Pavadi-

nimas Seima

PalC C .PH [ 3-5egz0 [P [ detnag | mytcitys | demast | pirdtai |

Pollll C | 3-5egzo |+ PHP | delnee | nycitys | denast | pir itai .
Poll A | 5-3egzo | 3-Segzo | mykitys | delmasl | pirstei | deinas2 |

Polll B | N-gatinis | 3-Segzo | detnast | piritei | delnesd | aykiys |

Polg29 B [3-5egzo Iielnul.:li.ritn.. delnas? fuyktys

1.2 pav. Replikaciniy DNR polimeraziy domenin¢ organizacija

Procesyvumo veiksniai. Replikacijos efektyvumui uZtikrinti visos
lastelinés replikacinés DNR polimerazés naudoja procesyvumo veiksnius (PV).
Sie pagalbiniai baltymai neleid?ia DNR polimerazei disocijuoti nuo DNR,
tokiu biidu Zymiai padidindami sintezés greitj (Johnson ir O'Donnell, 2005).
Lasteliniy organizmy PV formuoja Ziedg sudaryta i§ SeSiy domeny (1.3 pav.).
Eukariotams ir arché¢joms biidingas trimerinis PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen — besidauginanciy lgsteliy branduolio antigenas), bakterijoms
— dimerinis PolIIl B subvienetas (toliau - p subvienetas) (1.3 pav.). Siy baltymy
aminortgsciy sekos labai skirtingos (identiSkumas <15%), taCiau struktiiros
panaSios (Kelman, 1997). Zinoma, kad PV dalyvauja ne tik DNR replikacijoje,
bet, sgveikaudami su jvairiais baltymais, taip pat atlieka rekombinacijos, DNR
reparacijos, lastelés ciklo kontrolés funkcijas (Maga ir Hubscher, 2003).
Pavyzdziui, Zzmogaus DNR pazaidy taisyme dalyvauja specializuotas PV, kurj

sudaro trys monomerai: Rad9, Hus1 ir Radl (Venclovas ir Thelen, 2000).
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Domenai

Pol Ill B monomeras 1 2 £
PCNA monomeras 1 2
E. coli Pol Ill 3 Zmogaus PCNA

1.3 pav. PCNA ir  subvieneto domeninés organizacijos palyginimas.

Procesyvumo veiksniai sgveikauja su DNR ir baltymais. Sgveika su DNR
yra nespecifiné (1.4 pav.). Vidin¢je Ziedo dalyje daugiau teigiamai jkrauty a-r.,
o zZiedo iSor¢je — neigiamy. Manoma, kad teigiamas kriivis stabilizuoja saveika
su DNR (Kelman ir O'Donnell, 1995). PrieSingy kruviy santykis lemia maza
lasteliniy PV izoelektrinj taska (pvz., PCNA - 4,5 (Delhon, Tulman et al.,
2000)).
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1.4 pav. B subvieneto sgveika su DNR. (A) B subvieneto struktiira kartu su DNR
(PDB kodas: 3bep). (B) AminoriigStys, dalyvaujancios saveikoje, ir kontakty ilgiai
(A) (saveikaujancios a-r. pateiktos pagal (Georgescu, Kim et al., 2008)).

PV su kitais baltymai dazniausiai sgveikauja per iSorin¢je Ziedo dalyje
esancig hidrofobing kiSene (1.5 pav.). Geriausiai iStirtas eukariotiniy baltymy
sgveikos su PCNA motyvas. Jis dar vadinamas PIP (PCNA-interacting peptide
— su PCNA saveikaujantis baltymas) sritimi. Ji daZnai biina baltymo C-gale ir
yra sudaryta i§ a-r. — Qxx(M/L/D)xxF(Y/F) (Bruning ir Shamoo, 2004). PIP
nepolinés liekanos, formuojancios 310 o spirale, lyg kiStukas jsitvirtina

hidrofobiniame lizde (1.5 pav., B).

(chain B) kompleksas (PDB kodas: laxc). Molekulés nudaZytos vaivorykstés
spalvomis (N-galas — melyna, C-galas — raudona). (B) Zmogaus PCNA hidrofobiné
kiSené ir joje esantis p66 baltymo C-galo fragmentas (PDB kodas: 1u76).
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Virusai pasizymi didele PV jvairove. T4 fago ir herpes virusy PV
struktiiriSkai pana$iis ] lgsteliniy organizmy PV (Wiederstein, Gruber et al.,
2014). T4 gp45 formuoja Zieda, o herpes virusy UL42 ir UL44 veikia
atitinkamai kaip monomeras ir homodimeras (Lentele¢ 1.2). UL42 ir UL44
budingas padidéjes teigiamas kriivis saveikos su DNR puséje (Appleton,
Loregian et al., 2004). Raupy virusy polimerazés procesyvumg uZtikrina
kompleksas sudarytas 1§ uracil-DNR glikozilazes ir A20 baltymo. Deja, pilna
A20 struktiira ir domeniné organizacija neZinoma (Contesto-Richefeu,
Tarbouriech et al., 2014). T7 fagas kaip procesyvumo faktoriy naudoja E. coli
tioredoksing. Sis baltymas jungiasi prie polimerazés nyki¢io subdomeno ir
manoma, kad uZzlinksta ant DNR, neleisdamas jai disocijuoti (Akabayov,

Akabayov et al., 2010).

Lentelé 1.2 Procesyvumo veiksniy jvairoveé ir sagvybés.

Procesyvumo Organizmas 4'iné struktioira Saveikos su PV

veiksnys motyvas*

PCNA Eukariotai,  archéjos, | homotrimeras Qxx(M/L/D)xxF(Y/F)"
kai kurie virusai

Pollll B Bakterijos homodimeras Qxxhh”

GP45 T4 fagas homotrimeras SI_JDFQ3

UL42 Zmogaus herpes | monomeras RLRTAGFGAVGA®
virusas 1

UL44 Zmogaus herpes | homodimeras I_JEPAELPXSVKA5
virusas 5

BMRF1 Zmogaus herpes | ? ?
virusas 7

PCNA123 Crenarchaea heterotrimeras Qxxhxng’

Rad9-Hus1-Rad1 Eukariotai heterotrimeras n.d.

*x — bet kokia a-r., h — hidrofobiné a-r., a — aromatiné a-r., pabrauktos a-r. sudaro
hidrofobinj , kiStukg*
1(Zhuang ir Ai, 2010); 2(Dalrymple, Kongsuwan et al., 2001); 3(Berdis, Soumillion et
al., 1996); 4(Zuccola, Filman et al., 2000); 5(Appleton, Brooks et al., 2006);
6(Imamura, Fukunaga et al., 2007)

Ziedo uzkélimo kompleksai. Lasteliniy organizmy ir T4 fagy
procesyvumo veiksniai formuoja Zieda. Siy PV uzkélimui ant DNR
naudojamas pentamerinis baltymas — Ziedo uzkélimo kompleksas (ZUK). ZUK

subvienetai turi ATP suriSimo ir hidrolizés motyvus bei priklauso AAA+

ATPaziy Seimai (Iyer, Leipe et al., 2004). ZUK reikia prisijungti ATP, kad
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galéty jungtis su PV ir DNR (1.6 pav.) (Kelch, Makino et al., 2012).

Hidrolizavus ATP ZUK disocijuoja, o jo vieta uzima DNR polimerazé.
Ziedo uzkélimo
kompleksas

s 3
V/ADP) [ /
”\/ — R

ATP ) =

O o
=~
1l I s

Procesyvumo 3
veiksnys

{

DNR polimeraze

1.6 pav. Procesyvumo veiksnio uzkélimo mechanizmas (adaptuota i§ (Kelch, Makino
etal., 2012)).

ZUK sudarytas i§ keturiy tarpusavyje panasiy mazyjy ir vieno didZiojo
subvieneto (eukariotuose — RFCI1, arch¢jose — RFCL) (1.7 pav.). ZUK
subvienetams (iSskyrus T4 gp62) bidinga trijy domeny organizacija.
Subvienetai tarpusavyje jungiasi per apykaklés domeng. Domenai I ir II sudaro
AAA+ modulj. Procesyvumo veiksnys saveikauja su ZUK subvienety, esanéiy

A, Cir E pozicijose (1.7 pav.), pirmu domenu.

Apykakle

AAA+
modulis

domenas Il

domenas |
Bakterijy Eukarioty T4 fago
1.7 pav. Ziedo uzkélimo kompleksy jvairové, sandara ir subvienety domeniné
organizacija (adaptuota i§ (Kelch, Makino et al., 2012)).
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1.2.2. Helikazés

Visos helikazés turi RecA arba AAA+ NTP suriSantj domeng, kuriam
budinga penkiy lygiagreCiy B juosty lakStas, apsuptas a spiraliy (Singleton,
Dillingham et al., 2007). Helikazés pagal tarpusavio panasumg skirstomos j
SeSias superSeimas (Lentele 1.3, SF(1-6)). Pirmos ir antros superSeimos
baltymai daZniausiai turi du sujungtus RecA domenus ir veikia kaip
monomerai arba dimerai (Fairman-Williams, Guenther et al., 2010). SF3-6
Seimy atstovai daZnai formuoja heksamerinius Ziedus. SF3 ir SF6 Seimos turi
AAA+ domeng, o SF4 ir SF5 — RecA (Singleton, Dillingham et al., 2007).
Replikaciniy helikaziy yra visose Seimose, i§skyrus penkta. Siai superSeimai

priklauso bakterijy transkripcijos veiksnys rho.

Lentelé 1.3 Helikaziy jvairové ir savybés.

SupersSeima | Judéjimo Tipiski atstovai arba ju grupés | NTPazés | 4'iné struktiira
kryptis domenai
SF1 3’-5" (SF1A); | HerpesULS/RecD/Pif1/Dda; 2xRecA (mono/di)merai

5’-3’ (SFI1B) Rep/UrvD; Upfl-like

SF2 3’5" (SF2A); | RecG; RecQ; Rad3/XPD; Ski2; | 2xRecA (mono/di)merai
5’-3’ (SF2B) T1R; Swi/Snf; RIG-I; DEAD-
box; DEAH/RHA; NS3/NPH-II

SF3 3-5 LTag; E1; Rep/NS1; Rep40 AAA+ heksamerai

SF4 5-3 DnaB; T7gp4; T4gp4l; RecA heksamerai
TWINKLE

SF5 5-3 rho RecA heksamerai

SF6 3.5 MCM, RuvB AAA+ heksamerai

SF1 ir SF2 superseimos. SF1 ir SF2 atstovai dalyvauja daugelyje DNR ir
RNR metabolizmo Zingsniy. Pagal seky panaSumg iSskiriamos trys SF1 ir net
desimt SF2 Seimy (Lentele¢ 1.3) (Fairman-Williams, Guenther et al., 2010).
Pirma ir antra helikaziy superSeimos struktiiriSkai panaSios. Jos neformuoja
ziedo bei turt du RecA domenus (Singleton, Dillingham et al., 2007). NTP
suriSimo ir hidrolizés motyvai (1.8 pav., Walker (A/B) ir arginino pirStas)

i1Ssidéste tarp RecA domeny (1.8 pav., 2A ir 1A) (Singleton, Dillingham et al.,
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2007). Sios helikazés dgDNR grandiniy atskyrimui naudoja specialig struktiira
— B segtuka (Buttner, Nehring et al., 2007). Papildomi domenai, jsiterpe ] RecA
domenus (pvz., 1.8 pav., 2B ir 1B) arba esantys jy galuose, lemia didele Siy
superSeimy baltymy atliekamy funkcijy jvairove (Fairman-Williams, Guenther

et al., 2010).

Argininog d Walker A
pirstas

1.8 pav. SF(1/2) helikaziy atstovo PcrA struktira (PDB kodas: 3pjr). Domenai
nuspalvinti skirtingomis spalvomis, ATP suri§imo ir hidrolizés motyvai bei ATP
pazymeéti juoda spalva.

SF1 ir SF2 superSeimose Zinomi tik keli replikaciniy helikaziy pavyzdZiai.
Eksperimentiniai tyrimai rodo, kad N15 ir PY54 fagy SF2 Seimos helikazés
(RepA) yra replikacinés (Mardanov, Strakhova et al.,, 2004; Ziegelin,
Tegtmeyer et al., 2005). Geriausiai iStirta yra herpes virusy pirmos
superSeimos replikaciné helikazé (ULS5). Ji yra gimininga mieliy Pifl ir
bakterijy RecD (Lentel¢ 1.3) (Hodgman, 1988). ULS kartu su baltymais ULS ir
ULS52 sudaro helikazés-praimazés kompleksg. ULS2 yra archejy-eukarioty
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praimaziy (AEP) superSeimos atstovas (Iyer, Koonin et al., 2005), o ULS
baltymas neturi katalizinio aktyvumo ir jo struktira bei domeniné organizacija
nezinomos (Muylaert, Zhao et al., 2012).

Heksamerinés helikazés. SF3-6 atstovai yra heksamerinés helikazés. SF4
ir SF6 superSeimy baltymai yra pagrindinés replikacinés helikazés visuose
lasteliniuose organizmuose (McGlynn, 2013). SF3-6 baltymams budinga tai,
kad jie formuoja heksamerinius Ziedus, o NTP jungiasi tarp subvienety
esancioje kiSen¢je (1.9 pav.). Pagrindiniai NTP suriSimo ir hidrolizés motyvai
i1Ssidéste gretimuose monomeruose (arginino pirStas viename, o Walker A ir
Walker B — kitame (1.9 pav)). Dvigrandés DNR iSvyniojimas vyksta
»traukiant® vieng 1§ grandziy per heksamerinio Ziedo centrg. Traukimg atlieka
B segtukai, kontaktuojantys su vgDNR (1.9 pav.). Pastaryjy konformacija kinta
priklausomai nuo NTP hidrolizés stadijos (Lyubimov, Strycharska et al.,

2011).

4 d
e

Prisijunges nukleotidas S 2 5 Walker B
Arginino pirstas Walker A

1.9 pav. Papilomos viruso (BPV-1) helikaz¢ (E1) (PDB kodas: 2gxa) (kairéje —
vaizdas i$ virSaus, deSin¢je — i§ Sono).

Heksamerinés helikazés tarpusavyje skiriasi savo NTPazés domenais bei
jud¢jimo ant vgDNR kryptimi (Lentelé 1.3). Bakterijy replikacin¢ helikaze
(DnaB), priklausanti ketvirtai superSeimai, turi RecA domeng bei juda 5'-3'
kryptimi, o eukarioty ir arch¢jy MCM baltymui (SF6 superSeima) bei
papilomos, poliomos ir raupy virusy replikacinéms helikazéms (SF3

superSeima) biidingas AAA+ domenas ir prieSinga judéjimo kryptis (Medagli
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ir Onesti, 2013). Zieda formuojan&ios helikazés uZséda ant vgeDNR pacios
(pvz., T7 fago gp4) arba naudoja specialius baltymus — helikazés uzkéelejus
(pvz., E. coli DnaC arba Cdc6/Orcl archéjose) (O'Shea ir Berger, 2014).
Replikacijos metu, helikazéms iSvyniojus dgDNR, vyksta pradmens sinteze.
Siam procesui reikia tikslaus helikazés ir praimazés veiksmy koordinavimo
(Patel, Pandey et al., 2011). Minéti baltymai sgveikauja tarpusavyje
bakterijose, o kai kuriuose faguose (T7, P4) ir NCLD virusuose — koduojami

vienoje polipeptidinéje grandingje (Iyer, Koonin et al., 2005).

1.2.3. Praimazés

DNR polimerazés sintetinti pradeda prijungdamos nukleotidg prie
hidroksilo funkcinés grupés. Lasteliniuose organizmuose ir daugelyje DNR
virusy naudojamas praimazeés susintetintos RNR 3'-OH galas. Praimazés, pagal
ju turimg katalizinj domena, skirstomos ] dvi superSeimas: archéjy-eukarioty
praimazés (AEP) ir topoizomerazés-praimazés domeno (Toprim) praimazés
(Lentele 1.4) (Aravind, Leipe et al., 1998; Iyer, Koonin et al., 2005). Sie
domenai struktiiriSkai nepanasus, bet jiems abiems biidingas aktyvusis centras
su konservatyviu DxD motyvu, naudojamu Mg>* suri§imui (Aravind, Leipe et
al., 1998; Iyer, Koonin et al., 2005).

Praimazés gali turéti jvairiy papildomy domeny ir daZnai biina aktyvios tik
kompleksuose su kitais baltymais (Lentele 1.4) (Kuchta ir Stengel, 2010).
Pavyzdziui, Toprim praimazés daznai turi Zn>* suri§imo domena, kuris jungiasi
prie DNR. Taip pat praimazés gali turéti jvairiy helikaziy superSeimy domeng
(Lentelé 1.4, T7, P4 fagai, raupy virusai). Archéjos ir eukariotai turi didjji
(PriL) ir maZajj (PriS) praimazés subvienetus. Eukariotuose i §j kompleksg dar
jeina DNR polimerazé¢ (Pola) ir p70 pagalbinis baltymas. Aktyvus bakterijy
praimazeés kompleksas susidaro tada, kai trys DnaG praimazés jungiasi su
heksamerine helikaze (DnaB) (Kuchta ir Stengel, 2010). Herpes virusuose
AEP praimaze (UL52) sudaro kompleksg su ULS helikaze bei UL8 baltymu
(Weller ir Coen, 2012).
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Lentelé 1.4 Praimaziy jvairové ir savybés

Atstovai Praimazés Aktyvus praimazés kompleksas | Sujungta su helikaze
domenas
T7 gp4 Toprim - + (SF4)
T4 gp61 Toprim gp61-gp4l
P4 o Toprim - + (SF3)
E. coli DnaG Toprim DnaG-DnaB
Archéjy PriS AEP PriS-PriL
Eukarioty PriS AEP PriS(p49)-PriL(p58)-Pola-p70
Raupy D5 AEP - + (SF3)
Herpes UL52 AEP UL52-UL5-ULS

1.2.4. Viengrande DNR suriSantys baltymai

DNR replikacijos metu susidaro ilgi viengrandés DNR (vgDNR)
fragmentai. Jiems apsaugoti nuo pazeidimy naudojami vgDNR suriSantys
baltymai — SSB (single-stranded DNA-binding). Siems baltymams daZniausiai
budingas vienas arba keli OB (oligonucleotide/oligosaccharide-binding —
sgveikaujantis su oligonukleotidais) domenai (Lentelé 1.5), prie kuriy jungiasi
vgDNR. OB domenai sudaryti i§ penkiy [ juosty statinaités, uzdengtos o
spirale (1.10 pav.) (Murzin, 1993). Bakterijy bei T4 ir T7 fagy SSB biidingas
rugstinis C-galas. Jis biitinas SSB jungimuisi su kitais replikacijos baltymais,
taip pat jis moduliuoja sgveikg su vgDNR (Marintcheva, Marintchev et al.,
2008).

C

o-spiralé

1.10 pav. Tipiskas OB domenas i§ archéjy aspartil-tRNR sintetazés (PDB kodas:
1b8a).
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Lasteliniy organizmy SSB baltymams (iSskyrus Thermoproteales archejy
SSB (Paytubi, McMahon et al., 2012)) irgi bidingas OB domenas. Minéti
baltymai tarpusavyje skiriasi OB-domeny kiekiu ir ketvirtine struktiira (Lentele
1.5). Pavyzdziui, E. coli SSB sudarytas i§ keturiy subvienety, turin¢iy po vieng
OB domeng, o eukariotams buidingas heterotrimerinis Rpa, turintis SeSis OB
domenus, i§ kuriy keturi sgveikauja su DNR (Lentele 1.5). Archéjy Rpa
budingas jvairus OB domeny kiekis ir ketvirtiné struktiira (Lentelé 1.5)
(Sarmiento, Long et al., 2014). Virusy SSB pasiZymi didele jvairove. Jiems
budingi tieck OB domenus turintys SSB (T4, T7, herpes virusy atvejai), tiek
SSB baltymai, kuriuose OB domeno néra arba nerasta (phi29, adeno, raupy,

bakulo virusai) (Lentelé 1.5).

Lentelé 1.5 VgDNR suriSanciy baltymy jvairové ir savybes.

Atstovai OB domeny kiekis | Ketvirtiné struktiira
monomere/komplekse

T7 gp2.5 2 homodimeras

T4 gp32 1 monomeras

phi29 Gp5 ? monomeras

Adeno DBP (E2A) - ?

Raupy I3 ? ?

Bakulo virusy LEF3 ? ?

Herpes ICP8 2 dimeras

Eukarioty Rpa 6 (keturi i§ jy — saveikai su | heterotrimeras (Rpa 70, 32 ir 14)
vgDNR

Sulfolobus solfataricus Rpa 1 monomeras

Pyrococcus Rpa 3 heterotrimeras (Rpa 31, 32, 14

Thermoproteales ThermoDBD | - dimeras

E. coli SSB 4 homotetrameras

1.2.5. Pradmenj pasalinantys baltymai

Lasteliniy organizmy genomas sudarytas i§ DNR, todél praimazés
susintetintas RNR pradmuo turi biti pasalintas. Sia funkcija atlieka pradmen;j
pasalinantys (PP) baltymai. Jie yra nukleazés, pradmenj Salinancios 5'-3'
kryptimi, bei katalizei naudojancios du metalo jonus, kuriuos suriSa
konservatyvios asparto arba glutamo rtigsties liekanos (Yang, 2011). Nepaisant

to, kad PP baltymai atlieka tg pat} darbg, jy struktiiros skirtingos. Pagal
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tarpusavio panaSumg iSskiriamos trys superSeimos. Joms priklauso jvairias
DNR/RNR metabolizmo funkcijas (DNR replikacija, rekombinacija,
reparacija, restrikcija-modifikacija, mRNR brendimas, RNR interferencija)
atlieckantys baltymai (Yang, 2011). DaZniausiai pradmenj paSalinantys
baltymai yra FEN superSeimos atstovai. Siai $eimai priklauso eukarioty ir
archéjy bei T4 ir T7 fagy pradmens paSalinimo baltymai (Lentele¢ 1.6).
Bakterijy DNR replikacijos metu pradmenj paSalina DNR polimerazé (Poll),
savyje turinti FEN domeng. RnaseH superSeimoje pradmens paSalinimo
funkcijg atlieka RNaseH(I/1) ir RNaseH(II/2) grupiy atstovai (Lentele 1.6)
(Yang, 2011; Makarova ir Koonin, 2013). Eukarioty RNaseH Zymimos
arabiSkais skaitmenimis, o prokarioty — romeéniSkais (Cerritelli ir Crouch,
2009). PD-(D/E)XK superseima pasizymi funkcijy jvairove. Joje iSskiriama net
121 grupé baltymy (Steczkiewicz, Muszewska et al., 2012). PD-(D/E)XK
superSeimos 5'-3' egzonukleazés vykdo lambda fago ir bakterijy DNR
rekombinacijg (Lentel¢ 1.6) (Yang, 2011). Zinoma, kad eukarioty Dna2 DNR
replikacijos metu paSalina ilgus RNR pradmenis (Kim, Kim et al., 2006).
Herpes virusy Sarminé egzonukleazé (UL12), kuriai nustatytas 5'-3' RNazés
aktyvumas (Knopf ir Weisshart, 1990), manoma, kad gali atlikti pradmens

pasalinimo funkcija (Boehmer ir Lehman, 1997).

Lentelé 1.6 Pradmenj pasalinanciy baltymy jvairové ir savybés.

SupersSeima Atstovai
FEN Archéjy-eukarioty FEN1, TAFEN, T7 gp6, E. coli DNA Poll
RNaseH Zmogaus RNaseH]1, bakterijy RNaseHI, HIV atvirkstiné transkriptazé, A.

fulgidus RNaseHII, bakterijy RNaseHII, HIV integraz¢, RuvC, UvrC,
P.furiosus argonautas

PD-(D/E)XK A fago egzonukleazé (Red rekombinazé), E. coli RecE, RecB, B. subtilis
AdnAB, Dna2, Herpes UL12

1.2.6. Ligazés

Pasalinus pradmenj lieka tarpas tarp gretimy 5'-fosforil ir 3'-hidroksil
grupiy. DNR ligazés fosfodiesteriniu rySiu sujungia minetas grupes. Pagal
naudojamg kofaktoriy igskiriami du DNR ligaziy tipai: NAD ir ATP. Sios dvi

ligaziy grupés yra tarpusavyje tolimai giminingos (Aravind ir Koonin, 1999).
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ATP ligazés dazniausiai sutinkamos archéjose ir eukariotuose (Ligl), o
bakterijy DNR replikacijai biitinos NAD ligazés (Leipe, Aravind et al., 1999).
DgDNR virusams biidingos abiejy grupiy DNR ligazés (Benarroch ir Shuman,
2006; Yutin ir Koonin, 2009). NAD ir ATP ligazés sgveikai su DNR daznai
turi papildomus domenus ir(arba) motyvus, pavyzdZiui, OB domeng, cinko
pirSty,  spiralé-segtukas-spiralé  (Helix-hairpin-Helix ~ (HhH)) motyvus
(Tomkinson, Vijayakumar et al., 2006).

1.2.7. Topoizomerazés

Replikacijos metu helikaze iSskiria dgDNR grandines, o prie$ replikacijos
Sakute esanti dgDNR susivynioja (didéja teigiama superspiralizacija). Del
dgDNR susivyniojimo atsiradusi jtampa gali létinti arba sustabdyti DNR
replikacijg. Itampg paSalina DNR topoizomerazés — fermentai, keic¢iantys DNR
topologija. Jie gali kirpti vieng arba abi DNR grandines, pridéti arba sumazinti
DNR siikiy skaiciy, tam darbui naudodami NTP energija arba ne. Taip pat
DNR topoizomerazés naudojamos iSskirti katenuotas DNR molekules,
susidariusias replikacijos arba rekombinacijos metu.

IA/ITA/IB, 1B ir IC topoizomerazés turi skirtingus DNR skélimo domenus
(Lentele 1.7), taCiau visoms joms budingas konservatyvus tirozinas
aktyviajame centre (Chen, Chan et al., 2013). Jis atlieka nukleofilo funkcija
DNR skelimo ir sujungimo reakcijose. Topoizomerazeés pagal DNR skélimo
pobudi skirstomos j dvi grupes: skeliancios vieng granding priklauso I grupei, o
skelianCios abi grandines — II (Lentelé 1.7). Visy grupiy (iSskyrus TA) atstovai
dalyvauja maZinant teigiamg superspiralizacija, susidaran¢ig DNR replikacijos

metu (Vos, Tretter et al., 2011).
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Lentelé 1.7 Topoizomeraziy jvairové ir savybeés.

o|7| &1 =g | g 1 z
ElE| £2 - s 3 g z
N ET = S @ c. =. - =
=. =g=1 o = < S ° =
“| X " & ® g g 3
= =8
)
I | A [ mono toprim/CAP | Mazina  neigiamg | Topo Topolll; Topo
superspiralizacija II(o/B) atvirkstiné (/TII/TIR);
DNR girazé | atvirkStine
DNR girazé
I | B [ mono IB/Int MaZina/didina Topo I Topo IB
neigiama/teigiamag
superspiralizacija
I | C [ mono NepanaSus | | MazZina/didina Topo V
kitas neigiama/teigiamag
topoizomera | superspiralizacija,
zes' DNR reparacija
IT | A | di/tetra | toprim/CAP | MaZina/didina Topo girazé Topo Iv;
neigiama/teigiamg 1I(a/B) girazé
superspiralizacija
II | B [ tetra toprim/CAP | Mazina/didina Top6(A/ | Topo VI
neigiama/teigiamag B)*
superspiralizacija

*tik augaluose

1(Taneja, Patel et al., 2006)
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2. METODAI

2.1. Pradiniai duomenys ir duomeny bazés

Nepasikartojan¢iy seky (non-redundant (,,nr*)) baltymy duomeny baze
parsiysta 1§ NCBI (,,ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/*). Dvigrandés DNR
virusy genomy sekos parsiystos 18:
,http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesHome.cgi?taxid=10239.
Virusy baltymai paimti 1§ genomy GenBank faily. Siekiant iSvengti geny
praradimo dé¢l nepilnai anotuoty genomy, visi genomai buvo nutransliuojami
SeSias rémeliais, naudojant programas Virtual Ribosome (Wernersson, 2006)
arba Bioperl (Stajich, Block et al., 2002). Visi anksCiau neanotuoti atviro
skaitymo rémeliai, ilgesni nei 60 a-r., buvo jtraukti j tolimesne¢ analiz¢. Virusai
1S Polydnaviridae Seimos nebuvo tirti, nes jiems biidinga netipiSka genomo
organizacija bei Zinoma, kad jie dalyvauja tik kaip vektoriai parazitiniy vapsvy

genomo pernasai (Federici ir Bigot, 2010).

2.2. Replikacijos baltymy paieska

Replikacijos baltymy paieSkai naudoti standartiniai profilio-sekos (pvz.,
PSI-BLAST (Altschul, Madden et al., 1997)) ir jautrus profilio-profilio (pvz.,
HHsearch (S6ding, 2005)) lyginimo metodai. Visy pirma, remiantis literatiiros
duomenimis, kiekvienai replikacijos baltymy grupei (DNR polimerazés ir jy
pagalbiniai baltymai (Ziedai ir jy uzkeléjai), viengrande DNR suriSantys
baltymai, DNR praimazes, helikazés, pradmens paSalinime dalyvaujancios
nukleazes, DNR ligazés bei topoizomerazés) atrinkti reprezentatyvis atstovai.
Siekiant papildyti reprezentatyviy atstovy sarasg, kiekvienai i§ jy atliktos seky
paieSkos su Jackhmmer (Eddy, 2011) arba PSI-BLAST programomis, o
atstovams su zZinomomis struktiromis alikta panaSiy strukttry paieSka Dali
serveryje (Holm ir Rosenstrom, 2010). Galiausiai, reprezentatyviis atstovai
buvo naudojami seky paieSkai per Pfam (Punta, Coggill et al., 2012), SCOP
(Murzin, Brenner et al., 1995) ir PDB (http://www.pdb.org/) duomeny bazes.
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Remiantis minéty paieSky rezultatais atrinkti Pfam, SCOP ir PDB replikaciniy
baltymy profiliai.

Naudojant reprezentatyvius replikaciniy baltymy atstovus, atliktos jy
homology paieSkos dgDNR virusy baltymy ir atviro skaitymo rémeliy
duomeny bazéje. Siam tikslui pasitelktos PSI-BLAST ir Jackhmmer
programos. Sekos profilis sugeneruotas iteruojant iki jo konvergencijos (tol,
kol nerandama naujy seky) ir naudojant grieZta naujy seky jtraukimo ribg (E-
value=0.001). Analizuojant paieSky rezultatus pildytas reprezentatyviy
replikacijos baltymy sgrasas bei sudarytas preliminarus dgDNR virusy
replikacijos baltymy saraSas, kuris veliau pildytas jautriy homology paiesky
rezultatais.

Jautri homology paieSka. Jautriai homology paieSkai buvo naudoti
profiliy lyginimo metodai: HHsearch (Soding, 2005) ir Condor
(http://mindaugas.ibt.lt/condor/). Sie metodai veikia dviem etapais. I§ pradziy
seky duomeny bazéje ieSkoma homology duotajai sekai. Duotoji seka ir sekos,
reikSmingai panasSios ] ja, iSlyginamos ir sukuriamas profilis. Seky profiliai
sudaryti visiems virusy baltymams vykdant dvi arba tris iteracijas per
nufiltruotas duomeny bazes (Lentelé 2.1). Antrame etape profiliai lyginami su
profiliais, sudarytais struktiry (PDB ir SCOP) bei baltymy Seimy (Pfam)
duomeny bazése esancioms sekoms. Tolimesnei analizei naudoti tie rezultatai,
kuriy panasumo ] replikaciniy baltymy profilius jver¢iai buvo geresni uz

reik§mingumo jvercio ribg (Lentelé 2.1).
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Lentelé 2.1 Jautrios homology paieskos metodai ir naudoti parametrai.

5 T2 E |8 |8 o = €= <
=3 s = B |& |8 = 8 = S 5
2| E° s | = £ = 5 = 3,
o < | wm 7 o T 5
2 T | F = = =
g §|&| g8 g = s
oy o | &2 S s S
2 Z § 5
2 = 2 2
HHsearch | HHblits | nr20 2 10,001 Pfam26/SCOP1.75/P | HHsearch | Tikimybeé=20
DB70_120616 %
Condor Jackhm | nr70 2 0,001 Pfam26/SCOP1,75/P | Condor E-value=10
mer DB70_130311
HHsearch | PSI- nr90 | 3 | 0,001 PDB70_2011/replika | HHsearch | Tikimybé=50
BLAST Z€s komponenty %
profiliai

2.3. Baltymy seky grupavimas

PaieSky metu rastos virusy potencialiy replikacijos baltymy sekos
sugrupuotos kartu su atitinkamomis replikaciniy baltymy grupémis naudojant
CLANS (Frickey ir Lupas, 2004) programg. CLANS seky tarpusavio
panasumas jvertinamas visoms grupuojamoms sekoms atliekant BLAST arba
PSI-BLAST paieskas. BLAST algoritmas naudotas tuomet, kada sekos
tarpusavyje buvo artimai giminingos. Stipriai divergavusioms sekoms grupuoti
buvo naudojamas CLANS su PSI-BLAST. IS pradziy, PSI-BLAST programa
sugeneruodavo profil] atlikdama, nuo dviejy iki SeSiy iteracijy su E-
value=0.001 jtraukimo riba, paieska per nr70 seky duomeny baze. Tuomet
profilis buvo naudojamas paieSkai per grupuojamy seky duomeny baz¢. Gautus
seky tarpusavio panasumo jver¢ius CLANS programa perskai¢iuodavo i P-
jvercius (P-value) atsizvelgdama ] sekos ilgj ir duomeny bazés dydj. Pagal
minétus jverCius sekos buvo iSdéstomos erdvéje. Analizuojant susidariusius

klasterius identifikuoti replikaciniy baltymy homologai.

29




2.4. Replikaciniy baltymy identifikavimas

Identifikuojant replikacijos baltymus arba esant keliems kandidatams j tam
tikrg replikaciniy baltymy grupe, atrenkant vienintelj kandidatg, vadovautasi
Siais kriterijais (maZz€jancio prioriteto tvarka):

1. Panasumas ] reprezentatyvius replikacijos baltymus (nustatyta i
HHsearch/Condor ir CLANS grupavimosi rezultaty). Esant
dvejonéms de¢l panaSumo, buvo papildomai leidZiama paieska
HHpred (Soding, Biegert et al., 2005) (PSI-BLAST, dvi iteracijos,
jtraukimo riba — 0.001 ir(arba) Jackhmmer paieSka) ir(arba)
GeneSilico (Kurowski ir Bujnicki, 2003) serveriuose.

2. Aktyviojo centro ir konservatyviy regiony (ne)buvimas (kiekvienai
replikacijos baltymy grupei sudaryti daugybiniai palyginiai).

3. Identifikuojamame baltyme yra kito replikacijos baltymo domenas
(pavyzdZziui, helikazes ir praimazes atvejis).

4. Genome néra kito baltymo atliekancio tg pacig funkcija.

5. Baltymas genome yra koduojamas replikacijos baltymy aplinkoje.

2.5. Papildomos homology paieskos

Tyrimo metu pastebéta, kad kuo didesnis genomas, tuo pilnesnis jo
replikacijos aparatas. Todél sudarius baltymy rinkinius buvo bandyta ieSkoti
ntrukstamy‘ replikaciniy baltymy dideliy genomy (vir§ 100 kbp) virusuose.
Naudojant CLANS programg sugrupuotos virusy proteomos ir jau
charakterizuoti 13steliniy organizmy bei jau identifikuoti virusiniai replikacijos
baltymai. Manyta, kad replikaciniy geny nerandama de¢l nejautraus seky
profilio, naudoto paieSkai. Profilio jautrumui padidinti reikia, kad ji sudaryty
daugiau seky, tode¢l nuspresta virusy seky profilius generuoti ieSkant homology
per duomeny baze, papildyta metagenominiais duomenimis (nr80_env_nr80),
naudojant keturias PSI-BLAST iteracijas. ReikSmingo panasumo ] jau Zinomus
replikacijos baltymus gali biiti nerandama tod¢l, kad buvo pasirinkta netinkama

pradiné seka profiliui generuoti. Todél nutarta profilio sudarymui naudoti jau
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anksciau rasty virusiniy replikacijos baltymy homologus. Sugrupavus virusy
proteomy ir replikacinius baltymus CLANS programa buvo identifikuoti
reikSmingi tarpusavio panaSumai ir papildytas virusy replikacijos baltymy

sgrasas.

2.6. Seky palyginiai

Daugybiniai seky palyginiai sudaryti naudojant MAFFT (Katoh ir
Standley, 2013) (pasirinktas L-INS-i parametras) arba MUSCLE (Edgar, 2004)
su standartiniais nustatymais. Jeigu lyginamos sekos tur¢jo homology, kuriy
struktiros yra Zinomos, tuomet daugybinio seky palyginio sudarymui naudotas
PROMALS3D (Pei, Kim et al., 2008) serveris. DaliLite serveris (Holm ir Park,
2000) buvo naudojamas sudaryti seky palyginiams uzklojant atitinkamy

baltymy struktiras.

2.7. Antrinés struktiiros ir nestruktiirizuoty regiony nustatymas

Baltymo antriné struktiira, esant Zinomai jo kristalinei struktirai,
suskaiciuota su DSSP (Joosten, te Beek et al., 2011). Genesilico metaserveriu
(Kurowski ir Bujnicki, 2003) buvo atliktas antrinés struktlros ir
nestruktirizuoty regiony nusakymas. Papildomai nestruktiirizuoti regionai
nustatyti PrDOS (Ishida ir Kinoshita, 2007) ir MetaDisorder3D (Kozlowski ir

Bujnicki, 2012) serveriais.

2.8. Genomy lyginimas ir genominés aplinkos analizé
Genomai iSlyginti ir geny aplinka nustatyta naudojant ACT (Artemis

Comparison Tool) programg (Carver, Rutherford et al., 2005).

2.9. Genomy grupavimas ir filtravimas
Virusy genomai sugrupuoti pagal jy genomy ir baltymy seky tarpusavio

panaSumg naudojant atitinkamai LAST (Frith, et al., 2010) ir CLANS
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programas. Grupiy pavadinimai sudaryti atsizvelgiant ] jy taksonoming
klasifikacijag. Grupeé virusy, nepriskirty jokiai Zemesnei taksonominei
kategorijai, buvo pavadinama pagal seniausiag sekvenuota jos atstova.
Pradiniame genomy rinkinyje buvo daug tarpusavyje panasiy genomy. Norint
gauti reprezentatyvesn¢ genomy imtj jie buvo tarpusavyje palyginti LAST ir
CLANS programomis ir atmesti tie, kuriy lokaltis nukleotidy seky panaSumai

buvo >70% arba kurie tur¢jo >70% homologisky baltymy.

2.10. Homologinis modeliavimas ir struktiiros analizé

Pradinis modelivojamos sekos (taikinio) ir jai giminingos struktiiros
(Sablono) palyginys sudarytas remiantis PSI-BLAST-ISS (Margelevicius ir
Venclovas, 2005), COMA (Margelevi¢ius, Laganeckas et al., 2010),
GeneSilico, I-TASSER (Roy, Kucukural et al., 2010), RaptorX (Kallberg,
Wang et al., 2012), pPGenTHREADER (Lobley, Sadowski et al., 2009), FFAS-
3D (Xu, Jaroszewski et al., 2013), HHpred (Soding, Biegert et al., 2005)
programy ir serveriy pateiktais palyginiais. Abejotini taikinio-Sablono
palyginio regionai pataisyti rankiniu budu iteratyvaus modeliavimo procediiros
(Venclovas ir Margelevicius, 2009) eigoje. 3D modelio sudarymui naudota
Modeller programa (Sali ir Blundell, 1993). Gauto modelio kokybé jvertinta
ProSA-web serveryje (Wiederstein ir Sippl, 2007) bei palyginta su kokybe
Sablono, naudoto modeliavimui, kurio trukstami struktiros regionai buvo
imodeliuoti prie§ vertinant kokybe. Modeliy a-r. konservatyvumas analizuotas
ConSurf serveriu (Ashkenazy, Erez et al., 2010) ant struktliros pavirSiaus

uzklojant sekos pozicijy konservatyvumo jvercius, gautus i§ daugybiniy seky

palyginiy.

2.11. Elektrostatiniy savybiu analizé
Sekos teorinio izoelektrinio tasko (pI) skaiCiavimai atlikti programa
Isoelectric point 1§ EMBOSS programy paketo (Rice, Longden et al., 2000).

Pries skaiCiuojant pl nekonservatyviis seky N ir C galai buvo pasalinti.
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PavirSiaus elektrostatinio potencialo Zemélapiai suskaiCiuoti APBS programa
(Baker, Sept et al., 2001), kuri yra PyMol programos (Schrodinger, 2010)
iskiepis. Prie§ pradedant skaiciavimus i§ PDB struktiiry pasalinti visi hetero
atomy ir vandens molekuliy jrasai. Modeliy ir PDB struktiiros paruostos

naudojant PDB2PQR (Dolinsky, Nielsen et al., 2004) su Amber jégy lauku.

33



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

DgDNR virusy replikacijos baltymy tyrimas vyko dviem etapais. IS
pradziy buvo tirtos DNR replikazés. Nustatytas rySys tarp genomo dydZzio ir
replikazés komponenty (ne)buvimo genome. Si jZvalga jgalino atidZiau
iSanalizuoti vienus i§ didZiausiy phiKZ fagy ir juose naujai rasti DNR
polimerazes. Kadangi DNR replikacijoje dalyvauja ne tik replikazeés
komponentai, bet ir DNR praimazées, helikazés, pradmens paSalinime
dalyvaujancios nukleazés, DNR ligazés bei topoizomerazés, todel
tolimesniame etape nusprgsta tyrimg papildyti minétais virusy DNR
replikacijos baltymais. Pastarojo tyrimo eigoje naujai rasti SSB baltymai
NCLD virusuose, nustatytas raupy viruso SSB (I3) panaSumas i E. coli SmpB,
paaiskeéjo, kad herpes virusy helikazés-praimazés komponentas ULS yra
inaktyvuota B-Seimos DNR polimeraze¢, o helikazés yra daZniausias virusy

replikacijos baltymas.

3.1. DNR replikaziy analizé
Analizuojant gausig informacijg, esancig dvigrandés DNR virusy genomy
ir baltymy duomeny bazése, buvo tirta Siy organizmy replikaziy jvairove, jy

savybes, taksonominis paplitimas bei sgsajos su genomo dydZziu.

3.1.1. DNR replikazés komponentai ir genomo dydis

Pradiniame Sio darbo etape buvo tirtos dgDNR virusy replikazés. DNR
replikazés komponenty ieSkota 808 sekvenuotuose dgDNR virusy genomuose.
57% visy jJy priklausé bakteriofagams, 39% - eukarioty ir tik 4% — archéjy
virusams. Genomuose buvo ieSkoma DNR polimeraziy, procesyvumo veiksniy
ir jy uzkeléjy homology. Beveik pusé tirty virusy turé¢jo DNR polimeraze.
PhiKZ faguose ji buvo rasta pirma kartg (Zr. priedg). Procesyvumo veiksniy
homologus turéjo Zymiai maZiau virusy (<20%). Sie baltymai naujai rasti Ma-
LMMO1 fage ir Ascoviridae $eimoje. Ziedus formuojantys procesyvumo

veiksniai (PCNA, polllIB, gp45) naudoja pentamerinius uzkeéléjus. Kaip ir
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galima buvo tikétis, pastarieji buvo rasti tik virusuose, turiniuose
procesyvumo veiksnj. Jdomu tai, kad ne visi virusai turintys PCNA ar polllIf
homologus tur¢jo baltymus, reikalingus jy uzkéelimui ant DNR.

Tyrimo rezultatai atskleidé didele dgDNR virusy replikazés komponenty ir
ju kombinacijy jvairove. DgDNR virusy replikaziy jvairové yra didesné nei
visuose lgsteliniuose organizmuose kartu sudéjus ir i§ pirmo Zvilgsnio atrodo
atsitiktiné. Nepaisant didelés virusy jvairovés, pavyko rasti aiSkius
désningumus (3.1 pav.). ISdéscius virusy taksonomines grupes pagal jy vidutinj
genomo dydj nustatyta, kad maziausiy genomy (<40 kbp) virusai neturi DNR
polimeraziy arba turi DNR polimerazes, pradmeniu naudojancias baltyma
(PolBp). Didesni virusai (40-140 kbp) daZniau turi nuosavas DNR
polimerazes. Jos dazniausiai priklauso A, re¢iau — B ir C Seimoms. DidZiausiy
genomy (>140 kbp) virusai visada turi DNR polimerazes (daZniausiai B
Seimos), daznai koduoja procesyvumo veiksnius ir kartais netgi Ziedo

uzkéléjus.
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Taksonas/Virusas DNR pol. Procesyvumo veiksnys Ziedo uzkéléjas

Mimiviridae PolBr PCNA SxRFC

Marseillevirus PolBr PCNA

Nimaviridae PolBr

Phycodnaviridae PolBr PCNA 5XxRFC/RFCL/-

PhiKZ-like phages PolBr

Ralstonia phage RSL1 PolA PolllIp Polllly ‘
Alloherpesviridae PolBr

Malacoherpesviridae PolBr

Poxviridae PolBr A20+(D4/-)
_
T4-like phages PolBr gpd4-+gp62

Asfarviridae PolBr PCNA

Microcystis phage Ma-LMM01 PolA PolllIp Polllly

Herpesviridae PolBr UL42/UL44/BMRF1

Ascoviridae PolBr PCNA/-

Hytrosaviridae PolBr
—
Nudivirus PolBr

Iridoviridae PolBr PCNA

Baculoviridae PolBr

Rhodothermus phage RM378 PolBr

T5-like phages PolA

Halovirus HF(1/2) PolBr |
Bicaudaviridae
_
L5-like phages PolA

Lambda-like phages

T7-like phages PolA thioredoxin |
Beepl-like phages PolA ;
phiKMV-like phages PolA |
Lipothrixviridae ‘ i
Adenoviridae PolBp
P2-like phages

Rudiviridae e
Globuloviridae

Ampullaviridae PolBp B]
Phi29-like phages PolBp

Fuselloviridae

Salterprovirus PolBp

Tectiviridae PolBp

Papillomaviridae
Polyomaviridae

Genomo dydis (kbp)

3.1 pav. DgDNR virusy replikaziy komponentai. Virusy taksonominés grupés
iSdéstytos pagal jy genomo vidurkj. DNR pol., DNR polimerazés tipas; PolA, A
Seima; PolBr, B Seimos DNR polimerazés, pradmeniu naudojanc¢ios RNR; PolBp, B
Seimos DNR polimerazés, pradmeniu naudojancios baltymg; PolC, C Seima.
Spalvinimo schema: balta, nerasta DNR polimeraziy; Zalia, PolBp; geltona, PolA;
pilka PolBr; roziné, PolC. Naujai rasti replikazés komponentai vaizduojami raudonu
Sriftu. NetipiSki procesyvumo veiksniai — pabraukti. Minus Zenklas Zymi tai, kad ne
visi grupés nariai turi tam tikrg komponentg. Paklaidy réziai Zymi standartinj
nuokrypj nuo genomo dydZio vidurkio.

Virusy taksonominiy grupiy reprezentatyvumas gali stipriai skirtis. Be to,
kai kurie taksonai labai varijuoja savo genomo dydZiu. Tode¢l tolimesniame
tyrimo etape buvo nuspresta patikrinti ar nustatytos tendencijos priklauso nuo
taksonomines klasifikacijos ar yra bendresnés. Virusy genomai buvo iSdéstyti

pagal dydj. Replikazés komponenty daZnius ir genomo dydj suvidurkinus 40
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genomy judanciu langu, nubraizytas grafikas (3.2 pav.). Siekiant sumaZinti
imties paklaidg, analizei naudoti genomai tarpusavyje palyginti ir atrinkti tik
maziau nei 70% tarpusavyje panaSiis. Rezultatai parodé jau anks€iau minéta
genomo dydzio ir replikazés komponenty rysj. Taigi, paaiskéjo, kad stebimi

désningumai yra bendri, o ne atsirad¢ dél taksonominés virusy klasifikacijos.

1 250
= = Genomo dydis /f
09— —— Visi DNR pol. tipai 1
PolA I/ /
0.8 +— POpr —t+200
PolBr / /
07— {—— PolC AN
—— Procesyvumo veiksniai / 4 =
7 e
0.6 150 =4
A g 2
>5 0 / '?\
NO0.: i/ o
)] / =]
047 r's 100 g
/ 5
0. Z; o
Fd
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0.2 — , - 50
0.1 = = ] S , T \_[
0 TP OO 0
20 216
mazas Genomai isdéstyti pagal dydj (vidurkinimo langas - 40) didelis

3.2 pav. DgDNR virusy DNR replikazés komponenty daznumas ir genomo dydis. X
aSis — genomai iSdéstyti pagal dydj; pagrindiné Y aSis (kairéje) — nustatyti DNR
replikazés komponenty dazniai genomuose. Genomo dydis ir replikazés komponenty
dazniai suvidurkinti naudojant 40 genomy langa, judant] vieno genomo Zingsniu.
Santrumpos kaip ir 3.1 pav.

Nustatytas genomo dydzio ir DNR replikaziy buvimo jame ir jy tipo
désningumas (3.1 ir 3.2 pav.) tur¢jo iSimc¢iy. Idomu tai, kad dideliy genomy
virusai naudoja tik savo DNR polimerazes, tuo tarpu, ne visi jy turi
procesyvumo veiksnius ir jy uZzkeléjus. Kaip uZtikrinamas replikazeés
procesyvumas minétais atvejais? Norint atsakyti j §j klausimg bei apzvelgti
dgDNR virusy replikaziy baltymus buvo atlikta virusy DNR polimeraziy,

procesyvumo veiksniy ir jy uzkelimo kompleksy seky ir struktiiry analize.
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3.1.2. DNR polimerazés

Pagrindinés DNR polimeraziy grupés. [Sanalizavus 808 virusy genomus,
DNR polimerazés buvo rastos 415 atvejais. Nustatyta, kad dauguma (255)
DNR polimeraziy priklauso B Seimai, reCiau — A (132), ir labai retai (28) — C
Seimai. Archéjoms biidingy D Seimos polimeraziy virusuose nerasta. B Seimos
atstovai yra biidingi visy trijy gyvybés domeny virusams, o A ir C atstovus turi
tik bakteriofagai. DidZiausia baltymy jvairové yra B Seimoje, o jai tolimai
giminingoje A Seimoje baltymai yra tarpusavyje panaSesni (3.3 pav.).

Pastarosioms negiminingoje C Seimoje baltymai jvairove nepasiZymejo.

o
—é : //
. .
RolBpFpages Fo Polilphages.,
i) ;

PolBrCore . P P %
- @
A

le05 ~rwmmmmm== 0.0

3.3 pav. A ir B Seimy DNR polimerazés sugrupuotos pagal seky tarpusavio
panaSumg. Taskai Zymi sekas. Linijomis sujungtos sekos, kuriy reikSmingumo jvertis
(P-value) <le-05. Linijy spalvy skal¢ pateikta apatiniame deSiniajame kampe
(Sviesios ir ilgos linijos jungia tolimai giminingas sekas). A Seimos polimerazés
nuspalvintos oranZiniais atspalviais; PolBp, Zaliais atspalviais; PolBr, pilkais
atspalviais; lasteliniy organizmy DNR polimerazés pateiktos baltu Sriftu. Naujai
rastos DNR polimerazés apvestos raudona elipse. ArchVir, archéjy virusai; Adeno,
Adenoviridae; gr., grup¢; PhiKZ, phiKZ-like fagai; Pfu, Pyrococcus furiosus; Sce,
Saccharomyces cerevisiae; Taq, Thermus aquaticus.

Pagal seky panasSumg galima iSskirti tris B Seimos polimeraziy grupes.

Pirmaja grupe sudaro DNR polimerazes, pradmeniu naudojancios baltyma (3.3
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pav., PolBp). Kitoms dviems grupéms priklauso polimerazés, pradmeniu
naudojancios RNR (PolBr). PolBp klaster] sudaro tarpusavyje panasiis adeno
virusy (PolBpAdeno) ir joms giminingi, bet jvairesni fagy (PolBpPhages) ir
arch¢jy virusy (PolBpArchVir) baltymai. Didziausiam PolBr klasteriui
priklauso dauguma virusy B Seimos DNR polimeraziy (PolBrCore) ir nedidelg,
bet specifiné fagy PolBr grupelé¢ (Polllphages). PolBrCore grupei priklauso
detaliai iStirtos T4 fago ir herpes virusy polimerazés. Jos rodo didel; panaSuma
1 eukarioty ir archéjy B Seimos atstovus (3.3 pav., ScePol, PfuPol). Polllphages
grupé¢ 1S kity B Seimos polimeraziy iSsiskiria jos aktyviajame centre esanciu
,NTDG* motyvu bei panaSumu | E. coli Polll. Mazas antrasis PolBr klasteris
(PolBrPhiKZ) sudarytas 1S naujai Siame tyrime rasty B Seimos DNR
polimeraziy.

PhiKZ-like fagy genomai yra beveik du kartus didesni nei T4 fago
(palyginimui, 201phi2-1 — 317 kbp, T4 — 169 kbp), taciau iki Siol DNR
polimeraziy juose nebuvo rasta (Mesyanzhinov, Robben et al., 2002; Hertveldt,
Lavigne et al., 2005; Thomas, Rolando et al., 2008). Replikazés komponenty ir
genomo dydZio priklausomybés tyrimas parode, kad didZiausi virusai turi
nuosavas DNR polimerazes. Vienintele iSimtis buvo PhiKZ-like fagai. Todél
biutent jy genomai buvo kruops€iai iSanalizuoti. Taikant standartinius
homology paieskos metodus (BLAST, RPS-BLAST ir PSI-BLAST) nepavyko
rasti reikSmingo panaSumo tarp phiKZ-like fagy baltymy ir charakterizuoty
DNR polimeraziy. PanaSumas nustatytas tik pritaikius jautrius profiliy
lyginimo metodus. HHsearch programa (Soding, 2005) nustate Pseudomonas
phage EL baltymo (gi: 82700954) panasumg | RB69 (T4-like) fago DNR
polimerazg (gp43) su aukSta 89% tikimybe. COMA serveris rado to pacio
baltymo panasumg j Thermococcus sp. B Seimos polimeraze su geriausiu
jver¢iu (E-value=4e-07). Numanoma fago EL DNR polimerazé bei jos
homologai 1§ PhiKZ-like fagy turi visus B Seimos DNR polimerazéms
budingus domenus, i§skyrus 3'-5' egzonukleazg. Jdomu, kad baltymas, turintis
3'-5' egzonukleazés aktyvumg, jau buvo rastas Siuose virusuose (Thomas,

Rolando et al., 2008). Taigi, panasu, kad minéti du aktyvumai PhiKZ-like
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faguose koduojami skirtinguose polipeptiduose (3.4 pav.). PhiKZ-like virusy
numanomy DNR polimeraziy konservatyviy motyvy analiz¢ parodée, kad joms
budingos katalizei biitinos liekanos (3.4 pav.). Kaip ir RB69 gp43 DNR
polimerazei, phiKZ polimerazéms yra budingi konservatyviis aspartatai, kurie

naudojami metalo jony suriSimui (3.4 pav., B ir C).

700

A 1
EL “ 3-5'exo- [
re69 Il 3-5' exo- |
1

B EL_PolB_82700954 225- LQF RDL 1 (157 )NVM AC | -404
201phi2-1_PolB_189490242 226 - AN I LKLL(168 )\AAVI TMF M 416
phiKZ_PolB_29134986 240 - MELI (170 )AAVI TMF L 432
RB69_gp43_lig9A 407 - VM FDLTSL(200)FVLYG -629

template

3.4 pav. RB69 ir PhiKZ fagy DNR pohmerazu; palyginimas. (A) Pseudomonas
phage EL 3'-5' egzonukleazés (gi: 82700984) bei DNR polimerazes ir RB69 fago
DNR polimerazés domeninés organizacijos palyginimas. N, N-galas; P, delnas
(palm); F, pirstai (fingers); T, nykstys (thumb). Zvaigzduté Zymi polimerazés aktyvyji
centrg (D229 ir D398). (B) DNR polimeraziy aktyviojo centro palyginys. Sekos
pavadinimas sudarytas i§ fago akronimo, baltymo pavadinimo ir jo gi numerio (PDB
kodo RB69 fago atveju). (C) Pseudomonas phage EL DNR polimerazés aktyviojo
centro modelis su DNR ir jeinan¢iu dTTP sudarytas Sablonu naudojant RB69 DNR
polimerazés kristaline struktirg (PDB kodas: 1ig9). Aktyviojo centro aspartaty
liekanos vaizduojamos roZinémis lazdelémis, metalo jonai — Zaliomis sferomis.

Daznai DNR polimerazés su procesyvumo veiksniais sgveikauja per
trumpa C-gale esant] motyvg (Dalrymple, Kongsuwan et al., 2001). PanaSy
motyva (pvz., 201phi2-1 fago atveju — ,,TRLISDFY* (pagrindinés hidrofobinés

pozicijos pabrauktos)) savo C-gale tur¢jo ir phiKZ DNR polimerazés. Taciau
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funkcin¢é Sio motyvo svarba néra aiSki, nes viename i§ phiKZ-like virusy jo
aromatings a-r. yra pakeistos j hidrofilines. Be to procesyvumo veiksniai Siuose
virusuose nebuvo rasti. Taciau gali buti, kad jie yra stipriai divergave.

A Seimos polimerazés sudaro tris grupes. DidZiausia jvairové stebima
PolAgrl grupéje, i kurig patenka phiKMV, L5, N4, T5, SPO1, RSLI ir Ma-
LMMOI1 fagy baltymai. Jdomu tai, kad SPO1 DNR polimerazé savo N-gale turi
papildomg uracil-DNR glikozilazés (UDG) domeng. Manoma, kad jis galéty
veikti kaip procesyvumo veiksnys (Weigel ir Seitz, 2006). Analizé rodo, kad
TS5 fago DNR polimeraze, kuri yra labai procesyvi (Andraos, Tabor et al.,
2004), taip pat turi ]| UDG panaSy domeng savo N-gale. Tikimybe, kad UDG
domenas gali atlikti vidinio procesyvumo veiksnio funkcija, sustiprina raupy
virusy pavyzdys. Zinoma, kad raupy virusy procesyvumo veiksnys sudarytas i3
UDG (D4) ir A20 baltymo (Druck Shudofsky, Silverman et al., 2010). Antra ir
tre¢ia A Seimos baltymy grupés yra sudarytos atitinkamai 1§ T7-like ir Beepl-
like virusy baltymy.

Virusy C Seimos DNR polimerazéms yra budinga E. coli polllla domening
organizacija (Lamers, Georgescu et al., 2006). Virusy PolC seky
konservatyvumas prasideda nuo N-galo PHP domeno, apima polimerazés
aktyvyji centrg ir baigiasi uz ,,pirSty” subdomeno. Tikétina, kad virusy polllla
homologai savo C-gale turi kitokiy nei polllla struktiriniy domeny. Geriausiai
iSsilygino E. coli polllla ir Bacillus phage 0305phi8-36 DNR polimerazés (gi:
154622917) C-galai. Be to §i polimeraze turi sekos motyva (1131-EEDLL-
1135), kuris iSsilygina su E. coli polllla motyvu (920-QADMEF-924)
sgveikaujanCiu su E. coli procesyvumo veiksniu (pollllf). Bacillus phage
0305phi8-36 yra vienintelis virusas, kuriame rasta C Seimos DNR polimeraze
ir polllIB procesyvumo veiksnys (gi: 154622720), todél tikétina, kad Sie du
komponentai veikia drauge.

PolBrCore polimeraziy pogrupiai. Naudojant grieZtesn¢ seky
klasterizavimo procediira (CLANS programa atliekant BLAST, o ne PSI-
BLAST seky paieskas) buvo iSskirti PolBrCore polimeraziy pogrupiai (pav.
3.5). Kadangi PolBrCore daugiausia sudaro dideliy genomy virusy PolBr
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sekos, analizuojant necharakterizuoty PolBrCore pogrupiy atstovus, tikétasi
geriau suprasti kaip Sie virusai uZtikrina savo DNR replikacijos procesyvuma.
Zinoma, kad T4-like fagy ir herpes virusy DNR polimerazés saveikai su
procesyvumo veiksniu naudoja savo C-galg (Dalrymple, Kongsuwan et al.,
2001). Todel buvo nuspresta paieSkoti sgveikos su procesyvumo veiksniu
motyvy PolBrCore pogrupiuose. Su PCNA saveikaujantis motyvas buvo rastas
phycodna virusy polimeraziy C-galuose (konsensuso seka: QxxIxxFF, kur x
yra bet kokia a-r.). Kity DNR polimeraziy subgrupiy atvejais minéti sgveikos
motyvai nebuvo rasti. IStyrus PolBrCore subgrupiy domening organizacija,
trijose  divergavusiose  grupése  (pav. 3.5,  Malacoherpesviridae,
Alloherpesviridae ir Nimaviridae Seimos) nustatyti papildomi sekos regionai,
nebiidingi charakterizuotiems PolB atstovams. Deja, nepavyko Siuose
regionuose identifikuoti domeny, taciau pats jy buvimas rodo, kad Sios
polimerazes galbut ,iSrado* naujy biudy dideliy genomy replikacijos

procesyvumui uztikrinti.
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3.5 pav.. PolBrCore klasterio pogrupiai. Sekos, priklausancios tam pa¢iam pogrupiui,
nuspalvintos vienodai. Pogrupiy santrumpos: Alloherpes — Alloherpesviridae, Asco —
Ascoviridae, Asfar — Asfarviridae, Baculo — Baculoviridae, Herpes — Herpesviridae,
HF1 — Halovirus HF1, Hytrosa — Hytrosaviridae, Irido — Iridoviridae, Malacoherpes
— Malacoherpesviridae, Mars — Marseillevirus, Mimi — Mimiviridae, Nima -
Nimaviridae, Nudi — Nudiviruses, Phycodna — Phycodnaviridae, Pox — Poxviridae,
RM378 — Rhodothermus phage RM378, T4-like — T4-like fagai.

3.1.1. Procesyvumo veiksniai

Ivairové ir taksonominis pasiskirstymas. Virusy genomuose buvo
ieSkoma charakterizuoty lasteliniy (PCNA ir polllIB) bei virusiniy (gp45,
UL42, UL44 ir BMRF1) procesyvumo veiksniy (PV) homology. Analizes
metu naujai rasti ] procesyvumo veiksnius reikSmingai panaSiis baltymai:
PCNA homologas Ascoviridae Seimoje ir polllIp Ma-LMMO1 fage. Visi rasti
baltymai buvo papildyti charakterizuotais lasteliniy organizmy procesyvumo
veiksniais ir suklasterizuoti (3.6 pav.). Kaip ir DNR polimeraziy atveju, virusy
procesyvumo veiksniy jvairove yra didesné nei lgsteliniy organizmy atitinkamy
baltymy. PolllIB homologai rasti tik faguose, o visi PCNA homologai (i§skyrus
PhiChl ir bakulo virusy baltymus) nustatyti NCLD virusy grup¢je (3.1 pav.).
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Irido virusy, infekuojanciy Saltakraujus stuburinius, PCNA formuoja atskirg
grupe (3.6 pav., CBvertlrido). PCNA ir polllIf tolimi homologai — gp45 ir
UL42, sudaro kompaktiSkas grupes. Gp45 grupei priklauso T4-like fagy, o
UL42 — herpes virusy procesyvumo veiksniai. Pastarosios grupés turi
strukturiSkai charakterizuoty atstovy (Moarefi, Jeruzalmi et al., 2000; Zuccola,
Filman et al., 2000). Trys divergavusios procesyvumo veiksniy grupés (UL44,
BMREF]1 ir G8R) nepavaizduotos klasteryje, nes grupavimo metu nebuvo rasta
panaSumo tarp jy ir kity baltymy grupiy. Vis d¢lto, yra Zinoma, kad UL44 ir
BMRF1 yra strukttriSskai panasts j UL42 ir kitus DNR procesyvumo veiksnius
(Appleton, Loregian et al., 2004; Murayama, Nakayama et al., 2009). G8R yra
tolimas PCNA homologas (Iyer, Aravind et al., 2001), randamas vaccinia ir
kituose Chordopoxvirinae poseimio virusuose. Zinoma, kad replikacijos metu

jis neatlieka procesyvumo veiksnio funkcijos (Boyle ir Traktman, 2009).

‘Ma-LMMOl’
.

Polllip

3} 2A.,,0305phi8-36 PCNA

BcepGomr : §d
DpAY4a
7 /]
=

73
ASFV
.

CBvertlrido

le03 -=ccceccee 0.0

3.6 pav. Virusy ir reprezentatyvis lgsteliniy organizmy procesyvumo veiksniai
sugrupuoti pagal tarpusavio seky panaSumg. Naujai rasti procesyvumo veiksniai
pazymeti elipsémis. Santrumpos: Ma-LMMO1 — Microcystis phage Ma-LMMOI,
RSL1 - Ralstonia phage RSLI; 73 — Pseudomonas phage 73; BcepGomr —
Burkholderia phage BcepGomr; 0305phi8-36 — Bacillus phage 0305phi8-36; Eco —
Escherichia coli; ASFV — African swine fever virus; DpAV4a — Diadromus
pulchellus ascovirus 4a; CBvertlrido — Saltakraujy stuburiniy gyviiny irido virusai.
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Atlikus asko viruso DpAV-4a genomo transliacija jame rastas PCNA
homologas (3.6 pav., DpAV4a). PCNA homologai buvo rasti ir kituose asko
virusuose: HvAV-3e (gi: 134287330) ir STAV-1a (gi: 11932043 ir 11932044).
Taciau Sie baltymai blogai iSsilygina su kitais PCNA ir yra nepilno ilgio. Be to,
SfAV-la viruse PCNA homologo seka suskaldyta j du atviro skaitymo
rémelius. Taigi, tikétina, kad S$iy dviejy virusy minéti baltymai yra
nefunkcionalis. Kai kuriuose virusuose buvo rasta keletas PCNA kopijy. Ehv-
86 ir PBCV-1 virusai 1§ Phycodnaviridae Seimos turi du, o mimi virusas — net
tris PCNA homologus (Lentele 3.1). MimiPCNA1 ir PBCVI_PCNAI yra
panasesni | PCNA virusy (Ostreococcus virus OsV5 ir CroV), turinCiy vieng
Sio baltymo kopijg. Tode¢l tikétina, kad mimi ir PBCV-1 PCNAT yra ortologai,
butini Siy virusy DNR replikacijai. Kita vertus, PBCV1_PCNA2 ir
EhV86_PCNAZ2 rodo panaSumg j dumbliy PCNA, todé¢l gali biiti, kad jie yra
perimti i§ Seimininko. MimiPCNA?2 ir MimiPCNA3 panaSiausi | MimiPCNA1,
todél tikriausiai jie atsirado po geny ir genomo duplikacijy, jvykusiy mimi

viruso evoliucijos eigoje (Suhre, 2005).

Lentelé 3.1 Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1), Emiliania huxleyi
virus 86 (EhV-86) ir mimi viruso PCNA homology savybeés.

PBCV-1 EhV-86 Mimi virusas

PCNA 3 = i o g = <

pavadinimas a a < < 8 8 =
< < x X 5 ] e,
. . L g a A A
ge] go] A A Z z z
0 @) Z Z > > >
Z Z, > = — o [#9)
S z £

PCNA gi 9631761 9632127 |73852914 |73852490 |55664866 |55417433 |55416733

PCNA ilgis 262 264 288 259 464 323 273

(a-r.)

PCNA pI* 5 4.28 4.21 4.66 5.46 7.34 9.35

* jzoelektrinis taskas

PolllIB homologai buvo rasti tik dvylikoje fagy. Penki i§ jy yra trumpesni
ir apima tik antrg ir tre¢ig polIlI domenus. Pirma karta Ma-LMMOI fage buvo
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rastas (HHsearch tikimybé — 96%) pilno ilgio polIlIp homologas. Sis baltymas
(MaLMMO1_gp176) yra koduojamas greta Ma-LMMO1 fago replikaciniy
baltymy (Yoshida, Nagasaki et al., 2008), tode¢l, tikétina, kad jis atlieka
procesyvumo veiksnio funkcijg.

Dalis virusy procesyvumo veiksniy galbiit buvo jgyti horizontalios geny
pernasos (HGP) budu. Pastariesiems baltymams budinga fragmentiska
taksonomin¢ sklaida, didelis panasumas } atitinkamus Seimininko baltymus bei
DNR polimerazés nebuvimas genome. Pavyzdziui, tik devyni i§ 53 bakulo
virusy, infekuojanciy vabzdZius, turi PCNA homologus, o septyni i§ jy, rodo
panasumg ] uody ir kandziy PCNA (3.7 pav.). Beje, Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) tyrimai rodo, kad Sio viruso PCNA
nereikalingas DNR genomo replikacijai (Kool, Ahrens et al., 1994). Kadangi
PCNA ir polllIB, jgyti HGP biidu, galbit tiesiogiai nedalyvauja DNR

replikacijoje, todél jie nebuvo jtraukti j 3.1 ir 3.2 paveiksluose pateiktg analizg.
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3.7 pav. Bakulo virusy (raudonas fonas) ir eukarioty (zalias fonas) PCNA seky
palyginys. PCNA motyvas biidingas abiems grupéms pateiktas geltoname fone.
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Nuostabg kelé tai, kad procesyvumo veiksniai nerasti kai kuriose didelius
genomus turinCiy virusy grupese (Nimaviridae, Alloherpesviridae, ir
Malacoherpesviridae Seimos bei phiKZ-like ir Clostridium phage c-st fagas).
PCNA nebuvimg minétose eukarioty virusy Seimose bei Clostridium phage c-
st fage galima paaiSkinti jy netipiSkomis DNR polimerazémis, o phiKZ fagai
galbut turi stipriai divergavusj procesyvumo veiksnj, kurio nepavyko rasti.

Elektrostatinés savybés. Procesyvumo veiksniy taksonominis paplitimas
(3.1 pav.) rodo, kad Bacillus phage 0305phi8-36 ir kelios eukarioty virusy
Seimos turi lgsteliniy procesyvumo veiksniy homologus, bet Ziedo uzkélimo
kompleksai juose nerasti. Kaip galéty veikti minéti PCNA/polllIf homologai?
Galbiit jie naudoja Seimininko Ziedo uzkelejus? Kita vertus jie galéty
neformuoti Ziedo ir su DNR sgveikauti kaip herpes virusy UL42 ir UL44.
Vienas 1§ Ziediniy ir neziediniy (UL42 ir UL44) procesyvumo veiksniy
skirtumy yra pastaruosiuvose padidejes teigiamas kruvis sgveikos su DNR
pus¢je (Loregian, Sinigalia et al., 2007; Komazin-Meredith, Santos et al.,
2008). Siekiant iStirti identifikuoty procesyvumo veiksniy elektrostatines
savybes, jiems visiems buvo paskaiciuotas teorinis izoelektrinis taSkas (pI). Be
to, reprezentatyviems PCNA homologams buvo sudaryti jy strukturos modeliai
ir iStirta jy pavirSiaus elektrostatika. Gauti duomenys palyginti su
charakterizuotais 13steliniy organizmy ir virusy procesyvumo veiksniais (3.8
pav.). Paaiskéjo, kad virusy procesyvumo veiksniy pl stipriai koreliuoja su
ziedo uzkeléjo subvienety (ne)buvimu. Taigi, mimi ir phycodna virusy
ortologiSki PCNA turi elektrostatines savybes artimas Ziediniams PV. Tuo
tarpu G8R ir PCNA homologai i§ irido, asko, asfar bei marselio virusy savo
elektrostatika yra panaSesni j neZiedinius herpes virusy PV. Phycodna ir mimi
virusai turi Ziedo uzkele¢jo (RFC) homologus, o neZiediniy procesyvumo
veiksniy virusy grupéms Sie baltymai nebiidingi. Bakteriofaguose taip pat
aptikta minéeta koreliacija. Ma-LMMO1 ir RSL1 fagy, turinciy Ziedo uzkeélejus,
polllIf (3.8 pav., PolllIB virl) pl yra maZesnis nei pl polllIf (PollIIf vir2)
fago (0305phi8-36), kuris Ziedo uZzkelejo neturejo. Taigi, elektrostatinés

savybés rodo, kad phycodna ir mimi virusy PV, tikétina, formuoja Ziedus, o
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PCNA homologai i§ kity virusy Seimy bei fago 0305phi8-36 pollllf -
neformuoja. Pagal savo pl jverCius Ma-LMMOI ir RSL1 polllIf atsiduria
tarpinéje padétyje tarp Ziedus formuojanciy ir neZiediniy PV. Tacliau
pastaruose faguose yra rasti Ziedo uzkeéléjo subvienetai (polllly), todé¢l Siems

virusams labiau tikétini ziediniai PV.
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3.8 pav. Procesyvumo veiksniy elektrostatinés savybés. (A) Virusy (geltoni
stulpeliai) ir lasteliniy organizmy (Zali stulpeliai) procesyvumo veiksniy teorinio pl
vidurkiai. Grotelémis paZymeti virusy, kurie turi Ziedo uZkélimo subvienety,
procesyvumo veiksniai. (B) Tirpikliui prieinamo pavirSiaus elektrostatinio potencialo
Zemélapis (raudona spalva, neigiamas kriivis; mélyna, teigiamas; skalés vienetai,
KyT/e.). Visos struktiiros yra toje pacioje orientacijoje kaip ScePCNA ir DNR
kompleksas (PDB kodas: 3k4x). Santrumpos: arch. - Archaea, asco. — Ascoviridae,
ASFV — African swine fever virus, euk. — Eukarya, hHusl — Homo sapiens Husl
(PDB kodas: 3g65) HHVS5_ULA44 — Human Herpesvirus 5 UL44 (PDB kodas: 1t61),
irido. — Iridoviridae, PCNA mars. — Marseillevirus PCNA (gi: 284504238), PCNA
mim. — Mimivirus PCNA (gi: 55664866), PBCV1_PCNAI1 — Paramecium bursaria
Chlorella Virus-1 PCNAL1 (gi: 9631761), Sce — S. cerevisiae, SSTIV_PCNA — Soft-
shelled turtle iridovirus PCNA (gi: 228861299), PollllBvirl — polllIf i§ Microcystis
phage Ma-LMMOI ir Ralstonia phage RSLI (atitinkamai gi: 117530347, 189233246),
PolllIBvir2 — polllI i§ Bacillus phage 0305phi8-36 (gi: 154622720).
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Virusy ir Igsteliniy PV elektrostatiniy savybiy palyginimas atskleidé jdomy
fakta. Zinoma, kad Zmogaus DNR reparacijoje dalyvauja Rad9-Hus1-Rad1 (9-
1-1) kompleksas, sudarytas i§ trijy PCNA homology. Idomu tai, kad Husl
elektrostatinés savybés yra artimesnes neziediniams, o Radl — Ziediniams PV
(3.8 pav.). Nustatyta, kad 9-1-1 komplekso subvienetai neformuoja
homotrimery (Burtelow, Roos-Mattjus et al., 2001). Be to, nustatyta, kad
Rad9-Hus1-Radl subvienetai gali sudaryti poras (heterodimerus) (Burtelow,
Roos-Mattjus et al., 2001). Sio tyrimo bei eksperimentiniai duomenys leidZia
manyti, kad Husl ir galbit Rad9 galéty sgveikauti su DNR kaip monomerai
arba kaip heterodimeriniy subkompleksy komponentai. Deja, kol kas néra

Rad9, Husl ir Radl sgveikos su DNR eksperimentiniy duomeny.

3.1.2. Ziedo uzkélimo kompleksai

Lyginant su kitais replikazés komponentais, Ziedo uzkeélimo komplekso
(ZUK) subvienety virusy genomuose buvo rasta maZiausiai. Tadiau §iy
baltymy taksonominis paplitimas néra atsitiktinis. Jie randami tik didZiausiy
virusy genomuose ir tik kartu su procesyvumo veiksniais (3.1 pav.). Beje, kaip
jau minéta auk$¢iau, ZUK (ne)buvimas koreliuoja su PV elektrostatinémis
savybémis (3.8 pav.). Zmogaus RFC subvienety homologai rasti mimi ir
phycodna virusuose (3.1 pav.). Mimi ir jam giminingas CroV virusas turi visus
penkis RFC subvienetus. Phycodnaviridae Seimos atstovai (iSskyrus EsV-1,
OsVS5 ir Ostreococcus tauri virus 1) turi tik vieng RFC subvienetg, giminingg
didZiajam archéjy RFC subvienetui (RFCL). EsV-1 virusui yra biidingas pilnas
RFC kompleksas, o OsV5 ir Ostreococcus tauri virus 1 virusai ZUK baltymy
neturi. Jdomu tai, kad pastarieji du virusai yra vieni maziausiy savo Seimoje.
Bakterijy ZUK homologai rasti Ma-LMMO!1 ir RSL1 faguose. Jie turi tik
polllly subvienetg. Tikétina, kad Sie baltymai yra aktyvios NTP'azés, nes jiems
yra budinga P-kilpa (3.9 pav., P-loop), DEXX ir SRC motyvai. Kaip jau
minéta, pastaryjy fagy procesyvumo veiksniy pl yra maZesnis nei ZUK

subvieneto neturin¢io 0305phi8-36 fago polllIf atveju (3.8 pav.). T4-like
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fagams budingas ZUK, sudarytas i§ gp44 ir gp62 baltymy, buvo rastas tik T4-

like faguose.

RFC-box I P-loop (Walker A)
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3.9 pav. Eukarioty ir virusy Ziedo uzkélimo komplekso subvienety palyginys.
Palyginys sudarytas MUSTANG programa (Konagurthu, Whisstock et al., 2006)
uzklojus eukarioty RFC kristalines strukttras ir virusy baltymy struktiiry modelius.
Vir§ palyginio pateikta mieliy RFC3 (PDB kodas: 1sxj) antrin¢ struktira. PBCV1,
Paramecium bursaria Chlorella Virus-1; EsV1, Ectocarpus siliculosus virus 1,
EhV86, Emiliania huxleyi virus 86; FSV, Feldmania species virus; Hsap, Homo
sapiens; MalLMO001, Microcystis phage Ma-LMO0O0OI; Mimi, Mimivirus; RSLI,
Ralstonia phage RSLI; Scer, Saccharomyces cerevisiae.
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Visi penki mimi ir EsV-1 RFC homologai yra panaSis ] atitinkamus
zmogaus ir mieliy baltymus (3.9 pav.) bei turi sgveikai su ATP (P-loop) ir
hidrolizei (DEXX) biitinus motyvus. Vis d¢lto, virusiniai ir eukariotiniai RFC
turi keletg skirtumy. Struktiriniai mieliy RFC ir PCNA komplekso (Bowman,
O'Donnell et al., 2004) bei biocheminiai tyrimai (Yao, Coryell et al., 2003;
Yao, Johnson et al., 2006) rodo, kad RFC1, RFC3 ir RFCS5 sgveikauja su
PCNA monomery hidrofobinémis kiSenémis. Zmogaus ir mieliy atvejais
sgveikos su PCNA motyvai (3.9 pav., PIP-box) silpnéja sekancia tvarka: RFCI,
RFC3 ir RFC5 (Yao, Coryell et al., 2003; Bowman, O'Donnell et al., 2004;
Yao, Johnson et al., 2006). Mimi viruso RFC1 ir RFC3 PIP-motyvai panasis i
eukarioty atitinkamus baltymy regionus, o RFC5 PIP-motyvas panasesnis ]
RFCI1. Idomu tai, kad EsV-1 turi ,stipriausig® sgveikos su PCNA motyva
RFCS5 subvienete, ,,silpnesnj” — RFC3, o RFC1 §io motyvo neturi iSvis. Kai
kuriems eukarioty RFC taip pat biidingas Sis netipiSkas sgveikos su PCNA
»stiprumo® pasiskirstymas (3.10 pav.). PIP-motyvas nenustatytas phycodna
virusuose (FSV, EhV-86 ir Chlorella) turinCiuose tik vieng RFC subvienets.
Tikétina, kad Chlorella virusy RFCL yra neaktyviis, nes jiems budingos
konservatyviy a-r. (Iyer, Leipe et al., 2004) mutacijos P-kilpos ir DEXX

motyvuose.
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DEXX motif (Walker B)
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3.10 pav. Eukarioty ir virusy RFC1, RFC3 ir RFCS5 sgveikos su Ziedu motyvai (PIP-
box). PIP motyvo pagrindinés aminoriigS§tys pazymétos Zvaigzdutémis ir nuspalvintos
taip: melyna spalva — hidrofobinés ir aromatinés; Zalia — hidrofilinés.

3.1.3. DNR replikaziy tyrimo rezultaty apibendrinimas ir sasajos su
lasteliniais organizmais

Tyrimo rezultatai rodo, kad DNR replikazés komponenty (ne)buvimas ir jy

tipai yra susije su viruso genomo dydziu. Sis ryys pasireiskia tuo, kad didéjant

genomo dydZiui DNR polimerazés ir jy procesyvumo komponentai genomuose

koduojami dazniau.
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Mazy genomy (<40 kbp) virusai daznai neturi savy DNR polimeraziy. Jei Sie
baltymai randami, jie dazniausiai priklauso PolBp grupei. Jdomu tai, kad tai
budinga labai jvairiems virusams, infekuojantiems visy trijy gyvybés domeny
lasteles. Be to, PolBp polimerazeés visiSkai nebidingos didesniy genomy
virusams (3.1 ir 3.2 pav.). Taigi, panaSu, kad B-Seimos DNR polimerazes,
pradmeniu naudojanc¢ios baltymg, yra optimalus sprendimas minéto dydZio
genomy replikacijai.

Did¢jant genomui (~40-140 kbp) populiariausiomis tampa A Seimos
polimerazes. Taciau neaiSku ar Siy baltymy dominavimas Siame genomo
dydzio ruoZe yra reikSmingas. Dvejony kelia tai, kad A-Seimos polimerazes yra
randamos tik bakteriofaguose bei tai, kad ~40-140 kbp genomo dydzio imtj
sudaro daugiausia bakteriofagai. Sio dydZio virusai dar pasizymi tuo, kad
daZniausiai neturi procesyvumo veiksniy. Jy nebuvimo negalima paaiskinti tuo,
kad PolA polimerazés nenaudoja polllIB, nes tyrimai rodo, kad polllIf
stimuliuoja E. coli Poll (Lopez de Saro ir O'Donnell, 2001). Be to, du dideliy
genomy (>150 kbp) fagai (Ma-LMMO1 ir RSL1) turi, tikétina funkcionalig
replikaze, sudarytg i§ PolA, polllIf ir jo uzkeélejo (polllly). Kita vertus, yra
virusy, kurie iSvysté alternatyvy budg procesyvumui uztikrinti. Pavyzdziui, T7
fago A Seimos DNR polimerazé, kaip procesyvumo veiksnj naudoja E. coli
tioredoksing (Bedford, Tabor et al., 1997). SPO1-like ir T5-like fagy PolA
polimeraziy | UDG panaSus domenas galéty biiti dar vienas procesyvumo
veiksnio kandidatas, taciau jj dar reikty istirti eksperimentiskai.

Didesniy nei 140 kbp genomy grupei priklauso eukarioty virusai ir fagai.
Jie visi turi nuosavas, dazniausiai B-Seimos, DNR polimerazes. Vienintelé Sios
taisyklés iSimtis buvo pasalinta radus stipriai divergavusias phiKZ fagy DNR
polimerazes. Sio genomo dydZio virusy replikazés daZnai turi procesyvumo
veiksnius ir kartais — jy wuzkeélejus. Pastaryjy baltymy pasiskirstymas
genomuose 1§ pradZiy atrodé atsitiktinis (3.1 pav.). Taciau DNR polimeraziy ir
procesyvumo veiksniy savybiy analizé atskleid¢ Ziedo uzkélimo komplekso

(ne)buvimo genome désningumus.
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Procesyvumo veiksniai nerasti keliose didelio genomo virusy Seimose.
Pastaryjy DNR polimerazéms yra budingi papildomi necharakterizuoti
domenai arba nehomologiSki regionai. Tikétina, kad minéti priedai galbut
galéty uZtikrinti polimerazés procesyvumg arba Sie virusai turi stipriai
divergavusius arba netipiSkus procesyvumo veiksnius, kuriy nepavyko rasti.
Pastaroji situacija gali biiti phiKZ faguose. Jy DNR polimerazés yra stipriai
divergavusios, taCiau iSlaikiusios architektirg, tipiSkg B-Seimai. Be to, dvi i$
trijy polimeraziy savo C-gale turi numanomg sgveikos su procesyvumo
veiksniu motyva. Sie faktai leidZia manyti, kad phiKZ fagai koduoja savus,
stipriai divergavusius procesyvumo veiksnius, kuriy dabartiniai metodai
neranda.

Analizuojant procesyvumo veiksnius turin€ius virusus, stebino tai, kad
dalis genomy nekodavo Ziedo uzkéléjo. Sj reiskinj padéjo paaiskinti
procesyvumo veiksniy elektrostatiniy savybiy analize. Ji atskleide, kad irido,
asco, asfar ir marselio virusy bei 0305phi8-36 fago minétiems baltymams yra
budingas padideéjes pl (3.8 pav., A). Reprezentatyviy PV modeliai parode, kad
1Sauges teigiamas kriivis yra lokalizuotas sgveikos su DNR puséje (3.8 pav.,
B). Si savybé yra badinga gerai charakterizuotiems herpes virusy procesyvumo
veiksniams. Pastarieji neformuoja Ziedy, o su DNR saveikauja kaip monomerai
(UL42) arba dimerai (UL44). Tikétina, kad minétu biidu veikia ir Siame darbe
tirti PV, turintys padidéjusj pl ir nekoduojantys Ziedo uzkeléjy. Jdomu tai, kad
panasSias savybes turi du (Husl ir Rad9) i§ trijy Zmogaus 9-1-1 komplekso
baltymy. Treciojo baltymo (Radl) elektrostatinés savybés yra panasSesnés |
lasteliniy PCNA. Sis pastebéjimas leidZia manyti, kad Husl ir galbat Rad9,
galéty sgveikauti su DNR kaip monomerai arba formuoti heterodimerinius
kompleksus. Idomu, tai kad yra eksperimentiniy duomeny apie skirtingg 9-1-1
komplekso komponenty vaidmenj. Nustatyta, kad Schizosaccharomyces pombe
Radl mutantams buvo budingi telomery defektai, tuo tarpu Husl ir Rad9
mutantai turéjo normalias telomeras (Dahlen, Olsson et al., 1998). Be to,

nustatyta, kad Radl atlieka telomery priezitros funkcijg tik esant Husl arba
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Rad9 (Khair, Chang et al., 2010). Tikétina, kad minétus skirtingus mutanty
fenotipus galbut lemia Rad9, Hus1 ir Radl elektrostatinés savybes.

Ziedo uzkélimo komplekso baltymy tyrimas kelia daugiausia neai$kumy.
Tik trys eukarioty virusai koduoja visus RFC komplekso baltymus. Tikétina,
kad virusy RFC yra funkcionalus, nes jo subvienetai (RFC1-4) turi P-kilpos ir
DEXX motyvus, o RFC(1/3/5) subvienetuose nustatyti sgveikos su PCNA
(PIP-box) motyvai. Idomu tai, kad pastarieji skiriasi nuo Zmogaus ir mieliy
RFC PIP-box'y (3.9 pav.). PanaSu, kad saveikos su PCNA ,stiprumas®
RFC(1/3/5) subvienetuose gali evoliucionuoti skirtingai. Sia idéja palaiko tai,
kad, prieSingai nei mieliy ir Zmogaus atvejais, kai kuriuose eukariotuose
stebimas tipiSkas PIP-box'as RFC5 subvienete, o RFC1 — jis redukuotas (3.10
pav.). Keli Phycodnaviridae Seimos nariai turi tik RFC didZiojo subvieneto
homologa. Mieliy ir Zmogaus RFC tyrimai rodo, kad minétas subvienetas
lemia komplekso specifiSkumg Ziedui (Indiani ir O'Donnell, 2006). Pavyzdziui,
RFCI1 salygoja specifiSkumg PCNA, o Radl7 — 9-1-1 kompleksui. Taigi,
tikétina, kad viruso RFC didysis subvienetas jungiasi su Seimininko mazaisiais
subvienetais, sudarydamas viruso PCNA specifiSka kompleksa. Faguose Ma-
LMMOI1 ir RSLI1 nustatyti bakterinio Ziedo uzkéeléjo homologai — polllly.
Siuose faguose taip pat randamos A-§eimos DNR polimerazés, bei pollllp
procesyvumo veiksnys. Jdomu, kokia Siy fagy funkcionalios replikazés
sudétis? Galbiit polllIp uzkeliamas viruso polllly, kuris papildomai prisijungia
Seimininko Ziedo uZzkéléjo baltymus? Kitg vertus, polllly galéty sudaryti
funkcionaly kompleksg jungdamasis su tam tikru viruso baltymu, kaip tai
vyksta T4 fage. Keturi Sio viruso polllly homologai (gp44) jungiasi su vienu
T4-like fagams specifiniu baltymu (gp62), suformuodami funkcionaly Ziedo
uzkeléja. 1 Siuos klausimus tiksliausiai gali atsakyti tik eksperimentiniai
tyrimai.

Taigi, nustatytas rySys tarp viruso genomo dydZzio ir replikazes
komponenty gali turéti prakting naudg. PavyzdZiui, sekvenuojant genoma,
pagal jo dydj galima prognozuoti replikazés tipg ir pilnumg. Be to, Sis

pastebétas désningumas galbiit yra bendresnis bei tinka lasteliniams
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organizmams. PavyzdZiui, simbiontinés bakterijos, priklausan¢ios Hodgkinia ir
Carsonella gentims, turi vienus 1§ maziausiy genomy (atitinkamai 144 ir 160
kbp) (McCutcheon, 2010). Pastarosiose bakterijose nerastas procesyvumo
veiksnys ir jo uzkel€jas, o didesni Igsteliniai organizmai (Sulcia cicada
(277 kb), Buchnera Cc (416 kb) ir Nanoarchaeum equitans (491 kb)) jau turi
pilng replikaze. Atsirandant vis daugiau dideliy virusy bei maZy lasteliniy
genomy bus jdomu stebéti, kiek universalus yra nustatytas genomo dydZzio ir

replikacijos komponenty rysys.

3.2. DNR replikacijos baltymuy ir viruso genomo dydzio bei Seimininko
taksonomijos rysys

Replikaziy tyrimo metu nustatyta jos komponenty ir genomo dydzio
sgsaja. Pagal replikaziy sandarg ir replikaciniy DNR polimeraziy tipus virusus
galima suskirstyti | tris genomo dydzio grupes (<40 kbp, 40-140 kbp ir >140
kbp). IStyrus virusy replikazes, kilo idéja iSanalizuoti kitus virusy replikacijos
baltymus ir patikrinti, ar jiems taip pat galioja minéta priklausomybé nuo
genomo dydzio. Taigi, atnaujinus virusy genomy ir baltymy duomeny bazes
bei naudojant jautriausius seky paieSkos metodus identifikuoti dgDNR virusy
replikacijos baltymai: DNR polimerazes ir jy pagalbiniai baltymai (Ziedai ir jy
uzkeléjai), viengrande DNR suriSantys baltymai, DNR praimazés, helikazeés,
pradmens paSalinime dalyvaujan€ios nukleazés, DNR ligazés bei
topoizomerazés. Gauti rezultatai iSanalizuoti ir tirta replikacijos baltymy
buvimo bei jy tipy priklausomyb¢ nuo genomo dydZio ir Seimininko
taksonomijos.

Nustatyta, kad net tik replikaziy, bet ir kity replikacijos baltymy buvimo
genome daznumas priklauso nuo jo dydzio: replikacinius baltymus dideliy
genomy virusai turi dazniau nei mazi (3.11 pav.). Did¢jant genomui rySkiausiai
1Sauga nuosavy topoizomeraziy, DNR polimeraziy, procesyvumo veiksniy ir jy
uzkelejy, pradmenj pasalinan¢iy baltymy bei ligaziy poreikis (3.11 pav.).
Idomu tai, kad lyginant 40-140 kbp ir >140 kbp grupes, tikimybe
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pastaruosiuose rasti SSB baltymus padidéja maZiau nei kity replikaciniy
baltymy atveju (3.11 pav.). Panasu, kad dideli virusai turi SSB baltymus, tac¢iau
jie yra labai divergave arba SSB funkcija atlieka kiti baltymai. Sia hipoteze
palaiko tyrimo metu naujai surasti SSB baltymai didZiausiuose eukarioty

virusuose (NCLDV) bei nustatytas raupy viruso SSB (I3) panaSumas i

bakterijy SmpB baltyma.
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3.11 pav. DgDNR virusy genomo dydis ir replikacijos baltymy daznumas.

Analizés metu paaiskejo, kad dazniausias virusy replikacinis baltymas yra
helikaze (3.11 pav.). Jg tur¢jo net 70% visy atstovy. Faguose ir archéjy

virusuose naujai rasti archéjy-eukarioty replikacinés helikazes (MCM)
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homologai bei nustatyta, kad herpes virusy helikazés-praimazés ULS
subvienetas yra inaktyvuota B-Seimos DNR polimeraze.

Zinoma, kad bakterijy ir archéjy-eukarioty DNR replikacija skiriasi.
Manoma, kad jy replikacijos baltymai evoliucionavo nepriklausomai (Leipe,
Aravind et al., 1999). Buvo nuspresta patikrinti ar virusy replikaciniy baltymy
(ne)buvimas ir jy tipai priklauso nuo Seimininko priskyrimo tam tikram
gyvybés domenui. Tiriamojoje imtyje bakterijy, archejy ir eukarioty virusy
dalys sudare atitinkamai 71, 9 ir 20 procenty. Tik faguose buvo rasti bakterijy
replikacijai specifiniai baltymai: A ir C Seimos polimerazés, Pollll
subvienetas ir jo uzkélimo kompleksas, DnaB helikaz¢ (SF4), DnaG praimaze,
SSB baltymas (3.12 pav.). Eukariotams ir arché¢joms specifiniai replikacijos
baltymai (PCNA ir RFC) buvo rasti tik Siy organizmy virusuose. Archéjy
virusuose santykinai daZznai buvo randamos SF6 ir SF2 Seimy helikazés (jas
turi atitinkamai 24% ir 25% visy atstovy). Kiti replikaciniai baltymai yra
budingi virusams parazituojantiems visy trijy gyvybés domeny atstovus.
Pavyzdziui, SF3 helikazes, AEP Seimos praimazés ir B-Seimos polimerazés yra
randamos bakterijy ir archéjy-eukarioty virusuose. Lasteliniai organizmai
neturi SF3 superSeimos replikaciniy helikaziy. Tad tikétina, kad minéti trys
replikacijos baltymai nebuvo perimti i§ Seimininko, o juos jau turéjo virusai,
parazitave paskutinjji bendra lasteliniy organizmy protévi (LUCA - Last
Universal Common Ancestor). Taigi, kaip ir lasteliniy organizmy atveju,
bakterijy ir archéjy-eukarioty virusy replikacijos aparatai turi skirtumy, kurie
tikriausiai atsirado de¢l neortologinio baltymy pakeitimo adaptuojantis prie
Seimininko. Taciau, Sie skirtumai néra reikSmingi ir neuzgozia ryskios genomo

dydzio ir replikacijos baltymy priklausomybés.
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3.12 pav. Replikacijos baltymy pasiskirstymas pagal viruso Seimininka.

3.3. Replikaciniy helikaziy ir praimaziy analizé

Tyrimo metu identifikuotos dgDNR virusy replikacineés helikazes, jos
priskirtos helikaziy superSeimoms ir nustatyta jy domeniné organizacija
(Lentele 3.2). PaaiSke¢jo, kad jos daznai turi praimazeés domeng. Kiekvienai
superSeimai specifiniai bruozai aptarti tolimesniame tekste. Detaliau

1Sanalizuota herpes virusy helikazeé-praimaze.
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3.3.1. Replikaciniy helikaziu ir praimaziy identifikavimas, jvairové ir

domeniné organizacija

NTP suriSantys baltymai yra funkciSkai jvairtis (Snider ir Houry, 2008).
Replikacinés helikazés sudaro tik nedidele Siy baltymy dalj (McGlynn, 2013).
Daznai virusy genomuose buvo rasti keli NTP suriSantys baltymai.
Replikacinés helikazés atrinktos ir priskirtos superSeimoms pagal tam tikrus
kriterijus (Zr. metodai, replikaciniy baltymy identifikavimas). Svarbiausias jy —
baltymo panaSumas ] jau charakterizuotas replikacines helikazes. Kitas
reikSmingas pozymis — kartu su NTP suriSimo domenu buvo koduojama
praimazé. Sj domeng turéjo 41% visy replikaciniy helikaziy (Lentelé 3.2).
Lasteliniams organizmams budingos dviejy tipy praimazés: DnaG ir AEP.
Bakterijy praimazés (DnaG) homologai rasti tik bakteriofaguose, o arché¢joms
ir eukariotams budinga AEP nustatyta visy trijy gyvybés domeny virusuose.
AEP buvo aptikta dazniau (58% visy atvejy) nei DnaG.

Nustatyta, kad dgDNR virusai daZniausiai turi SF4 Seimos helikazes
(bakterijy DnaB homologus) (Lentelé 3.2). To buvo tikétasi, nes didZigjg dalj
dgDNR virusy (71%) sudaro bakteriofagai. SF3 Seimos atstovy buvo rasta
maziau (38% visy atvejy). Siuos baltymus turi labai jvairiis virusai. Jy
Seimininkai apima visus tris gyvybés domenus. Reciausi yra SF1, SF2 ir SF6
superSeimy baltymai (Lentele 3.2). Kiekviena replikaciniy helikaziy grupé

detaliau aptariama tolimesniuose skyreliuose.
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Lentelé 3.2 DgDNR virusy replikaciniy helikaziy pasiskirstymas pagal superSeimas
ir daZniausia domeniné organizacija.

Super- | DaZniausiai grupéje rasta domeniné organizacija
Seima*

SF1
(7%)

SF2
(2%)

SF3
(38%)

aranmly

SF4
(45%)

| .x
| |

SF6
(8%)

sramenlEIEE

sEamEmilETEEy

* — skliaustuose pateikta kokig dalj visy rasty replikaciniy helikaziy sudaro konkreti
superSeima.

SF1 superSeima. Tyrimas rodo, kad dgDNR virusai retai (7% visy atvejy)
naudoja SF1 Seimos helikazes DNR replikacijai (Lentel¢ 3.2). PrieSingai nei
kitose superSeimose, SF1 atstovai yra nesujungti su praimazeés domenu.
Dauguma rasty SF1 atstovy priklauso herpes virusams. Siy virusy helikazé-
praimaze yra heterotrimerinis kompleksas, sudarytas 1§ ULS (helikazés), ULS2
(archejy-eukarioty praimaze) ir UL8 (Muylaert, Tang et al., 2011). ULS
baltymo struktiira ir domenin¢ organizacija nebuvo Zinoma (Muylaert, Zhao et

al., 2012). Sio tyrimo metu, naudojant jautriausius seky paieSkos metodus,

61




buvo nustatytas reikSmingas UL8 panaSumas j B Seimos DNR polimerazes,
sudarytas ir iSanalizuotas ULS8 struktiiros modelis (Zr. skyriy: ,,Herpes virusy
helikazés-praimazés UL subvienetas yra inaktyvuota B Seimos polimeraze®).

SF2 superSeima. SF2 superSeimai priklausé maziausiai helikaziy (2%),
kurios, tikétina, dalyvauja replikacijoje. Fagai N15 ir PY54 turi helikazes
(atitinkamai gi: 9630494 ir 33770544) kuriy N-galas yra sujungtas su DnaG
praimazes domenais, o PAU fago helikaze (gi: 435844571) turi AEP praimazés
domeng. Acidianus filamentous virus 6 helikazé (gi: 162329366) neturi
praimazeés domeno. Ji yra gimininga archejy-eukarioty HEL308 helikazéms.
Tyrimai rodo, kad Sie baltymai iSvynioja motinines grandines ir pritraukia
replikacijos baltymus, taip padédami testi DNR replikacijg esant sustojusiai
(stalled) replikacinei Sakutei (Tafel, Wu et al., 2011). Todé¢l tikétina, kad
Acidianus filamentous virus 6 HEL308 homologas dalyvauja viruso DNR
replikacijoje, pritraukdamas Seimininko replikacijos baltymus, nes Siame
viruse kity replikacijos baltymy nerasta (iSskyrus PD-(D/E)XK Seimos
nukleaze, kuri galéty dalyvauti pradmens pasalinime).

SF3 superseima. Siai superSeimai priklauso gerai Zinomos poliomos ir
papilomos virusy bei maziau tyrinetos NCLDV replikacinés helikazes (pvz.
raupy virusy D5) (Singleton, Dillingham et al., 2007). SF3 atstovai naujai rasti
didelio genomo eukarioty viruse SWSSV. Nustatyta, kad grupe fagy baltymy
yra reikSmingai panasiis ;| SF3 helikazes bei j Pfam profil] DUF927. Pastarajam
budingi konservatyviis helikaziy motyvai ir reikSmingas panaSumas ] SF3
atstovy profilius. Pfam duomeny bazés duomenimis, DUF927 domenas daznai
yra randamas kartu su Toprim arba AEP praimazés domenais. Todél tikétina,
kad Siuos domenus turintys virusy baltymai yra replikacinés helikazes.
Dauguma rasty SF3 atstovy C-gale turi AEP praimazés domeng, o DnaG
praimazeés domenas rastas daug reciau. Jdomu tai, kad Phaeocystis globosa
viruso ir Sputnik virofaguose prie SF3 helikazés domeno C-galo yra prijungtas
A Seimos DNR polimerazés domenas (gi atitinkamai: 509141013 ir

195982544).
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SF4 superSeima. Daugiausia replikaciniy helikaziy (45%) priklauso SF4
superSeimai. Jos dazniausiai yra panaSios ] E. coli DnaB ir biudingos
bakteriofagams. Tik dviejuose archéjy virusuose (HCTV-1 ir HVTV-1) buvo
rasti SF4 atstovai. Pastarieji baltymai rodé¢ panasumg ] lasteliniy organizmy
DNR rekombinacijoje dalyvaujan¢ius Rad51/RecA/radA baltymus. Minéti
archéjy virusai koduoja daug nuosavy replikaciniy baltymy, taciau tipiSky
replikaciniy helikaziy juose nebuvo rasta, todél, tikétina, kad pastarosios
helikazés galbut galéty dalyvauti Siy virusy replikacijoje. Eukarioty virusuose
SF4 replikaciniy helikaziy nerasta. Dauguma SF4 atstovy neturi praimazes
domeno (pvz., T4 fago gp41) (Lentele 3.2). Kitos virusy replikacinés helikazés
savo N-gale turi DnaG (pvz., T7 fago gp4) arba AEP praimazés domenus.
Pastarajai grupei priklauso BFK20 fago gp43 baltymas, kurio N-galui nustatyti
praimazes ir polimerazés aktyvumai (Halgasova, Mesarosova et al., 2012).

SF6 supersSeima. SF6 superSeimai priklauso MCM baltymai — eukarioty ir
archéjy replikacinés helikazes. ki Siol Sios grupés atstovai buvo Zinomi tik
archejy BJ1 viruse ir Thermococcus prieurii virus 1 (Krupovic, Gribaldo et al.,
2010; Gorlas, Koonin et al., 2012). Sios analizés metu, naudojant jautrius
profiliy lyginimo metodus pirmg kartg buvo rastt MCM homologai faguose.
PavyzdzZiui, Mycobacterium phage Corndog baltymui (gi: 29566306) HHpred
rado panasumg § MCM profilj (PF00493) su 98% tikimybe. Fagy MCM
homologai priklauso Pfam profiliui (DUF3987), kurio atstovy funkcija néra
Zinoma. Tikétina, kad Sie baltymai dalyvauja plazmidZiy/fagy replikacijoje, nes
Jiems, kaip ir DUF927 atveju, budingi praimazés domenai. Faguose DUF3987
domenas randamas vienas arba kartu su AEP/DnaG praimazés domenais

(Lentelé 3.2).

3.3.2. Replikacinés helikazés — dazniausias dgDNR virusu replikacijos
baltymas
Intuityviai buvo tikétasi, kad daZniausias replikacijos baltymas bus DNR

polimerazeé, nes biutent ji atlicka DNR sinteze. Identifikavus replikacines
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helikazes, netikétai paaiSke¢jo, kad jos yra daZzniausiai randamas virusy
replikacijos baltymas (3.11 pav.). Replikacing helikazg turi net 70% visy
dgDNR virusy (3.11 pav.). Kokia galéty biiti Sio reiSkinio prieZastis? Dazng
replikacinés helikazés buvimg didesniy genomy (40 ir daugiau kbp) virusuose
galima paaiSkinti jau nustatytu désningumu, teigianciu, kad didejant genomui
koduojama daugiau nuosavy replikaciniy baltymy. Taciau nuostabg kelia
santykinai daznos replikacinés helikazés mazy genomy virusuose (<40 kbp).
Kilo id¢ja, kad galbiit maZzy genomy virusai naudoja helikazes replikacijos
iniciacijai ir Seimininko replikacijos baltymy pritraukimui. Pavyzdziui, taip
elgiasi papilomos ir poliomos virusai (Mansky, Batiza et al., 1997).
ISanalizavus virusy proteomas ir literatiros duomenis, nustatyti virusy,
neturin¢iy DNR helikaziy, bruozai. Dalj §iy atvejy sudaro virusai, naudojantys
pradmeniu baltymg. Yra Zinoma, kad jy replikacijai DNR helikazés
nereikalingos (Salas, 1991). Kiti virusai, neturintys savo helikazés, daznai
koduoja helikazés uzkeléjus, kurie tikriausiai naudojami Seimininko helikazei
uzkelti. Likusieji turi integrazes ir(arba) baltymus, kurie gali buti panaudoti
Seimininko replikacijos aparato pasitelkimui savo DNR replikacijai
(PCNA/PolIIIB, SSB). Zinoma, kad kai kurie archéjy virusai aktyvuoja
Seimininko replikacinj aparata, savais baltymais, pvz., PCNA arba su juo
sgveikaujanciais (Gardner, Bell et al., 2014).

Nejtraukus pradmens-baltymo replikacija naudojanciy virusy ir pridéjus
tuos, kurie turi helikazés uzkélejus (DnaCg., Dnalgg,, Cdc6/Orcl, lambda fago
P baltymo, SPP1 fago G39P baltymo, P2 fago B baltymo homologai), virusy
dalis, kurie potencialiai gali naudoti savo arba Seimininko helikazes mazy
genomy virusuose (<40 kbp) iSauga nuo 43% iki 78%, o skaiiuojant visy
genomo dydziy virusus — nuo 70% iki 90%. Taigi, panaSu, kad helikaziy
naudojimas genomo replikacijai inicijuoti yra universalesn¢ stretegija, budinga

ne tik maziesiems eukarioty, bet ir kitiems virusams.
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3.3.3. Herpes virusy helikazés-praimazés ULS8 subvienetas yra
inaktyvuota B Seimos polimerazé

Herpes virusy replikacijos aparatas yra vienas geriausiai iStirty virusuose
(Weller ir Coen, 2012). Nepaisant to, helikazés-praimazés kompleksas vis dar
iSlieka mjslingiausias minétos sistemos komponentas. Idomu tai, kad herpesy
helikazé-praimazé sudaryta 1§ trijy baltymy: ULS (helikazés), ULS52
(praimazes) ir ULS8. Nepaisant intensyviy tyrin¢jimy ULS struktiira ir
domenin¢ organizacija nebuvo Zinoma (Muylaert, Zhao et al., 2012). Netikétai,
Siame darbe, nustatyta, kad ULS8 yra inaktyvuota B-Seimos DNR polimerazé.
Iteratyvios paieSkos jackhmmer programa davé pirmgja uZuoming, kad ULS
galéty biiti panaSus | B Seimos DNR polimerazes. PavyzdZiui, atliekant paieska
su BoHV-2 ULS (gi: 14161473), po keturiy iteracijy randama Methanococcus
aeolicus B Seimos polimerazé (gi: 150401083) su statistiSkai patikimu jverciu
(E-value=0.001). Sio rezultato patikimumas buvo patikrintas naudojant dar
jautresnius metodus, paremtus profiliy lyginimu. HHpred programa nustate
lipy puslelinés viruso (HHV-1) ULS ir arch¢jos Thermococcus gorgonarius
PolB (SCOP: dltgoa2) panaSumag su 95% tikimybe. Kiti jautris metodai (Zr.
metodai, replikacijos baltymy paieSka) taip pat rod¢ UL8 ir B Seimos
polimeraziy panasumg. Nustatytas homologiSkumas apémé UL8 C-galine dalj
(~393-727 a-r. HHV-1 atveju). RySys tarp minéty baltymy yra tolimas, nes
1dentiSkumas tarp iSlyginty ULS ir polimerazés regiony yra tik 9-12%. UL8 N-
galas nerodé panasumo ] jau charakterizuotus baltymus. Taciau tai nebutinai
reiSkia, kad jam budinga nauja strukturiné sankloda. Galbut, UL8 N-galas yra
stipriai  divergaves egzonukleazés domenas, nes B-Seimos polimerazés
daZniausiai jj turi (Rothwell ir Waksman, 2005).

HHV-1 UL8 C-galo (ULS8c) detalesnei analizei buvo sudarytas jo
strukttros modelis (prieinamas adresu:
http://www.ibt.1t/bioinformatics/models/hhv1_ul8/). Sablonu naudota E. coli
Polll (PDB: 3k57) (Wang ir Yang, 2009). Esant maZam taikinio ir Sablono
identiskumui svarbu objektyviai jvertinti modelio kokybe. Siam tikslui pasiekti

buvo atliktas kontrolinis eksperimentas: naudojant E. coli Polll struktiirg kaip
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Sablong, sumodeliuotos DNR polimerazés su jau Zinomomis struktiromis, o
modeliy kokybés jverciai palyginti su UL8c. Norint sukurti situacija kuo
panasesne | Polll ir UL8c atvejj, buvo pasirinktos DNR polimerazés, tolimai
giminingos Polll (identiSkumas <30%) (Lentelé 3.3). ISlyginus Polll ir RB69
fago, mieliy Pold, P. furiosus PolB bei HHV-1 DNR polimerazes (UL30)
struktiiras buvo gauti ,idealiis* taikinio-Sablono palyginiai, pagal kuriuos
sudaryti modeliai. Pastarieji jvertinti naudojant ProSA-web (mazesnis Z-jvertis
rodo energetiSkai palankesng struktiirg) (Lentele 3.3). HHV-1 ULS8 C-galo ir jo
homology i§ Simplex virusy genties jverciai buvo blogesni nei naudoto Sablono
(Lentelé 3.3, HHV-1 ULSc, -7.48; Polll, -8.86). Ta¢iau HHV-1 ULS8c jvertis
buvo geresnis uz visy B Seimos polimeraziy, iSskyrus P. furiosus PolB (Lentele
3.3). Sie rezultatai rodo, kad UL8c ir B Seimos polimeraziy struktiiros yra

panasios, o UL8c modelis tikriausiai neturi dideliy truakumy.
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Lentelé 3.3 ULS8c ir B Seimos DNR polimeraziy struktiiry modeliy kokybés jverciai.
ULSc i$ Simplex virusy genties pavaizduoti pilkam fone.

Modelis Modelio Sablonas Modelio Sablono | Taikinio-
sekos GI | (PDB kodas | ProSA- ProSA- | Sablono seky
numeris ir granding) web Z- web Z- | identiSkumas

jvertis jvertis (%)

UL8c_HHV1 9629388 3k57_A -7.48 -8.86 12

RB69PoIB_lig9A 14719800 | 3k57_A -6.01 -8.86 20

ScPold_3iayA 259090299 | 3k57_A -6.9 -8.86 25

PfPolB_4ailC 379318587 | 3k57_A -8.92 -8.86 26

HHV1UL30_2gv9B 109158093 | 3k57_A -4.98 -8.86 19

403239756 403239756 | 3k57_A -6.12 -8.86 9

14161473 14161473 | 3k57_A -7.11 -8.86 11

312162847 312162847 | 3k57_A -6.81 -8.86 9

409181815 409181815 | 3k57_A -7.8 -8.86 12

9629277 9629277 3k57_A -8.31 -8.86 12

30984436 30984436 | 3k57_A -7.51 -8.86 11

56694730 56694730 | 3k57_A -6.89 -8.86 10

83722576 83722576 | 3kS7_A -7.16 -8.86 10

HHV1 UL8 | P F 1|

1 N 750
E. coli Polll B 350 [P F P “

1 783

E i3
MieliyPols | [N 35 e0c [HPFT P
1 ” 1097

HHvI US0[ 5 evee - TP

|
1 1235

3.13 pav. HHV-1 UL8 ir B Seimos DNR polimeraziy domenin¢ organizacija. N, N-
galas; P, delnas (palm); F, pirStai (fingers); T, nykStys (thumb). Zvaigzdut¢ Zymi
polimerazés aktyvy centrg (,,DTD* motyvas).

ULS8c ir B Seimos polimeraziy skirtumai nustatyti atliekant detalia UL8c
sekos ir struktiros motyvy analize. UL8c neturi polimerazéms budingo
aktyviojo centro (,DTD*) (3.13 ir 3.14 pav.). Tik antrasis aspartatas buvo
aptiktas keliuose o herpes virusuose (3.14 pav.). PirSty subdomenas, svarbus
jeinancio nukleotido atpaZinimui ir suriSimui (Rothwell ir Waksman, 2005),
ULSc atveju yra redukuotas. UL8c regionui, esan¢iam prie§ pirSty subdomena,

budinga delecija (3.14 pav.). UL8c taip pat neturi ,,KKRY* motyvo, kuris
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reikalingas B-formos DNR stabilizavimui (Franklin, Wang et al., 2001). Taigi,
minéti poZymiai ir eksperimentiniai UL8 tyrimai (Dodson ir Lehman, 1991)
rodo, kad Sis baltymas neturi katalizinio aktyvumo. UL8c sgveikos su DNR
motyvy pakitimai turéty susilpninti Sig sgveikg. Tyrimai rodo, kad ULS8 vienas
nesijungia su viengrande ar dvigrande DNR (Parry, Stow et al., 1993). Taciau
Zinoma, kad ULS helikazés komplekse moduliuoja jo sgveikg su DNR (Chen,
Bai et al., 2011). Apibendrinant, seky ir struktiiry analizé rodo, kad UL8c yra
B-Seimos polimerazé, praradusi katalizinj aktyvumg ir turinti redukuotus

sgveikos su DNR motyvus.

Prr§t subdomenas

Delecqa UL8 balm

Ecpoi 34578 55 o 1318 i TR TIE

gl sn
N VLM S K

Mo cwvnD

o

UL 38638249

corol A3 5 . Ll i Konservatyvus
ey g Vrkban - : nestruktarizuotas

reglonas

s 39638240

3.14 pav. UL8c ir DNR polimeraziy seky palyginys. HHV-1 UL8c seka pazymeéta
raudona linija. Juoda linija rodo seky motyvy ilgi. HHV-1 UL8 mutuoti regionai yra
juoduose staciakampiuose, mutanty pavadinimai pateikti vir§ palyginio. Pirmoje
palyginio eilutéje pavaizduota E. coli Polll (PDB: 3k57) antriné struktiira, nustatyta
DSSP programa (Joosten, te Beek et al., 2011); E - B-juosta, H-spiralé. Santrumpos:
Ec, Escherichia coli; Pf, Pyrococcus furiosus; Sc, Saccharomyces cerevisiae; RB69,
Enterobacteria phage RB69.
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UL8 saveikos su baltymais vietos. ULS8c struktiros modelis leido
pazvelgti | Zinomas ir tikétinas sgveikos su baltymais vietas. Neseniai HHV-1
ULS8 baltymui buvo atlikta kraviy pakeitimo j alaninus mutagenez¢ ir nustatyti
keturi mutantai su replikacijos defektais (Muylaert, Zhao et al., 2012). Trys i
ju patenka j UL8c modelio ribas (3.14 ir 3.15 pav.). Mutantai A49 (R640A,
D642A ir E644A) ir A53 (R677A ir R678A) nesgveikavo su praimaze (ULS52),
o A52 (D671A ir E673A) mutanto atveju, sgveika buvo silpnesne. AS2
mutuotos liekanos UL8c modelyje atsiduria greta A53 mutacijy. UL8c modelis
dera su eksperimentiniais duomenimis, nes visy minéty mutanty a-r. formuoja

vieng sgveikos pavir§iy.

3.15 pav. HHV-1 UL8c modelis palygintas su E. coli Polll. (A) UL8c ir jo a-r., kuriy
mutacijos turi jtakos sgveikai su UL52. Mutuotos liekanos pavaizduotos erdvés
uzpildymo reprezentacija (anglies atomai, pilki/balti; azoto, mélyni; deguonies,
raudoni). (B) E. coli Polll ir DNR kompleksas. Polimerazés (Pol) ir egzonukleazés
(Exo) domenai nuspalvinti atitinkamai zaliai ir pilkai.

Tikétina, kad UL8 C-galas yra dar viena sgveikos su baltymais vieta (3.14
pav.). Siam regionui badingas trumpas hidrofobinis konservatyvus motyvas
(HHV-1 ULS8 747-FLF-749). Programos PrDOS (Ishida ir Kinoshita, 2007) ir
MetaDisorder3D (Kozlowski ir Bujnicki, 2012) prognozuoja, kad jis yra
nestruktiirizuotame regione. Zinoma, kad minéti poZymiai yra badingi saveikos

su baltymais vietoms. EksperimentiSkai nustatyta, kad HHV-1 UL8 C-galas
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jungiasi prie DNR polimerazés (Marsden, McLean et al.,, 1997). Pastarasis
tyrimas identifikavo su DNR polimeraze sgveikaujanCias a-r. Salia
konservatyvaus C-galo motyvo. Tai leidZzia manyti, kad konservatyvus
hidrofobinis motyvas, esantis nestruktiirizuotame regione, galbiit yra antriné
sgveikos su DNR polimeraze vieta arba dalyvauja sgveikoje su Kkitais

replikacijos baltymais.

ULS2 ir ULS yra giminingi, atitinkamai, eukarioty PrimPol ir Pifl
helikazei. ULS8 kartu su UL52 ir ULS sudaro helikazés-praimazés kompleksa.
Tikintis geriau pazinti UL8 buvo iStirtas jo partnerty ULS52 ir ULS
homologiSkumas kitiems baltymams. HHV-1 ULS52 (gi: 9629434) yra 1058 a-
r. ilgio baltymas, kurio C-galiné dalis gimininga archéjy-eukarioty praimazei
(AEP) (Iyer, Koonin et al., 2005). UL52 homologai, rasti seky paieSkos metu,
sudaro keleta grupiy (3.16 pav.). Kartu grupuojasi HHV-1 ir kitos sekos 18
Herpesviridae Seimos. Pastarosioms giminingos moliusky
(Malacoherpesviridae)  bei  Saltakraujy  gyvuny  (Alloherpesviridae)
herpesvirusy ULS2. ULS52 homology buvo rasta NCLD virusuose ir
eukariotuose. Pastarajai grupei priklauso neseniai charakterizuota Zmogaus
praimazeé-polimerazé (PrimPol (CCDCI111)), kuri svarbi DNR replikacijai,
esant jos pazaidoms (Garcia-Gomez, Reyes et al., 2013). Zmogaus PrimPol yra
pirmas eukariotinio baltymo, turin¢io ir praimazes, ir polimerazés aktyvumus
pavyzdys. Idomu tai, kad kinetoplastidai koduoja net keleta PrimPol kopijy.
Pavyzdziui, Trypanosoma brucei turi keturis PrimPol. Nustatyta, kad du 1S jy
(3.16 pav., TbPRII ir TbPRI2) turi praimazés aktyvumg ir yra bitinos Igstelés
augimui ir kinetoplasto DNR replikacijai (Bezalel-Buch, Yaffe et al., 2013).
Kiti du baltymai yra DNR polimerazés, o TbPPL1 dar turi ir praimazés
aktyvumg (Rudd, Glover et al., 2013). PrimPol grupei taip pat priklauso virusy
baltymai 1§ Marseilleviridae, Mimiviridae, Asfarviridae Seimy bei Ostreid
herpesvirus 1. Pastarasis Malacoherpesviridae atstovas turi net tris ULS52
homologus. Du i§ jy (OsHV1_ORF7 ir OsHV1_ORF49) grupuojasi su
PrimPol, o tre¢iasis (OsHV1_ORF66) yra panasesnis | herpesy UL52.
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3.16 pav. UL52 ir jo homologai sugrupuoti pagal tarpusavio seky panaSumg.
Linijomis sujungtos sekos, kuriy CLANS panasumo jvertis (P-jvertis) < le-03. Zaliai
pazymetos sekos priklauso Malacoherpesviridae Seimai ir NCLD virusams.
Santrumpos: Ps, Pandoravirus salinus; Tb, Trypanosoma brucei; Hs, Homo sapiens;
HHV1, Human herpesvirus 1; OsHV1, Ostreid herpesvirus 1; Alloherpes,
Alloherpesviridae; Herpes, Herpesviridae; Malacoherpes, Malacoherpesviridae.

ULS priklauso SF1 helikaziy superSeimai. Atliekant seky paieskas su
HHV-1 ULS (gi: 9629385), pirmose iteracijose buvo rastos eukarioty ir virusy
Pif1 helikazés. Tolimesni ULS homologai (bakterijy RecD ir T4 Dda) buvo
nustatyti velesnése iteracijose. Malacoherpesviridae Seimoje ULS5 homologai
buvo rasti pirmg kartg (3.17 pav.). Grupuojant UL5 homologus, kaip ir UL52
atveju, iSsiskiria trys herpes virusy grupés. Joms artimai giminingi yra
eukarioty ir virusy Pifl. Pifl biidingas daugeliui eukarioty. Zmogus turi viena
Pifl, o Saccharomyces cerevisiae — du (ScPifl ir ScRrm3). Jdomu, kad T.
brucei koduoja net aStuonis Pifl paralogus. Pifl Seimoje geriausiai yra
charakterizuoti mieliy baltymai. ScPifl dalyvauja telomerinés, ribosominés ir
mitochondrinés DNR replikacijoje, Okazaki fragmenty brendime (Bochman,
Sabouri et al., 2010). Neseniai buvo nustatyta, kad ScPifl, kartu su Pols,
dalyvauja su rekombinacija susijusioje (recombination-coupled) DNR sintez¢je

(Wilson, Kwon et al., 2013). ScRrm3, judédama kartu su replikacine Sakute,
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padeda jveikti sunkiai replikuojamus genomo regionus (Azvolinsky, Dunaway
et al., 2006). Nustatyta, kad ScRrm3 sgveikauja su Polg, todel tikétina, kad

ScRrm3 gali biti stabilus replisomos komponentas (Azvolinsky, Dunaway et

al., 2006).
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3.17 pav. ULS ir jo homology grupés. Linijomis sujungtos sekos, kuriy CLANS
panasumo  jvertis (P-ivertis) < 1le-07. Naujai rasti ULS5 homologai
Malacoherpesviridae Seimoje apibraukti elipse. Pifl homologai iS NCLDV, bakulo
virusy ir fagy pazymeéti zaliai. Santrumpos: HHV1, Human herpesvirus 1; Sc, Sac-
charomyces cerevisiae;, Ec, Escherichia coli; h, zmogaus (human); T4, T4 fagas; Tb,
Trypanosoma brucei; Alloherpes, Alloherpesviridae; Herpes, Herpesviridae;
Malacoherpes, Malacoherpesviridae.

Herpes virusy helikazés-praimazés kompleksas: sgsajos su eukarioty
DNR replikacija. UL8 kompiuteriné¢ analiz¢ atskleidé, kad Sis baltymas yra
neaktyvi B-Seimos polimerazé. Tai paaiSkina, kodél UL8 nebuvo nustatytas
katalizinis aktyvumas. Kokia galéty biiti UL8 kilmé? Galbiit ji atsirado jvykus
herpesy DNR polimerazés (UL30) duplikacijai. Kita vertus, ULS8 galé¢jo kilti 1§

B Seimos polimeraziy protéviy. Deja, mazas seky identiSkumas neleidZia
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tiksliai nustatyti UL8 baltymo kilmes. ULS2 ir UL5 homology analizé
atskleidé jy panaSumus ] eukariotinius baltymus. Taigi, visi trys helikazés-
praimazés komplekso komponentai turi struktiirinius ir galbut funkcinius
panaSumus ] atitinkamus eukarioty baltymus. Pavyzdziui, UL8 gali biiti
lyginama su Pole polimerazés C-galu, kuris yra neaktyvus egzonukleazés-
polimerazés modulis naudojamas kaip saveikos su baltymais platforma
(Tahirov, Makarova et al., 2009). Neseniai nustatyta, kad ULS sgveikauja su
DNR polimeraze (UL30) (Weller ir Coen, 2012), o Pifl jungiasi su Pold
(Wilson, Kwon et al., 2013). UL52-ULS5 formuoja subkompleksg. Kyla
klausimas, ar $iy baltymy atitikmenys eukariotuose taip pat galéty saveikauti
esant tam tikroms salygoms? Tiesioginiy sgveiky jrodymy néra, bet uzuominy
tyrimuose galima rasti. Pavyzdziui, PrimPol ir Pifl baltymai padeda jveikti
sunkiai replikuojamus genomo regionus (Azvolinsky, Dunaway et al., 2006;
Garcia-Gomez, Reyes et al., 2013). Koreliuotas PrimPol ir Pifl baltymy
iSplitimas Trypanosoma brucei genome yra dar viena uZuomina, kad jie gali
bati funkciskai ir galbit fiziskai susije. Zinoma, kad bent dvi tripanosomy
PrimPol ir Pifl homology poros dalyvauja tame paciame procese. TbPRII ir
TbPIF2 funkcionuoja maksiziedy DNR replikacijoje, o TbPRI2 ir TbPIFI
dalyvauja miniZiedy replikacijoje ir segregacijoje (Bezalel-Buch, Yaffe et al.,
2013). Naturalu, kad yra skirtumy tarp herpes virusy ir eukarioty minéty
kompleksy. Vis dé¢lto jy panaSumy analizé galéty pagilinti Zinias apie abi

sistemas.

3.4. Viengrande DNR suriSantys baltymai

Atlikus preliminarig replikacijos baltymy pasiskirstymo dgDNR virusy
genomuose analiz¢, nustebino SSB baltymy nebuvimas didZiausiuose
eukarioty virusuose. Sie virusai buvo i$analizuoti detaliau. Tyrimo metu virusy
vgDNR suriSantys baltymai naujai rasti NCLDV grupéje bei nustatyta, kad
raupy SSB (I3) yra giminingas bakterijy SmpB (Small protein B).
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Apskritai, virusuose daZzniausiai (43% atvejy) nustatyti E. coli SSB
homologai. T7 fago gp2.5 buvo rasti 26% atvejy. Sie SSB naujai nustatyti ir
charakterizuoti NCLD virusuose. T4-fagy SSB (gp32) turi 18%
reprezentatyviy atstovy. SSB baltymai, kuriuose nerasta OB-domeno, sudaro
11% atvejy. Jie yra labai jvairs ir daZniausiai specifiSki taksonui: lambda fago
eal0, phi29 fago gp5, PRDI1 fago P12 ir P19, N4 fago SSB, adeno virusy E2A,
raupy virusy I3. Pastarojo analiz¢, pateikta Zemiau, atskleidé jo panasumg j
bakterijy SmpB. RpA homologas su reik§mingu jverc¢iu buvo rastas tik EnV-86
viruse. Didelis jo panasumas j Igstelinius organizmus ir Sio baltymo nebuvimas
virusuose, gimininguose EhV-86, leidzia manyti, kad jis jgytas horizontalios
geny pernasos budu. Bakulo virusy SSB (LEF3) yra biitinas viruso replikacijai,
taCiau jo struktira ir panaSumas j charakterizuotus SSB nenustatyti (Yu ir
Carstens, 2010). Visiems LEF3 homologams buvo atliktos jautrios paieSkos
HHsearch programa. Daugeliu atvejy buvo rastas nereikSmingas (HHsearch
tikimybé sieké iki 57% (gi: 2850024 15)) panaSumas ] archéjy-eukarioty RpA.
Minéty rezultaty palyginiai parode, kad LEF3 galéty turéti RpA baltymo OB
domenus. Tikintis pagerinti rezultaty reikSminguma, baltymai suskaldyti | tris
tikétinus domenus ir paieSkos pakartotos. Pirmasis domenas rodo nereikSmingg
panasumg ] jvairius domenus, o antram ir tre¢iam domenams panaSumo j RpA
OB reikSmingumas iSaugo (atitinkamai iki 90% (gi: 29567141) ir 77% (gi:
118197537). Tikétina, kad bakulo virusy LEF3 turi stipriai divergavusius OB-
domenus, giminingus RpA. D¢l maZo jy panaSumo | Igsteliniy organizmy RpA
nepavyko sudaryti LEF3 modeliy ir atlikti detalesnés jy analizés.

SSB baltymai bitini lgsteliniy organizmy DNR replikacijai. Juos taip pat
turi virusai, kuriy replikacijos aparatas gerai charakterizuotas (pvz., T4, T7 ir
phi29 fagai, herpes, bakulo ir raupy). Tai Zinant, stebétina, kad santykinai
mazai SSB baltymy buvo rasta dideliy genomy virusuose (3.11 pav.). SSB
nerasta Nimaviridae, Alloherpesviridae, Nudivirus, Malacoherpesviridae,
Hytrosaviridae, Asfarviridae Seimose bei phiKZ faguose (Zr. priedas). SSB
baltymy svarba DNR replikacijai leidZia manyti, kad minétos Seimos turi Siuos

baltymus, taciau jy nepavyko rasti. NCLDV, bakulo ir herpes virusy SSB
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pavyzdZiai rodo, kad paieSkas gali apsunkinti stipriai divergave OB-domenai.
Kompiutering analiz¢ dar labiau komplikuoja tai, kad SSB funkcijai gali buti
panaudoti netipiSki baltymai, kuriems nebiidinga OB-sankloda. Tai iliustruoja

raupy virusy ir kai kuriy fagy SSB pavyzdziai.

3.4.1. Keturiose NCLDYV Seimose rasti OB-sanklodos SSB baltymai

SSB baltymy paieSka NCLD virusuose pradéta tikintis juose rasti tipiSkus,
bet stipriai divergavusius OB-sanklodos SSB. Siam tikslui pasiekti buvo
atliktos iteratyvios homology paieSkos PSI-BLAST ir jackhmmer
programomis. Seky ieSkota nr70 duomeny baze¢je (NCBI ,,nr* duomeny baze
nufiltruota iki 70% identiSkumo) naudojant jtraukimo ribg E-value=0.001.
UzZklausoms pasirinkti gerai charakterizuoti lgsteliniy organizmy ir virusy
baltymai. Netikétai, uzklausai naudojant T7 fago SSB baltymg (gp2.5) (gi:
9627442), buvo statistiSkai reikSmingai (E-value<0.001) nustatyti jo
homologai keturiose NCLDV Seimose (Phycodnaviridae, Mimiviridae,
Iridoviridae ir Marseilleviridae). Sis rezultatas buvo patikrintas vykdant
atvirkSting paieSka. HHsearch programa sugeneruoti naujai rasty SSB seky
profiliai rod¢ reikSmingg (tikimybé vir§ 95%) panaSumg i T7 gp2.5 ir du
profilius su necharakterizuoty domeny (domains of unknown function (DUFs))
sekomis i§ Pfam duomeny bazés. Viename i§ jy (DUF2738) yra dalis NCLDV
SSB seky, o kitag (DUF2815) sudaro daugiausiai profagy SSB baltymai (3.18
pav.). Taigi, bendrai pa¢mus, atlikti tyrimai patikimai rodo, kad keturioms
NCLDYV Seimoms budingi T7 fago SSB homologai. Minéti rezultatai yra ne tik
patikimi, bet ir specifiniai, nes T7 gp2.5 OB-sankloda turi iSskirtiniy bruoZzy.
Pavyzdziui, T7 gp2.5, statinait¢ dengianti o spiralé yra jterpta ne tarp B3 ir 4
juosty, kaip kituose OB baltymuose, o tarp 2 ir f3.
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3.18 pav. NCLDV SSB ir jy homologai sugrupuoti pagal tarpusavio seky panasuma.
Pfam profiliy sekos pavaizduotos trikampiais (DUF2815, oranzin¢; DUF2738, kitos
spalvos). Taksonominiy grupiy pavadinimai pateikti vir§ klasteriy (EhV86, Emiliania
huxleyi virus 86).

Kai kuriuose NCLDV genomuose buvo rasta daugiau nei vienas T7 SSB
homologas. NCLDV SSB ortologai buvo identifikuoti CLANS programa
klasterizuojant juos pagal tarpusavio seky panaSumg. DaZniausiai ortologams
yra biidingas daug riigstiniy liekany turintis C-galas. Zinoma, kad T7 gp2.5 C-
galas yra naudojamas sgveikai su kitais baltymais (Marintcheva, Hamdan et al.,
2006). Paralogy funkcinis vaidmuo néra aiSkus. Tikétina, kad jie dalyvauja
formuojant oligomerinius SSB. Pavyzdziui, T7 fago, E. coli ir Zmogaus SSB
tyrimai rodo, kad pastarieji veikia kaip oligomerai (Kim ir Richardson, 1994;
Raghunathan, Ricard et al., 1997; Bochkareva, Korolev et al., 2002).
Phycodnaviridae Seimos atstovas Emiliania huxleyi virus 86 (EnV86) turi ne
tik stipriai divergavusj T7 SSB homologa (3.18 pav.), bet ir du baltymus,
giminingus archéjy-eukarioty SSB (Replication Protein A, RPA). Tikétina, kad
EhV86 gp2.5 homologas stipriai divergavo tuomet, kai SSB vaidmenj Siame

viruse perémé horizontaliu geny pernasos budu jgyti minéti RPA baltymai.
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Nustatyta homologija tarp NCLDV SSB ir T7 gp2.5 leidZia manyti, kad jie
atlicka panasias funkcijas DNR replikacijos ir rekombinacijos procesuose. Sj
teiginj palaiko NCLD virusy genominio konteksto analizé. Nustatyta, kad
NCLDYV SSB daznai koduojami greta kity DNR replikacijos ir rekombinacijos
baltymy, pavyzdZiui, DNR polimerazes, helikazés, topoizomerazeés, Ziedai ir jy
uzkel¢jai. Be to, transkriptomikos duomenys rodo, kad naujai rasti SSB 1S Frog
virus 1 (Iridoviridae), PBCV-1 (Phycodnaviridae) ir mimi viruso yra aktyviai
eskpresuojami ankstyvosiose infekcijos stadijose kartu su kitais DNR
replikacijos baltymais (Majji, Thodima et al., 2009; Yanai-Balser, Duncan et
al., 2010; Legendre, Audic et al., 2010).

3.4.2. NCLDYV SSB struktiira tinkama sgveikai su vgDNR

Siekiant geriau struktiriSkai ir funkciSkai pazinti NCLDV SSB baltymus,
vieno 1§ jy atstovy struktira (phycodna viruso PBCV-1 SSB (gi: 340025795))
buvo sumodeliuota. Modeliavimas vyko iteratyviai optimizuojant taikinio-
Sablono palyginj bei bandant jvairias Sablony kombinacijas (Venclovas ir
Margelevicius, 2009). Pradinis PBCV-1 SSB modelis buvo sudarytas Sablonu
naudojant tik T7 gp2.5 kristaling struktiira (PDB: 1je5). Vélesné analize
parode, kad PBCV-1 SSB al spiralé ir toliau esantis regionas (3.19 pav.)
galéty buti panaSesnis | herpes virusy SSB (ICPS, PDB: lurj; 3.20 pav.)
atitinkamas vietas. Kaip ir galima buvo tikétis, modeliavimui kartu naudojant
T7 ir herpes virusy SSB Sablonus, modelio kokybé Zymiai pager¢jo. Galutinio
modelio (prieinamas adresu:
http://www.ibt.1t/bioinformatics/models/pbcv1_ssb/) ProSA-web jvertis buvo
geresnis nei modeliavimui naudoto pagrindinio Sablono (atitinkamai: PBCV-1
SSB, -7,34 ir T7 gp2.5, -6,96), kuris jvertintas jam jmodeliavus trukstamas
kilpas. Taigi, geras modelio kokybés jvertinimas parod¢, kad jis yra

pakankamai tikslus ir tinkamas tolimesnei strukturinei-funkcinei analizei.
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3.19 pav. T7 ir | jj panaéiq fagy, NCLDV ir herpes virusy SSB baltymy OB-
sanklodos regiono palyginys. Sekos pavadinimg sudaro viruso akronimas, baltymo
pavadinimas (jei yra) ir gi numeris. T7 gp2.5 ir HHV-1 ICP8 baltymy antriné
struktiira pateikta atitinkamai vir§ ir Zemiau palyginio (B juostos vaizduojamos kaip
strelés, o spiralés — staciakampiai). NCLDV SSB liekanos, kurios manomai
saveikauja su vgDNR, paZymétos Zvaigzdutémis. Juoduose staCiakampiuose
pateikiamos a-r., kuriy svarba sgveikai su vgDNR nustatyta eksperimentiskai (T7
gp2.5, K109 ir Y158; SHV1 ICP8, K756 ir K970). NCLDV SSB seky pavadinimai
pavaizduoti Zaliame fone, o PBCV-1 SSB — pabrauktas.

3.20 pav. T7 fago gp2.5 (PDB kodas: 1je5; raudona) ir HHV-1 ICP8 (PDB kodas:
lurj; zalia) struktiry iSlyginimas naudojant Dali serveri. ICP8 turi papildomg o-
spirale (apvesta oranZiniu ovalu) uZz al spiralés. PanaSus struktiirinis motyvas
nustatytas ir PBCV-1 atveju, todél modeliuojant kartu su pagrindiniu Sablonu, buvo
naudotas minétas ICP8 regionas.

Norint nustatyti ar NCLDV SSB yra tinkamas sgveikai su vgDNR, buvo

iStirta jo struktliros modelio pavirSiaus savybés (3.21 pav.). DaZnai baltymai,
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sgveikaujantys su DNR, saveikos vietoje turi padidéjusj teigiamg kriivj.
Nustatyta, kad PBCV-1 SSB yra budingas iSauges teigiamas kruvis regione,
kuris T7 gp2.5 baltyme, manoma, jungiasi su vgDNR (Hyland, Rezende et al.,
2003). Be to, tam paCiam PBCV-1 SSB regionui yra budingos pacios
konservatyviausios aminortigStys (3.21 pav., B). Remiantis konservatyvumu
ir(arba) elektrostatinémis savybémis buvo nustatytos keturios liekanos, kurios

tikétina, sgveikauja su vgDNR (3.19 ir 3.21 pav.)

Variable ’ Conserved
g EH2 3 4 5 o 70N

3.21 pav. PBCV-1 SSB modelis ir jo tikétinas sgveikos su vgDNR regionas.
Liekanos, manomai svarbios sgveikai su vgDNR, paZymeétos zaliai. (A) PavirSiaus
elektrostatinio potencialo Zemélapis (neigiamas kriivis, raudona; teigiamas, meélyna;
skalés vienetai, KyT/e.). (B) NCLDV SSB baltymy a-r. konservatyvumas
pavaizduotas ant PBCV-1 SSB modelio pavirSiaus (nekonservatyvios liekanos,
Sviesiai meélyna; konservatyvios, tamsiai raudona). (C) PBCV-1 SSB modelis,
kuriame sgveikai su vgDNR svarbios a-r. pavaizduotos lazdelémis.

Eksperimentai rodo, kad dviejy i§ jy atitikmenys T7 fago ir kiauliy herpes
viruso SSB baltymuose sgveikauja su vgDNR. PBCV-1 SSB K139 atitinka
SHV1 SSB K756, kuris yra biitinas sgveikai su vgDNR (Wu, Li et al., 2009), o
tos pacios pozicijos mutacija (K109I) T7 gp2.5 baltyme keiia sgveikos su
vgDNR pobiidj (Hyland, Rezende et al., 2003). T7 SSB Y158C mutantai
nesijungia su VgDNR (Hyland, Rezende et al., 2003), tikriausiai d¢l to, kad
suardoma stekingo saveika su nukleotido baze. Sj teiginj palaiko tas faktas, kad
NCLDV SSB Sioje pozicijoje (PBCV-1, WI182) aptinkamos vien tik

aromatinés liekanos (3.19 pav.). SHV1 SSB minétoje pozicijoje yra tirozinas
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(Y971). Tiesioginiy jrodymy, kad pastarasis sgveikauja su vgDNR néra, taciau
nustatyta, kad jo kaimyno (K970) mutacija reik§mingai jtakoja jungimasi prie
vgDNR (Wu, Li et al., 2009). Eksperimentiniy duomeny apie likusiy dviejy
NCLDYV SSB pozicijy (PBCV-1, K141 ir R194) svarbg saveikai su DNR néra.
Taciau jy buvimas sgveikos su vgDNR griovyje ir didelis konservatyvumas

leidZia manyti, kad jos yra svarbios jungimuisi prie vgDNR.

3.4.3. Raupy SSB baltymai (I3) negiminingi NCLDV SSB
Raupy virusuose nebuvo rasta nei T7 gp2.5, nei kity OB-sanklodos SSB
baltymy homology. Tai nenuostabu, nes yra Zinoma, kad geriausiai iStyrinétam
karviy raupy virusui (vaccinia) yra budingas vgDNR suriSantis baltymas (I3)
(Rochester ir Traktman, 1998). Tyrimai rodo, kad I3 baltymas dalyvauja DNR
replikacijoje bei yra svarbus viruso DNR rekombinacijai (Gammon ir Evans,
2009; Greseth, Boyle et al., 2012). Taciau, nepaisant dideliy pastangy, 13
panasumas ] kitas baltymy Seimas nebuvo nustatytas (Greseth, Boyle et al.,
2012).

Pradinei I3 homology paieskai buvo naudotos PSI-BLAST ir jackhmmer
programos atliekant iki penkiy iteracijy su 0,001 jtraukimo riba. Ieskota per
nr'70 duomeny baze¢, o uzklausai pasirinktos reprezentatyvios I3 Seimos sekos.
Deja, homology su reikSmingais jverCiais nepavyko rasti. Tuomet viskas
pakartota naudojant ,,8velnesne* jtraukimo riba (0,01). Siomis salygomis,
jackhmmer programa nustaté panasumg ] bakterijy SmpB (Small protein B)
baltymg. Papildoma analizé buvo atlikta, norint jsitikinti $io rezultato
patikimumu. Buvo pastebéta, kad SmpB baltymas iSsilygina tik su centrine 13
baltymo dalimi. Tyrimai rodo, kad Salia esantys, nesusij¢ domenai gali trukdyti
homology paieskai. Taigi, iSkelta prielaida, kad jei SmpB ir I3 homologija yra
reik§minga, tai paSalinus aplinkinius domenus reik§Smingumo jvertis turéty
padidéti. Si idéja pasitvirtino. Viena i§ I3 seky (gi: 115531731) su
sutrumpintais N- ir C-galais, naudojant jackhmmer programg ir nustacius

griezta jtraukimo ribg (E-value=0,001), rado SmpB baltymus. Tolimesnei
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analizei buvo naudotos jautrios paieSkos HHsearch programa. IS pradzZiy buvo
sudaryti profiliai visoms reprezentatyvioms pilno ilgio I3 sekoms. Naudojant
juos, atliktos paieSkos per seky su Zinomomis struktliromis (PDB) profiliy
duomeny baze¢. HHsearch su geriausiais jverCiais rasdavo Aquifex aeolicus
SmpB (PDB: 1p6v). ReikSmingiausias rezultatas (tikimybé=89%) gautas
uzklausai naudojant Yoka raupy viruso I3 (gi: 345107239). Sj rezultata
sustiprino tas faktas, kad HHsearch ir jackhmmer atvejais buvo gauti identiski
I3 ir SmpB seky palyginiai (3.22 pav.). Be to, atliekant HHsearch pieska su 13
(gi: 41057468), kurio N- ir C-galai buvo sutrumpinti, SmpB rastas su
statistiSkai reikSmingu jverciu (tikimybé=95%). Kaip papildomi SmpB ir I3
giminystés testai buvo atliktos atvirkstinés paieskos. Naudojant SmpB profilius
buvo ieSkota homology per Pfam duomeny baz¢. HHsearch programa su
geriausiu jverciu (neskaitant SmpB profilio suradimo) rado 13 profilj. Paieskai
naudojant tik SmpB (gi: 240047684) regiona, iSsilyginusj su I3, buvo gautas
statistiSkai reikSmingas (tikimybé=95%) HHsearch jvertis. Taigi, remiantis
minétais rezultatais, galima teigti, kad SmpB ir I3 baltymai tikriausiai yra
bendros kilmés.

SmpB yra bakterijy baltymas suriSantis tmRNR. Pastaroji RNR molekulé
atlieka tiek tRNR, tiek mRNR funkcijas. SmpB baltymas strukturiSkai
nepanasus ] kitas baltymy Seimas. Nepaisant to, pasitlyta, kad jam yra budinga
sankloda panaSi ;] OB (Dong, Nowakowski et al., 2002). Atlikta SmpB
struktiiros analize rodo, kad Sis teiginys yra klaidinantis. Nustatyta, kad SmpB
pasizymi PBoBp struktiirinio motyvy duplikacija (3.22 pav.). Taigi,
pseudosimetriSka SmpB struktiira sudaryta i§ dviejy pasikartojanciy daliy, néra

panasi j pasikartojimy neturincig ir asimetriSkag OB-sankloda.
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3.22 pav. SmpB turi du struktiriSkai panaSius Pofp pasikartojimus. (A)
Reprezentatyviy SmpB atstovy palyginys. Aquifex aeolicus SmpB (PDB: 1p6v)
antrin¢ struktiira, nustatyta DSSP programa, pateikta vir§ palyginio. Du
pasikartojimai pateikti atitinkamai Zalia ir oranZine spalvomis. (B) A. aeolicus SmpB
struktlira su nuspalvintais pasikartojimais (C) A. aeolicus SmpB pasikartojimai
uzkloti Dali programa.

Idomu tai, kad tik antrasis SmpB pasikartojimas pilnai iSsilygina su I3
(3.23 pav.). Tiketina, kad Sis pasikartojimas yra konservatyvesnis. Be to,
iSsilyginusiam regionui bidingos I3 ir SmpB funkcijai svarbios liekanos
(Gutmann, Haebel et al., 2003; Greseth, Boyle et al., 2012). I3 C-galas yra
praturtintas aspartato ir glutamato liekanomis bei, panaSu, kad yra
nestruktiirizuotas. Siomis savybémis jis primena riigitines fagy ir bakterijy

SSB baltymy uodegas, naudojamas sgveikai su baltymais.
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3.23 pav. Raupy SSB (I3) ir SmpB Seimy panaSumas. (A) I3 sekos regionai. (B)
SmpB ir I3 atstovy seky palyginys. IS A. aeolicus SmpB kristalinés struktiiros (PDB:
1p6v) nustatyta ir HHsearch nuspéta vaccinia I3 antriné struktiira pateikta atitinkamai
virs$ ir po palyginiu.

3.4.4. NCLDV vgDNR surisan¢iy baltymy taksonominis pasiskirstymas
ir evoliucija

NCLD virusy filogenetiniame medyje buvo paZymetas jy SSB
taksonominis pasiskirstymas (3.24 pav.). Manoma, kad NCLDV yra
monofiletinés kilmés (Iyer, Aravind et al., 2001), o fagai vaidino svarby
vaidmenj ankstyvoje NCLDV evoliucijoje (Iyer, Aravind et al., 2001; Iyer,
Balaji et al., 2006; Koonin ir Yutin, 2010). Tikétina, kad NCLDV protéviai jau
turéjo § T7 fago gp2.5 panasy SSB. IS tikryjy, daugelis NCLDV geny, biitiny
replikacijai, rodo fagine kilme¢ (pvz., DNR praimzé-helikaze, NAD-ligaze ir
resolvazé) (Koonin ir Yutin, 2010). Siame tyrime rasti T7 gp2.5 homologai
papildo minétg sarasa. I3 baltymas néra giminingas minétiems SSB. Tikétina,
kad Sis baltymas raupy virusuose atsirado jvykus neortologiniam geno

pakeitimui.
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3.24 pav. NCLDV kilmés medis (adaptuota i§ (Koonin ir Yutin, 2010) ir jy SSB
taksonominis pasiskirstymas (T7-like, naujai rasti NCLDV SSB baltymai).

3.5. Pradmens pasalinimo baltymai

DgDNR virusuose rastos FEN, RNaseH ir PD-(D/E)XK Seimy 5'-3'
egzonukleazés. Zinoma, kad lasteliniy organizmy pradmens paSalinime
dalyvauja FEN ir RNaseH Seimy atstovai, tuo tarpu PD-(D/E)XK Seimos
baltymai atlieka jvairias nukleoriigi¢iy metabolizmo funkcijas (Yang, 2011).
Nustatyta, kad pastarosios Seimos atstovas — Zmogaus Dna2 — dalyvauja ilgy
pradmeny paSalinime (Yang, 2011), o herpes UL12 Sarminé egzonukleaze (A
egzonukleazés homologas) turi 5'-3' RNazés aktyvuma (Buisson, Geoui et al.,
2009).

Baltymai, galimai atliekantys pradmens paSalinimo funkcijg, virusy
genomuose buvo rasti santykinai daznai (3.11 pav.). Maziausia jy dalj (8%)
sudaro RNaseH grupé. Sie baltymai pasizymi pladiu taksonominiu paplitimu.
Juos turi eukarioty virusai (Seima Phycodnaviridae), fagai (phiKZ) ir archéjy
virusai (Halovirus HCTV-1 ir HVTV-1). Daugumga rasty baltymy sudaro PD-
(D/E)XK Seimos 5'-3' egzonukleazes (62%). Joms priklauso baltymai,
homologiski Dna2, UL12 ir A egzonukleazei. Tikétina, kad dalis Sios grupés
baltymy yra specifiski DNR ir dalyvauja tik viruso homologingje
rekombinacijoje. D¢l Sios prieZasties pradmens pasalinimo funkcijg atliekanciy

baltymy galbiit yra maZiau nei rasty baltymy.
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3.6. Ligazés

DNR ligazes, kaip ir procesyvumo veiksniai, virusuose buvo randamos
retai ir dazniausiai didesniuose genomuose (3.11 pav.). ATP kaip kofaktoriy
naudojanc¢iy ligaziy buvo rasta daugiau (61% visy atvejy). Pastebéta, kad
ligaziy tipas (ATP/NAD) néra specifiSkas taksonui. PavyzdZiui, T4-like fagy
grupéje rastos tieck ATP, tiek NAD ligazés (atitinkamai 63 ir 35 atvejai).
Zinoma, kad NCLD virusy ligazés evoliucijos eigoje biidavo prarandamos,
neortologiskai pakeiCiamos arba jgyjamos (Yutin ir Koonin, 2009). NCLDV
grupei priklauso didZiausi Zinomi Pandora virusai. Juose DNR ligazés buvo
nerastos. Tai stebina, nes Sie baltymai didesniuose genomuose koduojami
daZzniau (3.11 pav.) . Tai gali biiti dél to, kad virusas galbiit naudoja Seimininko
ligaze. Pavyzdziui, nustatyta, kad vacinia virusas su iSmutuota savo ligaze
sékmingai dauginasi, o nuslopinus Seimininko ligazés raiSka, mutantas
neiSgyvena (Paran, De Silva et al., 2009). Taigi, panaSu, kad DNR ligazés yra
igyjamos, prarandamos arba neortologiSkai pakeiciamos lengviau nei Kkiti

replikacijos baltymai.

3.7. Topoizomerazés

DNR topoizomeraziy, kaip ir Ziedo uzkélimo kompleksy, buvo rasta
maziausiai (3.11 pav.). Jos yra budingos tik dideliy genomy (vir§ 130 kbp)
virusams. Archéjy virusuose topoizomeraziy nerasta (3.12 pav.). Nustatyta,
kad Kartais virusai turi keliy tipy topoizomerazes. Zinoma, kad visy tipy
(i8skyrus IA) atstovai dalyvauja maZinant teigiama superspiralizacija,
susidaran¢ig DNR replikacijos metu (Vos, Tretter et al., 2011). Virusuose IA
tipas buvo rastas retai (13% atvejy) ir tik kartu su kitomis topoizomerazémis.
Idomu tai, kad virusai, turintys topoizomerazes, turi ir ligaze (iSskyrus S-TIMS
fagg). Galbiut pastaroji padeda topoizomerazei liguoti DNR ganding(es) po

DNR superspiralizacijos pakeitimo.
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ISVADOS

. Replikazés komponenty (ne)buvimas genome ir jy tipai priklauso
nuo viruso genomo dydZio: maZzi virusai (<40 kbp) daznai neturi
DNR polimeraziy arba turi B-Seimos polimeraz¢ pradmeniu
naudojancig baltymg. Did¢jant genomui virusai vis dazniau koduoja
nuosavg DNR polimerazg, o patys didziausi atstovai (>140 kbp)
daZnai papildomai turi procesyvumo veiksnj ir kartais jo uzkéléja.

. PhiKZ fagai turi stipriai divergavusias B-Seimos DNR polimerazes.
. Did¢jant viruso genomui jame daZniau koduojami nuosavi
replikacijos baltymai, o pats daZniausias virusy replikacinis
baltymas yra helikaze.

. Herpes virusy helikazés-praimazés subvienetas (UL8) yra
inaktyvuota B Seimos DNR polimerazé.

. Didziausi eukarioty virusai (NCLDV) turi bent dvi evoliuciSkai

skirtingas SSB Seimas, negiminingas eukarioty baltymams.
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Pandoravirus dulcis 1908524 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Acanthamoeba polyphaga mimivirus 1181549 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1 617453 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pithovirus sibericum 610033 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Bacillus phage G 497513 1 0 0 1 1 1 1 1 1
Phaeocystis globosa virus 459984 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Emiliania huxleyi virus 86 407339 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Marseillevirus 368454 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Cronobacter phage vB_CsaM_GAP32 358663 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Organic Lake phycodnavirus 1 344723 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ectocarpus siliculosus virus 1 335593 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Paramecium bursaria Chlorella virus 1 330611 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Choristoneura biennis entomopoxvirus L' 307691 1 0 0 1 1 0 1 1 1
Shrimp white spot syndrome virus 305108 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Cyprinid herpesvirus 3 295146 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Pseudomonas phage phiKZ 280334 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Anguillid herpesvirus 1 248526 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus 236120 1 0 0 1 1 0 1 1 1
Human herpesvirus 5 235646 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Ranid herpesvirus 2 231801 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Helicoverpa zea nudivirus 2 231621 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Ralstonia phage RSL1 231255 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cowpox virus 224499 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Ranid herpesvirus 1 220859 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Sphingomonas phage PAU 219372 1 0 1 1 1 1 1 1 1
Bacillus phage 0305phi8-36 218948 1 1 0 1 1 0 1 0 0
Caulobacter phage phiCbK 215710 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Invertebrate iridescent virus 6 212482 1 1 0 1 1 0 1 1 1
Pseudomonas phage EL 211215 1 0 0 1 0 0 1 1 0
Ostreid herpesvirus 1 207439 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Invertebrate iridescent virus 3 191100 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Nile crocodilepox virus 190054 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Glossina  pallidipes ~ salivary  gland
hypertrophy virus 190032 1 0 1 1 1 0
Heliothis virescens ascovirus 3e 186262 1 0 0 1 1 0 1 0 0
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Lymphocystis disease virus - isolate China 186250 1 0 1 1 1 0 0
Clostridium phage c-st 185683 0 0 1 1 1 1 1
Ostreococcus virus OsV5 185373 1 0 1 1 1 1 1
Xestia c-nigrum granulovirus 178733 0 0 1 1 1 1 0
Gallid herpesvirus 2 177874 1 0 1 1 1 0 0
Synechococcus phage syn9 177300 1 1 1 1 1 1 0
Human herpesvirus 4 type 2 172764 1 0 1 1 1 0 0
African swine fever virus 170101 1 0 1 1 0 1 1
Enterobacteria phage T4 168903 1 1 1 1 1 1 1
Halocynthia phage JM-2012 167292 0 0 1 0 0 0 0
Psittacid herpesvirus 1 163025 1 0 1 1 1 0 0
Microcystis aeruginosa phage Ma-LMMO01 162109 1 1 1 1 0 0 0
Cyanophage S-TIM5 161440 0 0 1 1 0 0 1
Deftia phage phiW-14 157486 1 1 1 1 1 1 1
Salmonella phage Vil 157061 1 1 1 1 1 1 1
Mycobacterium phage Cali 155372 0 0 1 1 1 0 0
Thermus phage phiYS40 152372 0 0 1 1 0 0 0
Human herpesvirus 1 152261 1 0 1 1 1 0 0
Gallid herpesvirus 1 148687 1 0 1 1 1 0 0
Cellulophaga phage phi4:1 145865 0 0 1 1 1 1 0
Halovirus HGTV-1 143855 0 0 1 0 0 1 0
Lactobacillus phage Lb338-1 142111 0 0 1 1 1 0 0
Staphylococcus phage G1 138715 0 0 1 1 1 0 0
Human herpesvirus 8 137969 1 0 1 1 1 0 0
Escherichia phage rv5 137947 0 0 1 1 1 1 0
Campylobacter phage NCTC12673 135041 1 1 1 1 1 1 1
Bacillus phage SPbeta 134416 0 0 1 1 1 0 1 0
Ictalurid herpesvirus 1 134226 0 0 1 1 0 0 0
Bacillus phage SPO1 132562 0 0 1 1 1 1 0
Lactobacillus phage LP65 131522 0 0 1 1 1 0 0 0
Rhodothermus phage RM378 129908 0 0 1 1 0 0 0
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 128413 0 0 1 1 1 0 0
Oryctes rhinoceros virus 127615 0 0 1 1 0 1 0
Musca domestica salivary gland hypertrophy

virus 124279 0 0 1 1 0 0 0
Enterobacteria phage T5 121750 0 0 1 1 1 1 0
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Diadromus pulchellus ascovirus 4a 119343 1 1 0 1 1 0 0 0 0
Infectious spleen and kidney necrosis virus 111362 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Mycobacterium phage Omega 110865 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Culex nigripalpus nucleopolyhedrovirus 108252 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Cyanophage PSS2 107530 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Frog virus 3 105903 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Colwellia phage 9A 104936 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Salmonella phage SSUS 103299 1 0 0 1 1 1 1 1 0
Halovirus HCTV-1 103257 1 1 1 1 1 0 1 0 0
Halovirus HVTV-1 102319 1 1 1 1 1 0 1 0 0
Cellulophaga phage phil4:2 100418 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Gryllus bimaculatus nudivirus 96944 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Planktothrix phage PaV-LD 95299 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage P1 94800 1 0 0 1 0 1 0 0 0
Bacillus phage BCD7 93839 1 0 0 1 1 1 1 1 0
Pseudomonas phage PAK_P1 93398 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Escherichia phage wV8 88487 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Neodiprion abietis NPV 84264 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Thermus phage P74-26 83319 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Vibrio phage SIO-2 81184 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Lactococcus phage KSY1 79232 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Cellulophaga phage phiST 79114 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Vibrio phage vB_VpaS_MARI10 78751 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Mycobacterium phage Wildcat 78441 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Enterobacteria phage Phieco32 77554 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Mycobacterium phage Cjwl 75931 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Halovirus HF1 75898 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Gordonia phage GTE7 74431 0 1 0 1 1 0 1 0 0
Sulfitobacter phage EE36phil 73325 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Cellulophaga phage phi38:1 72534 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Burkholderia phage BecepF1 72415 1 0 0 1 1 0 0 0 0
Cellulophaga phage phil3:2 72369 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Corynebacterium phage P1201 70579 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Escherichia phage N4 70153 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Mycobacterium phage Corndog 69777 0 1 0 1 1 0 1 0 0
Synechococcus phage S-CBS4 69420 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Listeria phage P70 67170 1 0 0 1 1 0 1 0 0
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Pseudomonas phage 14-1 66235 1 0 0 1 1 0 0 1 0
Pseudomonas phage F116 65195 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Burkholderia phage Bcep22 63879 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Phage phiJLOO1 63649 1 0 0 1 1 0 0 0 0
Acidianus two-tailed virus 62730 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stx2 converting phage 11 62706 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Azospirillum phage Cd 62337 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhizobium phage 16-3 60195 0 1 0 1 1 1 1 0 0
Lactococcus phage PO87 60074 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Pseudomonas phage M6 59446 1 0 0 1 1 0 0 0 0
Clostridium phage phiCTP1 59199 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Clavibacter phage CMP1 58652 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Actinoplanes phage phiAsp2 58638 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Natrialba phage PhiChl 58498 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Burkholderia phage AH2 58065 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Mycobacteriophage Daenerys 58043 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mycobacterium phage Boomer 58037 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Burkholderia phage BeepNazgul 57455 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Sinorhizobium phage PBCS 57416 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mycobacterium phage Che9c 57050 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Clostridium phage phiC2 56538 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Pseudomonas phage D3 56425 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Xanthomonas phage Xp15 55770 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Lactococcus phage 1706 55597 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Puniceispirillum phage HMO-2011 55282 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Mycobacterium phage Giles 53746 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Cellulophaga phage phil0:1 53664 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Burkholderia phage phiE125 53373 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus phage IEBH 53104 0 0 0 0 1 1 0 0 0
Enterobacteria phage phiEcoM-GJ1 52975 1 0 0 1 1 1 1 1 0
Mycobacterium phage TM4 52797 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Halovirus HHTV-2 52643 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Burkholderia phage BcepGomr 52414 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Mycobacterium phage L5 52297 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Streptomyces phage Sujidade 51552 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Rhodococcus phage REQ1 51342 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Pseudomonas phage PA11 49639 1 0 0 1 1 0 1 0 0
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Virusas I 8
Myxococcus phage Mx8 49534 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus phage Andromeda 49259 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Streptomyces phage VWB 49220 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Halovirus HHTV-1 49107 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage T1 48836 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Burkholderia phage Beep781 48247 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Listeria phage B054 48172 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium phage phi8074-B1 47595 1 0 0 1 1 1 1 1 0
Iodobacteriophage phiPLPE 47453 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Burkholderia phage BcepB1A 47399 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Flavobacterium phage 6H 46978 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Xanthomonas phage OP2 46643 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Rhodococcus phage RER2 46586 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Enterobacteria phage N15 46375 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Microbacterium phage Minl 46365 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Yersinia phage PY54 46339 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Synechococcus phage Syn5 46214 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Vibrio phage VpV262 46012 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Bdellovibrio phage phil422 45354 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Prochlorococcus phage P-SSP7 45176 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Sodalis phage SO-1 45169 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Bacteroides phage B40-8 44929 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Cellulophaga phage phiSM 44557 0 1 0 0 1 0 1 0 0
Xanthomonas phage Xop411 44520 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Staphylococcus phage phiN315 44082 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Staphylococcus phage PH15 44041 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Bacillus phage SPP1 44010 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Vibrio phage VP93 43931 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Staphylococcus phage 53 43883 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Fowl adenovirus A 43804 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Salisaeta icosahedral phage 1 43788 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Lactobacillus phage phiadh 43785 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Enterobacteria phage SP6 43769 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Pseudomonas phage 119X 43365 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Phormidium phage Pt-WMP3 43249 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Ralstonia phage RSB1 43079 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Haemophilus phage Aaphi23 43033 0 0 0 1 0 0 1 0 0
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Virusas I 8
Salmonella phage epsilon34 43016 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Pseudomonas phage 73 42999 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Corynebacterium phage BFK20 42969 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Streptococcus phage EJ-1 42935 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Bordetella phage BIP-1 42638 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Pseudomonas phage phiKMV 42519 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Archaeal BJ1 virus 42271 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Lactobacillus phage phigle 42259 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Thermoanaerobacterium phage THSA-485A 41938 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Staphylococcus phage 55 41902 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Mycobacterium phage Bps 41901 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Enterobacteria phage P22 41724 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Streptomyces phage phiC31 41491 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Sulfitobacter phage pCB2047-A 41374 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Brucella phage Tb 41148 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Bacillus phage BCJAlc 41092 0 1 0 1 1 0 0 0 0
Clostridium phage phiCD38-2 41090 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Phormidium phage Pf~-WMP4 40938 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Listeria phage A118 40834 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Streptococcus phage P9 40539 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Rhodobacter phage RcapNL 40489 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Stenotrophomonas phage S1 40287 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Lactobacillus phage Lrm1 39989 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Roseobacter phage SIO1 39898 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Vibrio phage VP5 39786 1 0 0 1 1 1 0 0 0
Acidianus filamentous virus 6 39577 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Bacillus phage phil05 39325 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Cellulophaga phage phil8:1 39189 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Tetraselmis viridis virus S20 38987 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Lactobacillus phage Lv-1 38934 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Cyanophage MED4-117 38834 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Enterobacteria phage mEpX2 38759 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Clostridium phage phiCP39-O 38753 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Salmonella phage SPN1S 38684 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Streptococcus phage phi3396 38528 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Lactobacillus prophage Lj928 38384 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage T3 38208 1 0 0 1 1 1 1 1 0
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Streptomyces phage mul/6 38194 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Clostridium phage phiSM101 38092 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Listonella phage phiHSIC 37966 0 1 0 1 1 0 1 0 0
Paenibacillus phage PG1 37644 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Burkholderia phage phi52237 37639 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Burkholderia phage KS10 37635 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus phage TP21-L 37456 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Burkholderia phage phiE255 37446 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus phage Sfil9 37370 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Thalassomonas phage BA3 37313 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus phage Gamma 37253 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia phage D108 37235 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptomyces phage phiSASD1 37068 1 0 0 1 1 0 1 0 0
Pseudomonas phage MP38 36885 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage Mu 36717 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus phage phiJL-1 36674 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Streptococcus phage SMP 36019 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Flavobacterium phage 11b 36012 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Halovirus HRTV-4 35722 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Persicivirga phage P12024S 35700 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Listeria phage P40 35638 1 0 0 1 1 0 0 0 0
Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 35450 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Human adenovirus D 35083 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Abalone shriveling syndrome-associated virus 34952 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Pelagibacter phage HTVC010P 34892 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Cellulophaga phage phi46:1 34844 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Streptococcus phage SM1 34692 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Geobacillus phage GBSV1 34683 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Lactobacillus phage LL-H 34659 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Mannheimia phage phiMHaA1 34525 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Weissella phage phiYS61 33594 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage P2 33593 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium phage phi3626 33507 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Vibrio phage K139 33106 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Haemophilus phage HP1 32355 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acidianus filamentous virus 2 31787 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactococcus phage bIL170 31754 0 0 0 1 0 1 0 0 0
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Virusas I 8
Haloarcula phage SH1 30889 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterococcus phage EF62phi 30505 1 0 0 0 0 0 0 0
Propionibacterium phage PA6 29739 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Cellulophaga phage phi39:1 28760 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Pyrobaculum spherical virus 28337 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Snake adenovirus 1 27751 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Lactococcus phage Q54 26537 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Tetraselmis viridis virus S1 26407 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Helicobacter phage KHP30 26215 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Leuconostoc phage Lmd1 26201 1 0 0 1 1 0 0 0 0
Frog adenovirus 1 26163 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Methanobacterium phage psiM2 26111 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bdellovibrio phage phil1402 23931 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acidianus bottle-shaped virus 23814 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Hyperthermophilic Archaeal Virus 1 22743 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Lactococcus phage bIL67 22195 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Thermococcus prieurii virus 1 21592 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Bacillus phage GA-1 21129 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Enterococcus phage EFAP-1 21115 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Thermoproteus tenax spherical virus 1 20933 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acidianus filamentous virus 1 20869 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Phaeocystis globosa virus virophage 19527 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Streptococcus phage Cp-1 19343 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus phage phi29 19282 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Mavirus 19063 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Lactococcus phage asccphi28 18762 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Bacillus phage B103 18630 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Sputnik virophage 18343 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Staphylococcus phage P68 18227 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Pyrococcus abyssi virus 1 18098 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hyperthermophilic Archaeal Virus 2 17666 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Actinomyces phage Av-1 17171 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Thermus phage P23-77 17036 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus phage C1 16687 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Sulfolobus turreted icosahedral virus 2 16622 0 0 0 0 0 0 0 0 0
His2 virus 16067 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Mycoplasma phage MAV1 15644 0 0 0 1 0 0 0 0 0
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Virusas I 8
Staphylococcus phage PT1028 15603 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Lactococcus phage bIL312 15179 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Sulfolobus spindle-shaped virus 4 15135 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Enterobacteria phage PRD1 14927 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Bacillus phage GIL16¢c 14844 1 0 0 0 0 1 0 0 0
His 1 virus 14462 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Acholeplasma phage L2 11965 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mycoplasma phage P1 11660 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacteria phage P4 11624 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Pseudoalteromonas phage PM2 10079 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Deltapapillomavirus 2 8374 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Haloarcula hispanica pleomorphic virus 1 8082 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Human papillomavirus type 41 7614 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Thetapapillomavirus 1 7304 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Human papillomavirus type 48 7100 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Murine polyomavirus 5297 0 0 0 1 0 0 0 0 0
‘WU Polyomavirus 5229 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Bovine polyomavirus 4697 0 0 0 1 0 0 0 0 0
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